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Invictus

Out of the night that covers me,
Black as the pit from pole to pole,
I thank whatever gods may be
For my unconquerable soul.

In the fell clutch of circumstance
I have not winced nor cried aloud.
Under the bludgeonings of chance
My head is bloody, but unbowed.

Beyond this place of wrath and tears
Looms but the Horror of the shade,

And yet the menace of the years
Finds and shall find me unafraid.

It matters not how strait the gate,

How charged with punishments the scroll,
I am the master of my fate:

I am the captain of my soul.

William Frnest Henley


http://en.wikipedia.org/wiki/William_Ernest_Henley�
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Nélio Alessandro de Jesus Oliveira

RESUMO

Queratindcitos sdo células bastante atrativas para a transferéncia génica ex vivo
e liberacdo sistémica, uma vez que as proteinas secretadas por estas células podem
atingir a circulacdo via um mecanismo similar ao processo natural. No presente
trabalho, queratindcitos transduzidos mediante um vetor retroviral com o gene do
hormonio de crescimento de camundongo (mMGH) foram submetidos a um tratamento de
aderéncia ao colageno e a andlise clonal, com o intuito de enriquecer esta populagdo de
queratindcitos em células-tronco. O principal resultado foi um aumento da viabilidade
celular in vitro dos queratindcitos tratados, que podera se refletir num aumento da
durabilidade da secrecdo do hormonio in vivo, quando realizado o implante de culturas
organotipicas em camundongos andes imunodeficientes (lit/scid).

Foi também utilizado um modelo de terapia génica in vivo, baseado na
eletrotransferéncia de DNA plasmidial (naked DNA), contendo o gene do horménio de
crescimento humano (hGH), no mdsculo quadriceps de camundongos andes (lit/lit) e
andes imunodeficientes (lit/scid). Foram padronizadas as condic¢Oes de eletroporagdo em
8 pulsos de 50 V e 20 ms com 0,5 s de intervalo, utilizando um plasmideo com o
promotor da ubiquitina C e a sequéncia genémica do hGH. A administracdo de uma
dose Unica de 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH em camundongos lit/scid, seguida de
eletroporagdo, propiciou pela primeira vez na literatura obtencdo de niveis sustentaveis
na circulacdo de 1,5-3,0 ng hGH/ml, durante 60 dias. Esses animais tratados com DNA
apresentaram um aumento de peso altamente significativo (P<0,001) de 33,1%,
comparado a uma perda de peso, ndo significativa, no grupo controle (camundongos
injetados com salina + eletroporagdo). Os masculos quadriceps dos animais tratados
apresentaram um aumento de 48%, quando comparados aos dos animais do grupo
controle (P<0,001). Outro estudo de eletrotransferéncia foi realizado comparando a

utilizagcdo da sequéncia gendémica do hGH (gDNA) com a complementar (cDNA), em



plasmideos sob o controle do promotor de citomegalovirus (CMV). Foi observado que o
cDNA do hGH foi expresso de maneira mais eficiente na circulagcdo de camundongos
lit/scid, por um periodo de 21 dias.

Foram também construidos vetores lentivirais com os genes do hGH (cDNA e
gDNA) e do mGH (cDNA), que serdo utilizados num proximo estudo, tanto para a
transducdo de queratindcitos, como para a eletrotransferéncia in vivo. Vetores lentivirais
serdo de fato necessarios para futuros estudos devido a sua reduzida toxicidade em
comparagdo com os retrovirais.

Os resultados deste trabalho, assim como as perspectivas de estudo abertas,
ttm como meta estabelecer condi¢bes para que a terapia génica seja num futuro
préximo uma alternativa viavel e segura para o tratamento da deficiéncia de GH e de

outras doencas sistémicas.



DEVELOPMENT OF ANIMAL MODELS OF GROWTH HORMONE GENE
THERAPY USING TRANSDUCED KERATINOCYTES AND DIRECT
INJECTION OF NAKED DNA

Nélio Alessandro de Jesus Oliveira

ABSTRACT

Keratinocytes are very attractive cells for ex vivo gene transfer and systemic
delivery, since proteins secreted by these cells may reach the circulation via a
mechanism which mimics the natural process. In this study, retrovirally transduced
keratinocytes with the mouse growth hormone (mGH) gene underwent a treatment for
adhesion to collagen and clonal analysis, in order to enrich in stem cells the keratinocyte
population. The main result was an in vitro increase of cell viability for treated
keratinocytes, which should result in an increase of the in vivo sustainability of hormone
secretion, when implanting organotypic cultures onto immunodeficient dwarf (lit/scid)
mice.

A model for in vivo gene therapy based on the electrotransfer of human growth
hormone (hGH)-coding naked DNA in the exposed quadriceps muscle of dwarf (lit/lit)
and immunodeficient dwarf (lit/scid) mice was also utilized. Electroporation conditions
were optimized, setting up eight 50-V pulses of 20 ms at a 0.5 s interval, using a
plasmid containing the ubiquitin C promoter and the genomic hGH sequence.
Administration of a single dose of 50 pg of this plasmid led, for the first time in the
literature, to sustained levels of circulating hGH of the order of 1.5-3 ng/ml, up to 60
days. The DNA-treated animals presented a highly significant weight gain (P<0.001) of
33.1%, compared to a non-significant weight loss of 4.2% for the control group (saline
injected mice + electroporation). The injected quadriceps muscles of the DNA-treated
mice showed a 48% weight increase, when compared to the control group (P<0.001).
Another electrotransfer study was carried out comparing the use of the genomic hGH
sequence (gDNA) with the complementary sequence (cDNA), cloned under the control
of the cytomegalovirus (CMV) promoter. It was observed that hGH was more
efficiently expressed in the circulation of lit/scid mice, for 21 days, when injecting
cDNA.



Lentiviral vectors containing the hGH (cDNA and gDNA) and the mGH
(cDNA) genes were also constructed and will be used in a next study, both for the
transduction of keratinocytes or for in vivo electrotransfer. Lentiviral vectors will in fact
be necessary for future studies, considering their reduced toxicity when compared to
retroviral vectors.

The results of this work, as well as opening perspectives of new studies, will
establish in the near future conditions for gene therapy as a feasible and safe option for

the treatment of GH deficiency and other systemic diseases.
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1 INTRODUCAO

1.1 Terapia génica

A terapia génica pode ser definida como um método para tratar ou prevenir
doencas, substituindo a funcédo de genes defeituosos ou ausentes por outros funcionais, ou
pela mudanca do perfil de expressdo de um gene de interesse (revisdo em Van Gaal e
col., 2006). No passado, a terapia génica foi considerada apropriada somente para o
tratamento de doengas monogénicas, que consistia no principio de substituir um gene
defeituoso por um homalogo funcional. Entretanto, com o aumento da compreensdo dos
principios genéticos e ambientais sobre o funcionamento das vias moleculares e dos
mecanismos de patogénese, novos avos potenciais para a terapia génica, como
ferramenta de intervencdo de um processo patolégico, tém sido identificados
recentemente (revisdo em Leung e col., 2010).

Desde os primeiros protocolos no final dos anos 80, mais de 1579 testes clinicos
foram desenvolvidos em 28 paises diferentes, com sucesso significativo em diferentes
campos terapéuticos (revissto em Peroni e col.,, 2005; Edelstein e col., 2007,
http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical). Atualmente, a maior parte dos testes clinicos &
para o0 tratamento do cancer (64,5%); 8,7% sdo direcionados para as doencas

cardiovasculares e 7,9% para as doengas monogénicas (Tabela 1).

Tabela 1: Principais tipos de testes clinicos realizados no ambito da terapia génica.

Testes clinicos em andamento NUmero Porcentagem
Cancer 1019 64,5
Doencas cardiovasculares 138 8,7
Doengas monogénicas 125 7,9
Doencas infecciosas 127 8,0
Doengas neurol 0gicas 30 1,9
Doencas oculares 18 1,1
Outras doengas 35 2,2
Marcadores génicos 50 3,3
Voluntarios saudaveis 37 2,3
Total 1579 100

Fonte - The Journa of Gene Medicine, 2009



O primeiro teste clinico realizado no campo da terapia génica foi conduzido no
comego dos anos 70. Trés pacientes que possuiam hiperargininemia foram inoculados,
por meio davia intravenosa, com o Shope Papilomavirus, que codifica a enzima arginase
para corrigir a doenca. No entanto, os autores ndo observaram a reducéo do nivel de
arginina no sangue destes pacientes, sendo gque a possivel causa para isso foi atribuida a
instabilidade do vetor vira (Friedmann & Roblin, 1972; Escors & Breckpot, 2010).

Nos anos 80, a transferéncia de genes para células de mamiferos tornou-se uma
rotina nos procedimentos in vitro. Foi observado que a transferéncia génica baseada em
retrovirus possuia muitas vantagens, principa mente pelo fato daintegracéo ser estavel no
genoma das células hospedeiras. Porém, a aplicabilidade posterior desta metodologia na
terapia génica foi controversa, devido ao pobre conhecimento que se tinha na época no
campo de regulacdo génica e dos possives efeitos que um DNA exogeno poderia ter no
metabolismo da célula hospedeira, bem como outras implicaces do ponto de vista ético
(revisdo em Escors & Breckpot, 2010).

Nos anos 90, foi realizado um teste clinico para corrigir a deficiéncia da enzima
adenosina deaminase (ADA), cujo efeito fenotipico esta relacionado a uma grave
deficiéncia imunol 6gica que causa a imunodeficiéncia severa combinada (scid) (Blaese e
col., 1995). Em 2000, Cavazzana-Calvo e col. desenvolveram uma terapia para o
tratamento da imunodeficiéncia severa combinada associada a mutagdes no gene IL2RG,
uma doenca que acomete apenas 0 sexo masculino, e o teste foi realizado em 11 criangas.
Em oposicéo ao sucesso obtido na correcéo desta patologia, anos mais tarde 0 mesmo
grupo descreveu o surgimento de leucemia em duas das criangas que foram submetidas
ao tratamento (Hacein-Bey-Abina e col., 20033, 2003b). Isto se deveu ao fato do vetor
retroviral ter se integrado proximo ao promotor do oncogene LMO?2.

Este incidente fez com que pesquisadores e agéncias reguladoras fossem mais
rigorosos quanto a realizagdo de novos testes clinicos. Uma das medidas tomadas por
pesquisadores foi tentar aumentar a compreensdo dos mecanismos rel acionados aos locais
de insercéo de vetores virais, com a finalidade de descobrir possiveis hotspots de
insercdes dos mesmos. A morte de um paciente causada por uma forte inflamacéo
decorrente da administracéo de um vetor adenoviral, contribuiu aindamais para a reducéo
do nimero de testes clinicos neste campo terapéutico. Este fato também contribuiu paraa
melhora do design de futuros testes clinicos, onde o potencial efeito colateral do vetor e

ou das células utilizadas foram considerados com mais cautela, ante ao efeito positivo



gue o tratamento em vias de desenvolvimento poderia trazer a0 paciente (Aguilar &
Aguilar-Cordova, 2003; Raper e col., 2003; Spink & Geddes, 2004, Porteus e col., 2006).

Recentemente, alguns sucessos foram obtidos em testes clinicos ligados a
epidermdlise bolhosa, a sindrome de neuropatia optica hereditaria de Leber, a beta-
talassemia e as mais diversas patologias (Mavilio e col., 2006; Di Nunzio e col., 2008;
Baumgartner e col., 2009; Dummer e col., 2010; Simonelli e coal., 2010; Rosdlli e col.,
2010).

Duas abordagens principais sdo utilizadas. aterapiain vivo e ex vivo. Na terapia
in vivo, 0s genes que irdo substituir a funcdo dos seus homologos defeituosos, séo
transferidos diretamente para os tecidos do animal utilizado no estudo. Na terapia ex vivo,
células sdo removidas do animal e cultivadas em laboratorio. Nessa populagdo celular €
realizada a transferéncia do gene de interesse e posteriormente as células séo
selecionadas, assim aquelas que receberam o gene séo reimplantadas no animal (Strachan
& Read, 1999).

O método escolhido para transferéncia génica depende da natureza do tecido-
alvo e do tipo de aplicacdo in vitro ou in vivo. Os principais veiculos de transferéncia
utilizados em células de mamiferos tém sido vetores virais, vetores ndo virais (naked
DNA) ou plasmideos encapsulados em diferentes matrizes e, recentemente, estdo sendo
desenvolvidos transposons (Strachan & Read, 1999; Izsvak e col., 2000; Kaminski e col.,
2002; Sawamura e col., 2002; Liu e col., 2004; Peroni e col., 2005; Jang & Shea, 2006;
Ratanamart & Shaw, 2006).

O vetor ideal a ser utilizado para terapia génica deve seguir oS seguintes
principios. especificidade para a célula avo; resisténcia a degradagdo metabdlica e ou a
um possivel ataque do sistema imune; seguranca baseada na nulidade ou em efeitos
colaterais minimos; habilidade para expressar apropriadamente o gene de interesse e
consequentemente obtencdo do efeito terapéutico desgjado (Mehier-Humbert & Guy,
2005).



1.2 Terapia génica cutéanea

A pele € um dos tecidos mais atrativos para a terapia génica por suas células
apresentarem algumas particularidades, como: facil acesso, boa capacidade de serem
mani puladas em laboratdrio, e em caso de alguma reagcdo adversa ao enxerto utilizado em
um tratamento, estas células podem ser removidas com facilidade (De Luca & Pelegrini,
1997, Peroni e col., 2008; Therrien e col., 2010). A pele ainda oferece a vantagem da
tecnologia de propagacdo in vitro de queratinécitos humanos ja estar bem padronizada
(Rheinwald & Green, 1975) e ser empregada no tratamento de queimados gque recebem
implantes autélogos (De Luca e col., 1989). A este respeito foi recentemente obtida a
correcdo génica da epidermdlise bolhosa (JEB), uma grave doenca de pele, mediante
transplante de queratindcitos modificados pela introducdo do gene da laminina-5
(Mavilio e cal., 2006; Di Nunzio e col., 2008).

Na terapia génica cutanea, as principais células-alvo sdo 0s queratindcitos,
especialmente por ter sido verificado que estas células podem produzir e secretar 0s
produtos génicos proporcionando efeitos sistémicos (De Luca & Pellegrini, 1997;
Mavilio e cal., 2006; Scheidemann e col., 2009; Therrien e col., 2010).

A terapia génica cutanea apresenta-se como uma alternativa interessante para o
tratamento da deficiéncia do hormoénio de crescimento (GH), cujo custo anua por
paciente submetido ao uso da proteina recombinante esta em torno de 10 mil délares. A
eliminacao do inconveniente das repetidas injecdes que fazem parte da terapia tradicional
também seria outra vantagem decorrente da terapia génica, bem como o fato do hormbénio
produzido in vivo possuir um mecanismo fisiolégico mais parecido com 0 que ocorre
naturalmente (Peroni e col., 2005; Ehrhardt e col., 2008; Peroni e col., 2008).

Vérias estratégias de transferéncia ex vivo e in vivo do gene do GH em diferentes
modelos animais tém sido utilizadas com resultados bastante promissores (Peroni e col.,
2005). Jaforam realizados estudos de transferéncia do gene, tanto humano (hGH) gquanto
de camundongo (mMGH), empregando queratindcitos humanos primarios transduzidos ex
vivo e implantados em camundongos andes imunodeficientes (lit/scid) (Bellini e cal.,
2003; Peroni e col., 2006; Peroni e col., 2008). Neste modelo, utilizou-se um vetor
retroviral, um dos veiculos de transferéncia mais empregados nos protocolos de terapia
génica, principamente por ser bastante eficiente, relativamente fécil de ser construido e
com capacidade para acomodar genes terapéuticos de diferentes tamanhos, 0s quais séo

integrados ao genoma do hospedeiro (Miller e col., 1993; Robbins e col., 1998).



Uma das principais dificuldades que ainda falta ser superada para que a terapia
génica cuténea do GH segja efetivamente aplicada em seres humanos é a obtencdo de
niveis persistentes de secregdo da proteina transgénica, in vivo e sua regulacdo
(Taichman, 1999). De fato ndo foi ainda descrita, por nenhum autor, uma secrecéo
prolongada de GH in vivo por queratindcitos com consequente aumento de peso. Este
efeito fenotipico, mesmo limitado, foi reportado pelo nosso grupo de pesquisa utilizando
0 gene do hGH (Bellini e col., 2003) e do mGH (Peroni e col., 2006 e 2008). Nestes
trabal hos foram também relatados niveis elevados e estaveis de expressdo de GH in vitro:
7 ug hGH/10° células/diae 11 ug mGH/10° células/dia

A utilizagdo de uma cultura celular organotipica, que é mais similar ao sistema
natural (Parenteau e col., 1996; Kolodka e col., 1998), proporcionou a manutencéo dos
atos niveis de expressdo in vitro do mGH, sem necessidade de aderéncia a superficie da
placa. Quando as culturas organotipicas foram implantadas em camundongos lit/scid,
houve um incremento consideravel dos niveis de mGH na circulagdo dos animais apos 1
h do implante. Entretanto, apos 24 h do implante, os niveis ndo foram mantidos, e se
igualaram aos valores basais (~2 ng mGH/ml), presentes em camundongos implantados
com queratindcitos ndo modificados geneticamente (Peroni e col., 2006 e 2008).

A répida queda dos niveis circulatérios da proteina transgénica produzida por
queratinécitos humanos primérios pode ser atribuida ao: baixo nimero de células-tronco
transduzidas, apoptose, inativagdo de componentes do vetor retroviral, transporte
ineficiente da proteina produzida para a circulagdo ou mesmo formagdo de uma barreira
entre epiderme e derme que impediria este transporte e que poderia ser ativada mediante
um tipo de resposta imunitaria do animal a um dos elementos antigénicos oriundos do
vetor, do transgene ou da célula modificada (Gerrard e col., 1993; Jensen e col., 1994;
Fenjves e col., 1994; Kolodka e col., 1998; Krueger e col., 1999).

As células-tronco séo células indiferenciadas definidas por sua habilidade de se
auto-regenerar e diferenciar para produzir células progenitoras maduras, incluindo ambas,
progenitoras e células terminais diferenciadas efetoras (Wagers & Weissman, 2004). S&o
classificadas em relagdo ao seu potencial de desenvolvimento como: totipotentes, as
células que originam todos os tipos celulares de origem embrionaria e extra-embrionaria;
pluripotentes, as células capazes de dar origem a todos os tipos de células embrionarias;
multipotentes, aquelas capazes de dar origem a vérios tipos de linhagens celulares;
oligopotentes, aquelas capazes de gerar um tipo restrito de linhagem celular; unipotentes,



aquelas capazes de dar origem a somente um tipo de célula madura (Bickenbach &
Grinnell, 2004; Wagers & Weissman, 2004).

Em muitos tecidos adultos h& uma continua substituicdo de células mortas por
células novas, e esta substituicdo se da de forma que a especificidade de cada tecido sgja
mantida (Wagers & Weissman, 2004; Abbas & Mahalingam, 2009). No entanto, certas
células de mamiferos mantém um elevado grau de plasticidade para diferenciarem-se em
vérias linhagens (Terada e col., 2002). Os tecidos que possuem um turnover alto, como a
pele, sdo altamente dependentes de células-tronco.

A populacdo de células adultas, que € renovada continuamente na epiderme
humana, € mantida por uma subpopulagdo de queratinécitos conhecida como células-
tronco epidermais (Ferrari e col., 2006). Visto que na literatura, a transducdo de células-
tronco parece ser um pré-requisito importante para a manutencdo da expressdo da
proteina transgénica in vivo, uma das metodologias utilizadas para a determinacéo da
porcentagem de células-tronco em determinada populacdo de queratinécitos € a selecdo
clonal. Nesta selecdo sdo consideradas a clonogenicidade e o elevado potencial de
proliferacdo in vitro destas células (Rochat e col., 1994; Mathor e col., 1996; Kolodka e
col., 1998, Mgjo e cal., 2008).

Outro método para enriquecer culturas de queratinécitos em células-tronco é
baseado na rdpida aderéncia destas células progenitoras a substratos derivados de
diferentes tipos de colageno. Esta propriedade de aderéncia parece estar relacionada ao
comprometimento de uma parte das células basais da epiderme a via de diferenciacéo
celular. Estas cdlulas teriam assim a expressao de integrinas diminuida, tornando-se
menos aderentes aos componentes da membrana basal, enquanto as células-tronco se
adeririam mais rapidamente a estes substratos (Bickenbach & Chism, 1998; Dunnwald e
col., 2001; Tibério e cal., 2002; Li e col., 2005 e 2008).

1.3 Injecédo direta de DNA plasmidial (naked DNA)

A maioria dos trabalhos na area da terapia génica utiliza vetores virais.
Entretanto, estes possuem como principais desvantagens a seguranga e o alto custo de
producdo em larga escala. O uso do sistema de transferéncia génica ndo vira,
denominado administracdo de naked DNA ou DNA pelado, no qual o material genético €

injetado diretamente em alguns tipos de tecido, € mais seguro clinicamente e viavel



economicamente. Entretanto, os niveis da proteina transgénica produzida séo em geral
bem menores do que os niveis obtidos com sistemas virais (Zhang e col., 2002; Peroni e
col., 2005; Ratanamart & Shaw, 2006).

Um dos grandes desafios para viabilizar a utilizagdo dos procedimentos de
terapia génica in vivo, baseados em naked DNA, € atingir niveis elevados e prolongados
da proteina transgénica (Ratanamart & Shaw, 2006).

Contudo, véarios estudos mostram que o naked DNA é viavel, sendo que para
iss0 é necessario melhorar as condi¢des de administracdo no animal. S80 necessarios
estudos mais detalhados relativos a via de administracdo e a melhora da eficiéncia de
expressdo do plasmideo a ser utilizado, por exemplo, pelaincorporacdo de uma sequéncia
promotora de um gene de expressdo constitutiva ou pela utilizacdo de técnicas que
aumentem a eficiéncia da incorporacdo do vetor nas células-alvo, como eletroporacéo,
ultrasom, dentre outras (Johnson-Saliba & Jans, 2001; Ratanamart & Shaw, 2006).

A primeira evidéncia de transferéncia génica mediada por eletroporacdo foi
descrita a mais de 20 anos, por Neumann e col. (1982), onde células de linfoma de
camundongo foram eletroporadas com o objetivo de padronizar uma metodologia
eficiente de entrega de material genético para células eucarioticas. Nos anos 90, iniciou-
se a larga utilizagdo desta metodologia, sendo nesta época descritos 0s primeiros
trabalhos de transferéncia génica que obtiveram sucessos significativos em tecidos como
musculo (Aihara & Miyazaki, 1998, Hoover & Magne, 2000), pele (Vanbever & Predt,
1999), figado (Heller e cal., 1996, Suzuki e col., 1998) e tumores solidos (Bettan e col.,
2000, Jaroszeski e col., 2004).

Resultados bastante satisfatorios utilizando o naked DNA associado a
eletroporacdo em musculo, tais como os obtidos com 0 gene da eritropoietina (Epo) e
com 0 do hormonio liberador de horménio do crescimento (GHRH), foram descritos
(Rizzuto e col., 1999; Fattori e col., 2005; Prud’homme e col., 2006; Miyazaki &
Miyazaki, 2008; Brown e col., 2009; Khan e col., 2010).

A membrana da célula, que é constituida por fosfolipidios, ndo é normalmente
permeavel para moléculas dotadas de cargas como o DNA (Fattori e col., 2002;
Zampaglione e col., 2005). A eletrotransferéncia in vivo envolve a aplicacdo de pulsos
elétricos curtos e controlados no tecido-alvo apds a administragdo do plasmideo,
resultando no aumento da permeabilidade do materia injetado devido & formacdo de
poros (Somiari e col., 2000; Zhang e col., 2002; Golzio e col., 2003; Zampaglione e col.,



2005). Dessa forma, as moléculas de DNA que normamente ndo podem penetrar na
membrana celular, entram na célula apds administragdo de pul sos el étricos.

A eficiéncia da transferéncia génica por meio de eletroporacdo € influenciada
por uma série de fatores, entre os quais se destacam: condicdo de eletroporacdo (nimero
de pulsos, duracdo dos pulsos, voltagem e intervalo entre os pulsos), tamanho e
concentragdo do vetor administrado, tipo de tecido, idade do modelo animal, solvente
utilizado para diluir o DNA, tipo de eetrodo (Gehl, 2003; Golzio e col., 2004; Mehier-
Humbert & Guy, 2005; Mir, 2009; Roos e col., 2006, Roos e col., 2009; Heller e cal.,
2010).

Fibras musculares constituem um alvo atrativo para os procedimentos de terapia
génicain vivo, baseada na administracgo de naked DNA, seguida ou ndo de eletroporagéo,
uma vez gue este tecido possui fécil acesso e capacidade de expressar produtos génicos
na circulacéo (Fattori e col., 2005). O tecido muscular também possui outra vantagem
sobre outros tecidos, que é o fato dos vetores poderem ser mantidos nas fibras pés-
mitoticas apds a administragdo, sendo entdo capazes de sustentar por um longo tempo a
expressao da proteina exodgena terapéutica de interesse, uma vez que estas fibras possuem

um turnover baixo (Tripaty e col., 1996; MacColl e col., 2000).

1.4 Vetores lentivirais

Vetores lentivirais sdo derivados de virus pertencentes a familia dos retrovirus
(Retroviridae, género Lentivirus). Os membros desta familia possuem o genoma
composto por duas fitas simples de RNA e a enzima transcriptase reversa. Os virus das
imunodeficiéncias humana (HIV), felina (FIV) e simiana (SIV) s80 0s representantes
mais bem conhecidos dos lentivirus, devido aos seus efeitos patoldgicos (Tendrio e col.,
2008).

Atualmente estéo entre 0s vetores virais mais utilizados pelas caracteristicas que
possuem de se integrarem em células que estédo ou ndo em divisdo e proporcionarem a
expressdo do transgene por um longo tempo, tornando-os atrativos para estudos
envolvendo terapiaex vivo e in vivo (Lewis & Emerman, 1994; Naldini e col., 1996 a, b;
D’ Costae col., 2009; Pauwels e col., 2009).



Sucessos consideraveis tém sido obtidos utilizando-se diferentes vetores
lentivirais para o tratamento de diversas doengas, como epidermdlise bolhosa, ataxia
hereditaria, doenca de Pompe, beta-talassemia (Di Nunzio e col., 2008; lzuka e col.,
2009; Kyosen e coal., 2010; Roselli e cal., 2010).

Outra caracteristica bastante importante para a utilizacéo destes vetores baseia-se
no fato de possuirem uma baixa tendéncia para se integrarem em lugares potencialmente
cancerigenos (Montini e col., 2006; Cattoglio e col., 2007). Em um estudo realizado por
Cattoglio e col. Foram observadas 77 integracOes de vetores retrovirais em regides de
proto-oncogenes e 64 em genes associados a cancer de um total de 1030 integracoes
estudadas. Para as integragOes dos vetores lentivirais foi observado 49 iser¢bes em proto-
oncogenes e 32 insercdes em regides associadas a cancers. Isto se deve ao fato destes
vetores ndo se integrarem nas proximidades de elementos regulatdrios ou de regides que
controlam genes relacionados ao crescimento e proliferacdo celular, tendo assm uma

baixa capacidade de induzir tumoresin vivo (Maruggi e col., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo do presente trabalho foi investigar os fatores que ainda
impedem a obtencdo de niveis terapéuticos prolongados de GH secretado por
queratinécitos geneticamente modificados implantados em camundongos andes

imunodeficientes lit/scid.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Enriquecimento da populacdo de queratindcitos em células-tronco por

meio da separacédo clonal e da rapida aderéncia ao colageno.

Os estudos foram inicialmente dirigidos para a utilizacdo de uma populacéo de
queratindcitos secretores do horménio de crescimento de camundongo (mMGH), que havia
sido transduzida com um vetor retroviral, em trabalhos anteriores do nosso grupo. Estas
células foram submetidas a andlise clona ou a rapida aderéncia a substratos derivados de
colageno, com o intuito de obter um enriquecimento dos mesmos em células-tronco.
Clones derivados das células tratadas foram utilizados no preparo de culturas
organotipicas para verificar um possivel aumento de durabilidade da secrecdo de GH in

vivo nos camundongos lit/scid implantados.

2.2.2 Padronizacdo e emprego da eletrotransferéncia e otimizacdo do

plasmideo.

Uma segunda estratégia foi a utilizacdo de injecdo direta de DNA plasmidial
(naked DNA), associada a eletroporagéo, no musculo quadriceps de camundongos andes
(lit/lit) e andes imunodeficientes (lit/scid), inicialmente com o emprego de um vetor
contendo o gene do hormbénio de crescimento humano (hGH). Foi redizada a
padronizacdo desta metodologia em tecido muscular, visando uma etapa futura de
estabelecimento da eletrotransferéncia na pele, na tentativa de estabelecer parametros de
comparacdo com 0 nosso modelo de terapia génica cutanea ex vivo (queratindcitos

transduzidos). Em relac@o a esta metodologia foram também realizadas comparacdes da
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eficiéncia de expressdo in vivo do hGH, empregando-se plasmideos contendo a sequéncia

gendmica (gDNA) ou a complementar (cDNA) correspondentes ao gene deste hormanio.

2.2.3 Construcao de vetores lentivirais contendo os genes do hGH (cDNA e
gDNA) e mGH

Vetores lentivirais contendo os genes do hGH (cDNA e gDNA) e mGH foram
construidos com o objetivo fina de estabelecer um modelo de terapia génica eficiente e

seguro para a deficiéncia de GH.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Equipamentos e acessorios principais

= Agitador magnético modelo 258 - FANEM (S&o Paulo, SP, Brasil);

= Agitador rotatorio tipo vortex, modelo 162 - MARCONI (S&o Paulo, SP, Brasil);

= Autoclave vertical, modelo 103 - FABBE-PRIMAR (S&o Paulo, SP, Brasil);

» Baancaanalitica, modelo H20T - METTLER (Zurich, Suica);

» Balancaanalitica, modelo P1OON - METTLER (Zurich, Suica);

» Balancaanalitica, modelo M5AS - METTLER (Zurich, Suica);

» Banho Maria, modelo 146-FANEM (S&o Paulo, SP, Brasil).

= Céamerade Neubauer - BOECO (Hamburg, Alemanha);

= Centrifuga, modelo LS-3 plus- CELM (Sé&o Paulo, SP, Brasil);

= Centrifuga, modelo Avanti J-E- BECKMAN COULTER (Brea, CA, EUA);

= Centrifuga, modelo 5415D- EPPENDORF (Hauppauge, NY, EUA);

» Centrifugarefrigerada, modelo 22R- BECKMAN COULTER (Brea, CA, EUA);

» Centrifuga refrigerada automética, modelo Super Speed RC — 2B - SORVALL
(Newtown, CT, EUA);

= Contador gama tipo "poco”, com troca automatica de amostra, modelo Cobra
auto-gama, eficiéncia aproximada para | de 80% - PACKARD INSTRUMENT
COMPANY (Downers Grove,IL , EUA);

» Destilador de agua, modelo 016 - FABBE-PRIMAR (S&o Paulo, SP, Brasil);

= Eletroporador, modelo LKB ECPS 3000/150, PHARMACIA (Pittsburgh, PA,
EUA);

= Eletroporador de tecidos bioldgicos, construido in house (S&o Paulo, SP, Brasil);

» Eletrodos (um par) de platina pura de 5,5 x 2,0 x 3,0 mm ndo invasivos (Heraeus
Vectrado Brasil, Sdo Paulo, SP);

= Egpectrofotdbmetro, modelo Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences
(Pittsburgh, PA, EUA);

» Estufa de cultura celular, modelo 3159 - FORMA SCIENTIFIC (Marietta, OH,
EUA);
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»  FHuxo laminar classe Il A/B 3, modelo 1140 - FORMA SCIENTIFIC (Marietta,
OH, EUA);

= Freezer -20°C, modelo 0651 - PROSDOCIMO (S&o Paulo, SP, Brasil);

» Freezer -40°C, modelo AB 240 - METALFRIO, (S&o Paulo, SP, Brasil);

»  Freezer -80°C, modelo 8425 - FORMA SCIENTIFIC (Marietta, OH, EUA);

= Medidor digital de pH, modelo 420A - ORION (Boston, MA, EUA);

» Membranas defiltragdo de 0,22 um - MILLIPORE (Bedford, MA, EUA);

= Microscépio invertido, modelo ID 03 - CARL ZEISS (Oberkochen, Alemanha);

= Microscépio confocal, LSM510META-CARL ZEISS (Jena, TH, Alemanha);

» Refrigerador duplex, modelo 320 clear - BRASTEMP (S&o Paulo, SP, Brasil);

» Sistemade purificagdo de &gua Milli-Q plus - MILLIPORE (Bedford, MA, EUA);

= Termociclador, modelo DNA Engine- BIO-RAD (Hercules, CA, EUA).

= Tubos de poliestireno paraimunoensaios (7,5 x 1,2 cm) - EMTEL (S&o Paulo, SP,
Brasil).

= Ultracentrifuga, modelo Optima L-80 XP- BECKMAN COULTER (Brea, CA,
EUA);

= Vortex , modelo vortex mixer, FISHER SCIENTIFIC (Pittsburgh, PA, EUA).

3.1.2 Material utilizado no cultivo celular

= Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) - LABSYNTH (S0 Paulo, SP, Brasil);

= Acido etanossulfonico hidroxietilpiperazina (HEPES) - SIGMA (St. Louis, MO,
EUA);

=  AdeninaSIGMA (St. Louis, MO, EUA)

» Bicarbonato de sddio - LABSYNTH (S&o Paulo, SP, Brasil);

= Colégeno tipo | dacaudaderato — UPSTATE BIOTECHNOLOGY (Lake Placid,
NY, EUA);

» Dimetilssulféxido (DM SO) - MERCK (S&o Paulo, SP, Brasil);

= Digspase- INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

= Fator de crescimento epitelial humano (hEGF) - INVITROGEN (Carlsbad, CA,
EUA);

»  Geneticina (G418), Geneticin® - INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

» Glicoseanidra- CASA AMERICANA (S&o Paulo, SP, Brasil);
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» Hidrocortisona - CALBIOCHEM - NOVABIOCHEM CORPORATION (La
Jolla, CA, EUA);

= |nsulina de pancreas bovino - SIGMA (St. Louis, MO, EUA);

= Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) - INVITROGEN (Carlsbad,
CA, EUA);

= MeioHam - F12 - INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

= Meio DMEM high glucose - INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

= Meio DMEM high glucose - Cellgro- MEDIATECH (Manassas, VA, EUA);

= Polyethylenimine (PEI) - SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, EUA);

= Penicilina-estreptomicina - INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

= Soro de bovino neonato (SBN) - INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

= Soro fetal bovino (SFB) - HY CLONE (Logan, UT, EUA);

= Toxinacoléica- SIGMA (St. Louis, MO, EUA);

=  Transferrina SIGMA (St. Louis, MO, EUA);

= Triiodotironina- SIGMA (St. Louis, MO, EUA);

= Tripsina- INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA).

3.1.3 Material plastico estéril para cultura celular

= Garrafasde 75 cm?- CORNING COSTAR CORP. (NY, EUA);

» Insertos plasticos (membrana Anopore® de 0,02um) - NALGE NUNC
INTERNATIONAL (Rochester, NY, EUA);

= Pipetasdel, 2,5,10e25 ml - CORNING COSTAR CORP. (NY, EUA);

» Placasde 6 pocos - CORNING COSTAR CORP. (NY, EUA);

» Placasde 24 pocos- CORNING COSTAR CORP. (NY, EUA);

= Placasde 6 e 10 cm dediametro- CORNING COSTAR CORP. (NY, EUA);

= Sistemas de filtragcdo de 150, 200, 500 e 1000 ml, porosidade de 0,22um -
CORNING COSTAR CORP. (NY, EUA);

=  Tubos criogénicosde 2 ml - CORNING COSTAR CORP. (NY, EUA);

= Tubos para centrifugade 15 e 50 ml - CORNING COSTAR CORP. (NY, EUA).
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3.1.4 Preparac0es padréo, antissoros e reagentes para radioimunoensaios

= Anticorpo policlona anti-rGH (lote # AFP5672099), fornecido pelo Dr. A. F.
Parlow — NATIONAL HORMONE AND PITUITARY PROGRAM (NHPP,
Torrance, CA, EUA);

= Anticorpo policlonal anti-hGH, NIDDK — anti-hGH-2, fornecido pelo Dr. A. F.
Parlow — NATIONAL HORMONE AND PITUITARY PROGRAM (NHPP,
Torrance, CA, EUA);

» Azidasddica- SIGMA (St. Louis, MO, EUA);

= Controles de quaidade para imunoensaios baseados em sangue humano,
Lyphochek | Immunoassay Plus Control (niveis 1, 2 e 3) — BIORAD -
INVITROGEN (Carslbad, CA, EUA);

= CloraminaT p.a- MERCK (S&o Paulo, SP, Brasil);

» Fosfato de sodio bibasico p.a- MERCK (S&o Paulo, SP, Brasil);

» Fosfato de sddio monobésico p.a- MERCK (S&o Paulo, SP, Brasil);

= Maetabissulfito de sodio - CARLO ERBA (S&o Paulo, SP, Brasil);

= Na™l comercid, livre de carreadores e oxidantes, com atividade especifica de
11.100 - 22.200 MBg/ml (300 - 600 mCi/ml) - NORDION EUROPE S.A.
(Fleurus, Bégica);

» Preparacdo de mGH pituitério (lote # AFP 10783B) atamente purificada, para
iodinagdo, fornecida pelo Dr. A. F. Parlow — NATIONAL HORMONE AND
PITUITARY PROGRAM (NHPP, Torrance, CA, EUA);

»  Preparacdo de referéncia de mGH pituitério (lote # AFP 10783B), fornecida pelo
Dr. A. F. Parlow — NATIONAL HORMONE AND PITUITARY PROGRAM
(NHPP, Torrance, CA, EUA);

» Preparagdo de hGH recombinante altamente purificada para iodinagdo — IPEN-
CNEN/SP (Séo Paulo, SP, Brasil) (Ribelae col., 1993; Oliveirae col., 1999);

» Resinas cromatogréficas Sephadex G100 - GE HEALTHCARE BIOSCIENCES
(Piscataway, NJ, EUA);

= Segundo anticorpo anti-1gG de coelho preparado em carneiro — IPEN-CNEN/SP
(Séo Paulo, SP, Brasil);

= Soro abumina bovina (BSA), RIA grade (fracdo V) — SIGMA (St. Louis, MO,
EUA);

= Soro de coelho normal - INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);
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= Tween-20 - SIGMA (St. Louis, MO, EUA).

3.1.5 Principais reagentes para biologia molecular

= Agarose— INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

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

= Bactérias termocompetentes One Shot Topl0 - INVITROGEN
(Carlsbad,CA ,EUA);

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

» Enzimasderestricdo — FERMENTAS (Burlington, Ontério, Canadd);

= Enzimadeligacdo Rapid Ligase — Roche (Madison, W1, EUA)

» Enzimadeligacdo T4 DNA ligase— FERMENTAS (Burlington, Ontario,Canadd);

» Enzimafosfatase alcalina (CIAP) — FERMENTAS (Burlington. Ontario, Canada);

» Enzima Taq polymerase Expand Tag High fidelity PCR System — Roche
(Madison, WI, EUA)

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

= Filtros Hybond N — GE HEALTHCARE BIOSCIENCES (Piscataway, NJ, EUA);

» Hiperfilme Kodak — GE HEALTHCARE BIOSCIENCES (Piscataway, NJ,
EUA);

» Marcador de peso molecular 2-log-DNA Ladder — NEW ENGLAND (Ipswich,
MA, EUA);

= Marcador de peso molecular lambda DNA / ECORI + Hindlll — FERMENTAS
(Burlington, Ontério, Canadd);

» Marcador de peso molecular 100 pb GeneRuler™ - FERMENTAS (Burlington,
Ontério, Canadd);

» Sistema para purificacdo de DNA QIAGEN Quiaquick Nucleotide Removal Kit —

QIAGEN (Hilden, Alemanha).

» Sistema para extragdo de DNA mini-prep QIAGEN — QIAGEN (Hilden,
Alemanha).

» Sistema para extragdo de DNA maxi-prep QIAGEN — QIAGEN (Hilden,

Alemanha).
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3.1.6 Vetores utilizados

* pLMGHSN (6620 pb) — plasmideo construido em nosso laboratério (Peroni e
col., 2008), a partir do vetor retroviral pLXSN, no qual foi inserido o cDNA do
hormonio de crescimento de camundongo (MmGH). Este gene foi obtido do
plasmideo pKLMGH, gentilmente cedido pela Dra. Patricia L. Chang da
Universidade Mc Master (Hamilton, Ontario, Canadd).

» pCL-GFP (6084pb)- plasmideo que contém o gene da green fluorescent protein
(GFP), o promotor da -actina de galinha e o enhancer do citomegalovirus, e que
foi fornecido pelo Dr. Anselmo Sigari Moriscot do Instituto de Biociéncias (ICB)
da Universidade de S&o0 Paulo.

= pUC-UBI-hGH (6352 pb) — plasmideo gentilmente fornecido pelo Dr. Thomas
G. Jensen (The Kennedy Institute, Glostrup, Dinamarca). Este plasmideo contém
o promotor da ubiquitina C (posicdo —1464 a —15) e a sequéncia gendmica do
hGH (2152 pb).

= pcDNA3.1 (+) e (-) (5428/5427 pb) — plasmideos comerciais da empresa
INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA), que contém o promotor viral CMV.

= pAP_hGH (3332 pb) — plasmideo que contém a sequéncia complementar (CDNA)
do gene do GH humano (Patente Pl 0406443-7, depositada pelo nosso grupo de
pesquisa), o promotor A P € 0 gene para resisténcia a ampicilina (Soares e col.
2003).

= pCRR 2.1-TOPOR (3900 pb) - vetor de clonagem da INVITROGEN (Carlsbad,

CA, EUA).

» pLVX-IRES-ZsGreenl (8204 pb) — plasmideo gentilmente fornecido pelo Dr.
Alysson R. Muotri (Programa de Céulas-tronco, Universidade da California, San
Diego, CA, EUA). E um vetor lentiviral bicistronico derivado do virus HIV-1, que
permite a expressdo simultanea da proteina de interesse e da proteina reporter
GFP (Green fluorescent protein) derivada do organismo de coral Zoanthus SP. A
expressdo do transcrito bicistrénico é dirigida de forma constitutiva pelo promotor
do citomegalovirus humano (CMV), localizado upstream ao sitio maitiplo de
clonagem. Um sitio interno de entrada do ribossomo (IRES) esta posicionado
entre o sitio mdltiplo de clonagem e o gene que codifica para a proteina reporter

(ZsGreenl), o que facilitaa traducéo desta proteina (Fig. 1).
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pLVX-IRES-Z5Green

8204 bp

Ml

Fig. 1: Mapa do vetor lentiviral bicistronico pLVX-IRES-ZsGreenl, onde se pode
observar o promotor CMV, o IRES, o gene que codifica para a proteina reporter

(ZsGreenl) e o sitio multiplo de clonagem parainsercéo dos genes de interesse.

3.1.7 Linhagens celulares utilizadas

3.1.7.1 Fibroblastos GP+E86 e GP+ENV+AM12

Foram utilizadas as células da linhagem GP+E86, denominadas ecotrdéficas por
sua capacidade de infectar células murinas, e também células da linhagem
GP+ENV+AM12, denominadas anfotroficas, pela capacidade de infectar tanto células
murinas, como também células humanas (Markowitz e col., 1988a; 1988b). Estas
linhagens celulares, derivadas de fibroblastos de camundongo NIH-3T3 co-transfectados
com plasmideos contendo os genes gag, pol e env, foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Bank da Columbia University (NY, EUA).
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3.1.7.2 Fibroblastos NIH-3T3-J2

Estas células sdo fibroblastos de camundongo, que foram utilizadas como
camada de sustentacéo (feeder layer) para os queratinocitos humanos. A linhagem destas
célulasfoi cedidapelo Dr. Carlos Pincelli (Modena, Itaia).

3.1.7.3 Queratindcitos humanos primarios

S80 células presentes na camada epidérmica, que foram obtidas a partir de
fragmentos de pele humana resultante de cirurgia plastica de mama (mamoplastia) ou a
partir de prepucio de neonatos, de acordo com o protocolo descrito por Green e col.
(1979), modificado em nosso laboratério (Rosauro, 2003; Cecchi, 2008).

3.1.7.4 Células HEK 293

S0 células derivadas de rim embrionério humano modificadas com adenovirus,
gue possuem como caracteristicas a facilidade do cultivo por longos periodos, transfeccéo
simples e eficiente com os mais diversos tipos de vetores, bem como a expressado
transgénica de diversas proteinas (Graham e col., 1977, Shaw e col., 2002).

3.1.8 Animais utilizados

A linhagem de camundongos andes imunodeficientes CB17-Ghrhr lit/+ Prkdc
scid/Bm, mais conhecida como lit/scid, e a de C57BL/6J-GHRH (lit/+), designada lit/lit,
estdo sendo mantidas em nosso biotério a partir de casais reprodutores, adquiridos junto
ao The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). A utilizagdo desses camundongos
no presente projeto foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do IPEN em
27 de outubro de 2006 (Parecer — Projeto N° 11/CEPA-IPEN/SP). As colonias derivadas
desses animais s&0 mantidas nas seguintes condi¢des de criacéo:

» Temperaturaambiente: 22 + 2° C;
* |luminagdo artificial com ciclo circadiano de 12 horas de luz / 12 horas de
escuridéo;

» Racdo eaguaad libitum
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Os animais da linhagem lit/scid, por apresentarem uma imunodeficiéncia severa,
sd80 mantidos em microisoladores, dentro de uma &rea de criagdo controlada, e todo
material utilizado para sua manutencdo, bem como aragao e agua servidas, é esterilizado

para garantir a sallde desses animais.
3.1.8.1 Camundongos da linhagem C57BL/6J-GHRHR"'"/+ (lit/lit)

Os animais desta linhagem apresentam uma mutacdo espontanea de origem
recessiva, N0 cromossomo 6, que origina o nanismo (Deited e col., 2002). As
caracteristicas principais das alteracOes fenotipicas podem ser visudizadas a partir da
segunda semana apds 0 nascimento, como a reducdo da massa corpérea e das dimensdes

0sseas.
3.1.8.2 Camundongos da linhagem B6/CB17-Ghrhr"/+ Prkdc™“/BM (lit/scid)

Os camundongos dessa linhagem, além de apresentarem a mutagéo “lit”,
descrita anteriormente, apresentam outra mutagdo autossdmica recessiva originada no

gene Prkdc, situado no cromossomo 16, que Ihes confere umaimunodeficiéncia severa.

3.2 METODOS

3.2.1 Cultura de fibroblastos

Foram utilizados fibroblastos de camundongos da linhagem NIH - 3T3 - J2, que
atuam como uma camada de sustentacdo dos queratinocitos (feeder layer) durante o
cultivo celular, quando submetidos & irradiacdo gama em bomba de cobalto (Co®) auma
dose de 60 Gy, antes de atingirem a confluéncia. Estas células foram mantidas em meio
DMEM, acrescido de 10% de soro de bovino neonato (SBN), penicilina - estreptomicina
(100 Ul/ml - 100 pg/ml) e tamponado a um pH de 7,2 com HEPES (8 mM). A cultura
destas células foi readlizada em estufa a 37° C e 5% de CO,, conforme procedimento
padrdo de nosso laboratdrio (Rosauro, 2003; Cecchi, 2008).
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Para a cultura celular organotipica, foram utilizados fibroblastos humanos,
cultivados da mesma maneira, com excegdo do meio de cultura acrescido de 10% de soro
fetal bovino (SFB).

3.2.2 Cultura de queratindcitos

Os queratindcitos humanos foram obtidos de fragmentos de pele derivados de
prepucio de neonato ou de mamoplastia. A obtencéo destas amostras foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa do IPEN em 26 de junho de 2002, durante a execucio de
outros trabalhos do grupo (Rosauro, 2003; Peroni e col., 2006 e 2008) e os queratindcitos
extraidos encontram-se criopreservados em nosso laboratdrio.

Os queratindcitos humanos foram cultivados no meio apropriado para
crescimento destas células (KGM - Keratinocyte Growth Medium), composto por 70% de
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e 30% de meio Ham F-12. A este
meio foram adicionados soro fetal bovino (SFB) a 10 %, tampao HEPES (8 mM), toxina
colérica (0,1 nM), penicilina-estreptomicina (100 Ul/ml — 100 pg/ml), adenina (1,8x10™
mol/l), triiodotironina (20 pM), transferrina (5 pg/ml), hidrocortisona (0,4 pg/ml),
insulina (5 pg/ml) e fator de crescimento epidermal (EGF) (10 ng/ml), mantidos em
estufaa 37° C e 5% de CO, (Mathor, 1994).

3.2.3 Transducédo dos queratinocitos com o vetor de expressao retroviral pLmGHSN

e selecdo com G418

A transducdo dos queratindcitos foi realizada utilizando-se o vetor pLmGHSN
que contém o gene do mGH, seguindo protocolo estabelecido (Rosauro, 2003), que se
baseia no método contato célula-célula somado a adicéo de polibreno a0 meio. Foram
semeados 3x 10° queratindcitos em uma placa de 10 cm de didmetro, contendo uma
camada de sustencdo, constituida de 3 x 10° células anfotrdficas produtoras de particulas
virais secretoras de mGH e fibroblastos NIH-3T3-J2 irradiados na proporcéo 2:1. Ao
meio de cultura foi adicionada uma solucéo de polibreno numa concentragdo de 8 pg/ ml,
seguido de incubagdo por 16 h. O meio foi, entdo, trocado por meio KGM e apos sete
dias de contato, os queratinécitos foram tripsinizados e semeados novamente sobre uma

nova camada de sustentacdo, constituida somente de fibroblastos NIH-3T3-J2. Quando as



22

células atingiram a semi-confluéncia, o meio foi trocado e coletado apds 24 h para
determinacao dos niveis de expressdo de mGH.

A selecdo foi feita com o0 uso de geneticina (0,6 mg G418/ ml) devido a
existéncia do gene da neomicina fosfotransferase (neo’) no vetor pLmGHSN, que confere

acéulatransduzidaresisténcia a este antibiotico.

3.2.4 Selecao de células-tronco de queratindcitos por rapida aderéncia ao colageno

Os queratinocitos, apos transdugdo com o gene do mGH, foram semeados em
placas de cultura celular previamente recobertas com coldgeno humano tipo IV
(Bickenbach & Chism, 1998; Tibério e col., 2002; Stern & Bickenbach, 2007). As placas
de cultura de 10 cm de didmetro foram recobertas com 0,25 pg colageno/ml, 7 x10°
células foram semeadas nas placas e estas foram incubadas em estufa a 5% de CO, a 37
°C. As células que ndo se aderiram em ~5 e 15 minutos foram removidas e contadas. As
células aderidas foram observadas quanto a formagdo de colbnias, levando-se em
consideragdo que as colOnias maiores, com cerca de 5 mm, sG provavelmente
provenientes de células-tronco (Mathor e col., 1996; Bickenbach & Chism,1998; Kolodka
e col., 1998; Tibério e col., 2002, Oliveirae col., 2010).

3.2.5 Separagao clonal preparativa

Esta separacéo foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Kolodka
e cols. (1998) e Peroni e cols. (2006). Os queratinécitos transduzidos foram semeados a
baixas densidades (~ 500 célulag/placa de cultura de 10 cm de didametro) e os clones
foram isolados com a utilizag@o de cilindros de clonagem. As células derivadas de cada
clone foram inicialmente semeadas em uma placa de 24 pocos (primeira passagem
celular), contendo uma camada de fibroblastos irradiados (feeder layer). Apoés intervalos
de 7-10 dias, atingindo-se a confluéncia, as células de cada clone foram transferidas
sucessivamente para placas de 6 e 10 cm de didmetro, perfazendo um total de 4
passagens. Em cada passagem, o meio de cultura condicionado de cada clone foi coletado
para a determinacdo do nivel de expressdo de mGH por radioimunoensaio e 0s

queratinécitos foram contados para o célculo de produtividade em pug/10° céulas/dia.
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3.2.6 Preparo da cultura celular organotipica

A metodologia de preparo deste tipo de cultura, utilizada por Garlick e cols.
(1994) e Kolodka e cols. (1998), foi posteriormente modificada pelo mesmo grupo de
pesquisa. A principal ateracdo consistiu na introducéo de uma primeira camada acelular
composta basicamente de colédgeno obtido da cauda de rato. Esta primeira camada
acelular foi colocada sobre um inserto de pléstico para diminuir a possibilidade da
segunda camada se destacar e sofrer um encolhimento. A primeira matriz (camada
acelular) é, portanto, composta de meio de cultura DMEM, soro fetal bovino, NaOH 1M
e colageno, cuja mistura foi pipetada sobre o inserto de pléstico de 2,5 cm de didmetro,
previamente colocado num pogo de uma placa de cultura de 6 pogos. Esta mistura foi a
seguir colocada naincubadora de CO, a 37° C para polimerizar durante aproximadamente
30 min. A segunda matriz (camada celular) foi preparada com os mesmos reagentes
adicionando-se 2 x 10 fibroblastos humanos/inserto e a mistura foi pipetada sobre a
primeira camada seguida de polimerizagdo por ~ 1 h nas mesmas condi¢des. Foram
adicionados entdo 2 ml de KGM (meio para crescimento de queratindcitos) sobre as
matrizes e 3 ml na placa de cultura. Seguiu-se umaincubac&o de 7 dias na estufaa 37°C e
5 % CO, com uma troca de meio, antes da adi¢do dos queratindcitos transduzidos ou
controles (7 x 10° células/inserto) sobre as matrizes. Ap6s 4 dias desta adicdo, os
gueratindcitos foram mantidos numa interface ar-liquido com apenas 2 ml de KGM na
placa (debaixo do inserto), com trocas de meio a cada 2-3 dias. As culturas organotipicas

estavam prontas para serem implantadas nos camundongos apos 10-14 dias (Fig. 2).

Fig. 2: Culturas organotipicas preparadas com queratindcitos secretores de mGH.
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3.2.7 Implante de cultura celular organotipica em camundongos lit/scid

Animas com 45-90 dias foram previamente anestesiados com 100 ul de uma
mistura, preparada com 2 ml de cloridrato de cetamina (solugdo injetavel a 10 %) e 0,5
ml de cloridrato de xilazina (solugéo injetavel a2 %) para 2,5 ml de solucéo salina estéril.
A seqguir, o pélo daregido escapular dorsal foi retirado e a pele do animal (um circulo de
aproximadamente 1,2 cm de didmetro) foi retirada para acomodar a cultura organotipica,
gue foi recoberta com um fragmento de gaze parafinada e curativo com band-aid durante
uma ou duas semanas (Cecchi, 2008; Peroni e col., 2008).

Apoés 24 h do implante, foram coletadas amostras de sangue via plexo retro-

orbital para determinacdo dos niveis circulatorios de mGH por RIA.

3.2.8 Preparacao dos plasmideos pUC-UBI-hGH e pCL-GFP

Os plasmideos pUC-UBI-hGH e pCL-GFP foram transformados em bactérias
competentes E. coli DH5a., usando procedimento padréo e a purificacdo dos mesmos foi
realizada utilizando-se o kit de maxi-prep da Qiagen. Antes de cada administracdo nos
animais do vetor pUC-UBI-hGH, foi realizada andlise de restri¢do com as enzimas EcoRl

e BamHI para verificar a presenca do inserto (sequéncia gendmica do hGH de 2152 pb).

3.2.9 Construcdo de vetores contendo o DNA gendmico (gDNA) e o DNA
complementar (cDNA) do hGH

O DNA gendmico (gDNA) e o DNA complementar (cDNA) do hGH foram
clonados nos vetores comerciais da Invitrogen pcDNA 3.1(+) e (-) respectivamente, que
contém o promotor virah CMV (Fig. 3). O gDNA do hGH (2152 pb) foi obtido do
plasmideo pUC-UBI-hGH, utilizando-se as enzimas de restricdo BamHI e EcoRl,
enquanto o hGH cDNA (850 pb) foi obtido do plasmideo pAP hGH, utilizando-se as
enzimas de restricdo EcoRI e BamHI. O processo de transformacéo foi realizado como ja
descrito acima. Nos procedimentos de purificacdo, foi utilizado o kit de mini-prep da
Qiagen nas etapas relativas a construgdo, bem como o kit de purificagdo de DNA em gel
de agarose também da Qiagen. Para os experimentos de injecdo direta de DNA plasmidial

seguida de eletrotransferéncia, os vetores foram purificados utilizando-se o kit de maxi-

prep da Qiagen.
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Os vetores purificados foram digeridos com as mesmas enzimas mencionadas
acima para a andlise da presenca dos fragmentos e a andlise de orientagdo foi redizada
utilizando a seguinte combinagdo de enzimas: BamHI e Bglll para o0 gDNA e EcoRI e
Bglll parao cDNA do hGH. Apés a digestdo, os produtos foram visualizados em gel de
agarose 1% e analisados juntamente com marcadores de peso molecular: Lambda
DNA/EcoRI+HindIll, marker 3 e GeneRuler 100pb DNA Ladder. Foram assim obtidos
os vetores pcDNA 3.1 (+)-hGH-gDNA e pcDNA3.1 (-)-hGH-cDNA.
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Fig. 3: Plasmideo comercia pcDNA3.1 (+/-), que possui 0 promotor derivado do
citomegalovirus (CMV), com os sitios de clonagem utilizados para ainser¢céo do gDNA e
do cDNA do hGH.

3.2.10 Administragao in vivo dos vetores contendo os genes do hGH (naked DNA)

Vetores plasmidiais contendo os promotores da ubiquitinasC e do
citomegalovirus foram utilizados para a transferéncia génica direta in vivo do hGH, com
ou sem 0 emprego datécnica de el etrotransferéncia.

Nos experimentos de el etrotransferéncia utilizou-se um eletroporador construido
“in house”. Para a padronizagcdo da técnica, os seguintes parametros foram utilizados: 8
pulsos de 20 ms e 0,5 s de intervalo, variando-se a voltagem (25, 35, 50 e 75 V). O

plasmideo pCL-GFP, que expressa a proteina reporter GFP, foi utilizado nos ensaios de



26

padronizacdo da eletrotransferéncia, sendo a expressdo analisada em microscopio
confocal.

Diferentes quantidades do plasmideo pUC-UBI-hGH, que possui a sequéncia
gendémicado hGH, foram testadas. 12,5; 25; 50; 75 e 100 ug.

Os experimentos de eletrotransferéncia foram realizados no musculo quadriceps
de camundongos andes (lit/lit) e andes imunodeficientes (lit/scid). Os animais foram
anestesiados com xilazina e quetamina, seguindo-se uma injecéo da enzima hialuronidase
na concentracdo de 20 U/ 50 pl. Apos 30 minutos, diferentes quantidades de plasmideo
foram administradas, num volume de 50 pl, seguindo-se a eletrotransferéncia. Apés
diferentes tempos, o0 sangue foi coletado a partir da cavidade retro-orbital e os niveis de
hGH foram determinados por meio de radioimunoensaio. Solucdo salinafoi administrada

como controle em todos 0s experimentos.

3.2.11 Bioensaio

Camundongos lit/scid (n=16 animais/grupo) e lit/lit (n=14 animais/grupo) foram
submetidos a injecdo de DNA plasmidial e eletroporacdo, como descrito acima. Um
grupo recebeu uma dose Unica de 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH e o outro, solugéo
sdlina

O peso dos animais foi determinado diariamente durante todo o experimento e
foi utilizado para o calculo da variagdo do peso (Bellini & Bartolini, 1993; Bellini e cal.,
1998 e 2003; Peroni e col., 2008). Niveis circulatérios de hGH foram também
determinados apos diferentes tempos da el etrotransferéncia. No final do experimento, os
muscul os quadriceps injetados e el etroporados (direitos), bem como os muscul os intactos
(esquerdos) foram retirados dos animais que receberam DNA ou salina e pesados. A
significancia entre o grupo tratado com DNA e controle (salind) foi determinada pelo
teste t de Student.

3.2.12 Radioimunoensaios (RI1A) para quantificacdo de mGH ou de hGH

Os niveis de expressdo in vitro ou circulatérios de mGH ou de hGH foram
determinados mediante utilizacdo de radioimunoensaios especificos para estes
horménios, padronizados em nosso laboratorio (Bellini e col., 2003; Peroni e col., 2008).

Os reagentes utilizados sdo provenientes do NHPP e 0s ensaios apresentam sensibilidades



27

de 0,25 ng mGH/ml e de 0,1 ng hGH/ml. Como controle de qualidade, nos ensaios
relativos a0 mGH foram utilizados soros com concentragdo média deste hormonio
conhecida, obtidos de camundongos lit/lit (1,3 + 0,7 ng mGH/ml; n= 8) e de
camundongos normais da linhagem C57BI6 (6,5+ 1,8 ng mGH/mI; n=8). No caso do
hGH, foram utilizadas preparagdes comerciais de controle de qualidade (Lyphochek |
Immunoassay Plus Control da Biorad-Invitrogen) com diferentes concentragoes deste

hormonio.

3.2.13 Construcao de vetores lentivirais

Esta parte do trabalho foi readlizada em colaboragdo com o renomado Dr.
Alysson Renato Muotri, professor da University of California San Diego (UCSD),
durante um estagio de fevereiro a junho/2010 (bolsa de doutorado FAPESP 2006/58510-
0).

As sequéncias complementares (cDNA) do hGH e do mGH foram diretamente
clonadas no vetor lentiviral bicistronico pLV X-IRES-ZsGreenl, derivado do HIV-1 e que
possui a proteina repérter ZsGreenl derivada do Zoanthus sp (Fig. 1). Estas sequéncias
foram liberadas dos vetores pcDNA 3.1(-)-hGH-cDNA e LmGHSN respectivamente,
utilizando-se as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI, sendo que o cDNA do hGH
resultou em um fragmento de 800 pb e 0 do mGH resultou em um fragmento de 890 pb.
Estes fragmentos foram clonados nos mesmos sitios ECoORI e BamHI do vetor lentiviral,
utilizando-se o protocolo da Rapid Ligase da Roche. Posteriormente, os produtos das
reacOes de ligagdo foram transformados em bactérias termocompetentes E. coli One Shot
Top10, usando procedimento padréo e a purificagdo dos mesmos foi realizada utilizando-
Se 0s sistemas comerciais de mini-prep, primeiramente para identificar os clones corretos.
Para checar a orientagéo foi utilizada a enzima Bglll. Foi também realizada a purificacéo
dos clones corretos por sistemas comerciais de maxi-prep para utilizacdo dos vetores nos
ensaios de transfeccdo das células HEK-293.

Para a clonagem da sequéncia gendmica do hGH no vetor lentiviral descrito
acima, foi realizada uma reacéo de PCR para subclonagem no vetor Topo (Fig. 4). Esta
subclonagem foi necesséria para inverter a orientagdo do nosso inserto, uma vez que este
estava clonado no vetor pCDNA 3.1 (+)-hGH-gDNA entre os sitios BamHI e EcoRI e
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para a clonagem no vetor lentiviral escolhido era necessario estar na orientacdo EcoRlI e
BamHI. O par de primers utilizados foi:

Forward: 5'- CAAGGCCCAACTCCCCGAACC- 3

Reverse: 5- AACTTGCCCCTTGCTCCATACCAC- 3

Foi utilizada a enzima polimerase Expand Taq High fidelity PCR System da

Roche para amplificar o produto do PCR e 0 seguinte protocolo de amplificacéo:

-94°C—-2min

-94°C-15seg

- 60°C — 30 seg 20 ciclos
-72°C-45seg
-72°C—-7min

-10°C -

Findado o PCR, aamostrafoi aplicada em um gel de agarose 1% para verificar a
especificidade do PCR e se o tamanho do inserto (JQDNA do hGH) estava correto (1978
pb). O inserto foi clonado no vetor Topo seguindo protocol o padréo.

Os vetores purificados foram digeridos com as mesmas enzimas mencionadas
acima para a andlise da presenca dos fragmentos e a andlise de orientagdo foi redizada
utilizando-se novamente a enzima Bgll1.O gDNA hGH foi sequenciado e os primers
utilizados foram:

Forward: 5 -CCAACAGGGAGGAAACACAACAG-3
Reverse: 5 -TGGATGAGCAGCAGGGAGATG-3

Apobs 0 sequenciamento, o vetor Topo que continha o inserto na orientacdo certa
e sem mutacéo foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI para liberar o
gDNA do hGH, quefoi entdo clonado no vetor lentiviral pLVX-IRES-ZsGreenl.
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lacZo ATG X
M13 Reverse Primer | Hind Il K.Dlﬂl Salcl BamH| S,?el

CAG GARL ACA GCT ATG RCF ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA

GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAR TGC GG

BsfX| EcoR | Ec?F!I
lrr
GTA ACG GCOC GCC AGT GTG CTG GAR TTC GCC CTT e gan: GGC GAR TTC TGO
CAT TGC CGGE CGE TCA CAC GAC CTT ARG CGGE G“R.FCRF |=tTTC CCG CTT ARG ACG
Ec{lﬂ\f Bsi:)(l M:I:-[I Xflml Nsill >|(bal Apl.:rl
AGR TAT CCAR TCAR CAC TGEE CGE CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGAR GGEE CCC AAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GOC GGEC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTR AG
T7 Promatar M13 Forward (-20) Primar
AGT GAG TCG TAT TA[C AART TCA |[CTG GCC GTC GTT TTA CRA COGT CGT GAC TGG GAA AARC
\ TCR CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CG G GCP CTT TTG /

Fig. 4 : Mapado vetor de clonagem Topo com os sitios de clonagem.

3.2.14 Transfecgdo de células HEK-293 para producéo de virus

Células HEK-293 (céulas derivadas de rim embrionario humano) foram
descongeladas, plaqueadas e cultivadas em meio DMEM, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), até atingirem aproximadamente 80% de confluéncia. Apos
atingirem a confluéncia (1x10’ céulas/ placa de 10 cm de didmetro), as céulas foram
cultivadas em meio DMEM com 5% de SFB, quando foi redlizada a transfeccéo
(experimento realizado em triplicata), seguindo o protocolo descrito por Tiscornia e cols.
(2006). Os seguintes plasmideos também foram utilizados na transfeccéo:

e pMDL: codifica os genes GAG-POL da proteina precursora que € processada como
integrase, transcriptase reversa e proteinas estruturais,
e pREV: codifica uma proteina que interage com o elemento RRE do vetor que aumenta

a eficiéncia de transporte do transcrito;
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e pVSVG: codifica o envelope viral que possui a propriedade de conferir ao virus a
habilidade de transduzir uma enorme variedade de células, incluindo céulas primarias,

células-tronco e embriondrias.

Para cada placa de 10 cm de didmetro foram utilizados:

pLV X-lres-DsGreenl-hGH ou mGH 12,2 ug (12,2 ul)
pMDL 8,1 ug (8,1 pul)
pREV 3,1ug (3,1
pVvSVG 4,1 ug (4,1 )

Ao volume final de 27,5 pl dos vetores, foram adicionados 500 pl de meio
DMEM sem soro e 110 pl de PEI (polyethylenimine) (1pg/ul), que possui a funcdo de
gudar no transporte de DNA (Durocher e col.,, 2007). As amostras foram
homogeneizadas e, apés 5 minutos, foram distribuidas nas placas de células HEK-293.
Apbs 5 horas, 0 meio foi trocado por meio DMEM com 5% de SFB.

Dois dias depois, foi verificada a producdo de GFP (proteina reporter), por meio
de observagcdo direta, utilizando microscopio confocal. O sobrenadante (10 ml) foi
recolhido, centrifugado por 2 horas a 4 °C e a 19 000 rpm. Cada amostra (contendo o
virus) foi ressuspendida em 50 ul de meilo DMEM High Glucose sem soro e armazenada
a-80°C.

A determinacdo do titulo viral foi também realizada com as células HEK-293.
Estas foram cultivadas em placas de 6 pocos até atingirem 50% de confluéncia. Entéo 5
pl de cada amostra viral foi acrescidaa 45 pl de meio DMEM sem soro. Realizou-se uma
diluicdo seriada utilizando-se do mesmo fator de diluicdo (1:10), sendo que cada amostra
referente as diferentes diluicBes (5 no total) foram semeadas sobre cada pogo, num
volume de 25 pl. No sexto poco ndo foi adicionado virus, sendo que este foi 0 Nosso
controle negativo da transducdo. A cada 20 min dentro do intervalo de 1 hora, as células
foram gentilmente agitadas com o objetivo de distribuir bem o virus por toda a superficie
de cada poco. Completada 1 hora, em cada pogo foram adicionados 3 ml de meio DMEM
5% SFB. Como estes virus sdo capazes de expressar de forma simultanea a nossa proteina
de interesse (MGH ou hGH) juntamente com a proteina reporter GFP, dois dias depois, 0
titulo viral foi determinado por meio de observacdo direta utilizando-se microscopio

confocal. Foram escolhidas as diluicdes que possuiam um nuimero razoavel de células
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verdes, que fosse possivel contar (aproximadamente 40 células). Dez campos para cada
diluicdo escolhida foram contados, e o vaor utilizado para fazer o calculo foi a média
destes. O céculo do titulo vird em unidades formadoras de colénia (UFC/ml) foi
efetuado utilizando-se a seguinte formula:

Titulo viral (UFC/ml) = n° de células GFP positivas x area do pogo

adreado campo x fator de diluicéo x diluicao/ml
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4 RESULTADOS

4.1 Enriguecimento da populacdo de queratindcitos em células-tronco mediante

separacdao clonal preparativa e aderéncia rapida ao colageno

A cultura de queratindcitos transduzidos com o gene do mGH apresentou
inicialmente dificuldades técnicas na sua manutenc&o in vitro. Apds a 4% ou 5% passagem
celular, os mesmos se diferenciavam impossibilitando a continuidade da subcultura. Apos
algumas tentativas sem sucesso de manter estas células em cultivo parareaizar a andise
clonal e o ensaio da aderéncia ao colégeno 1V, a adicdo de adenina (1,8 x 10 mol/l), de
transferrina (5 pg/ml) e de triiodotironina (20 pM), bem como o aumento da concentracéo
do soro fetal bovino de 4 para 10 % , possibilitou que os mesmos fossem cultivados até a
18° passagem. A cada passagem foi realizada a coleta do meio de cultura para dosagem
do nivel de expressdo do horménio pelas células, cujo nimero foi também determinado
para o calculo da produtividade especifica de mGH. Esta subcultura foi realizada com os
queratinécitos submetidos ou ndo ao tratamento de adeséo ao colageno e os niveis de

expressao de mGH séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Niveis de expressdo de mGH por queratinécitos transduzidos e submetidos a

adesdo rapida ao colageno, durante sucessivas passagens celulares em placas de 10 cm de

didmetro.

Passagem Queratindcitos ndo Queratindcitos + adesdo | Queratindcitos + adesdo
celular tratados ao colageno por 5min | ao colageno por 15 min.

(ug MGH/10° cél /dia) | (ug mGH/10° cél./dia) | (ug mGH/10° cél./dia)

P4 19 24 3,7

P5 3,3 2,2 24

P6 2,8 3,0 n.d.

P7 2,5 4,7 n.d.

P8 2,1 3,8 n.d.

P9 n.d 2,6 n.d.

P10 4.8 34 n.d.

P11 5,0 2,8 n.d.

P12 2,4 n.d.

n.d.= ndo determinado; células ndo tratadas na 122 passagem entraram em senescéncia.

Em termos de aumento da producdo de mGH, ndo foi obtida uma diferenca

significativa entre as células tratadas com o colageno e as ndo tratadas. As tratadas por 5

minutos apresentaram uma produtividade média de 3,1+ 0,8 ng mGH/10° cdl ./dia,

enquanto que as ndo tratadas de 3,2 + 1,2 ug mGH/10° cél./dia. Quanto & viabilidade

celular, foi verificado que as células tratadas puderam ser cultivadas por um ndmero

maior de passagens do que as ndo tratadas. As células ndo tratadas entraram em

senescéncia na 122 passagem, enquanto as células tratadas por 5 minutos com colageno

chegaram pelo menos até a 182 passagem. As células tratadas por 15 minutos s6 foram

cultivadas e dosada a producdo de mGH até a 52 passagem , uma vez que apresentaram

comportamento semelhante ao das tratadas por 5 minutos.
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Os queratindcitos transduzidos oriundos do enriquecimento com colageno, bem
como o0s sem enriquecer, foram utilizados num experimento de selecdo clonal com fins
preparativos, ou sgja, com a finalidade de utilizar clones de queratindcitos transduzidos
mai s possivelmente derivados de células-tronco para o preparo de culturas organotipicas.
Foram isolados 6 clones de queratinécitos transduzidos submetidos a adesdo ao colégeno
e 6 clones que néo foram tratados. As células derivadas de cada clone foram expandidas
durante 4 passagens sucessivas e submetidas a contagem em cada passagem, enquanto 0s
meios condicionados de 24 h foram coletados e o contedo de mGH determinado por
RIA (Fig. 5). Os resultados indicam que aguns clones oriundos das células
provavelmente enriquecidas em células-tronco pela adesdo ao colageno apresentaram
maiores niveis de expressdo de mGH in vitro. Estas células deverdo ser submetidas a uma
caracterizacdo por marcadores especificos de células-tronco e poderdo ser usadas no
preparo de culturas organotipicas, com o0 intuito de aumentar principamente a

durabilidade da expressédo de mGH in vivo.
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Fig. 5: Niveis de mGH determinados por radioimunoensaio no meio de cultura de células
isoladas dos clones de uma populacéo de queratindcitos transduzidos (A) e de clones
transduzidos submetidos a adesdo rapida ao colageno (B). As células foram semeadas em
placas de 24 pocgos (passagem 1), foram transferidas para placas de 6 cm de diametro
(passagem 2) e para placas de 10 cm de didmetro nas duas Ultimas passagens (passagens
3 e 4). As placas foram previamente preparadas com uma camada de fibroblastos
irradiados (feeder layer).
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4.2 Nivel de expressdo de mGH in vivo ap6s implante de culturas organotipicas

derivadas de queratindcitos enriquecidos

Para realizarmos este estudo, o0s queratinocitos foram cultivados num modelo de
cultura celular organotipica e os epitélios formados foram implantados em camundongos
lit/scid. As culturas organctipicas derivadas dos queratinécitos transduzidos e
enriquecidos pelo método de aderéncia ao colageno apresentaram um valor médio de
secrecéo de mGH, apods 1 hora do implante, de 14,0 £ 6,8 ng/ml (n=3); enquanto os ndo
enriquecidos apresentaram um valor médio de 13,0 + 2,0 ng/ml (n=3). Ndo houve,
portanto, uma diferenca significativa de expressdo in vivo entre as duas populacbes
analisadas.

Serd realizado um ensaio para verificamos se as culturas organotipicas
derivadas de queratindcitos enriquecidos pelo ensaio da aderéncia secretam mGH por um
periodo mais prolongado, uma vez que in vitro observamos que as culturas enriquecidas
tiveram um aumento em sua viabilidade e talvez esse fato reflita na durabilidade de

secrecao in vivo.

4.3 Injecao direta de DNA plasmidial associada a eletrotransferéncia in vivo

Inicialmente, o plasmideo pUC-UBI-hGH foi injetado na pele de camundongos
lit/scid, administrando-se 50 pg viaintradérmica, sendo realizada a coleta do sangue para
dosagem do hGH na circulac8o ap6s 1 e 3 dias. No entanto, ndo foi observada uma
diferenca significativa na expressdo da proteina no grupo dos animais que receberam o
plasmideo, apresentando niveis similares aos dos animais que receberam a solucéo salina
(Fig. 6).

A partir destes resultados, foi decidido usar a técnica da eletrotransferéncia para
tentar aumentar a eficiénciadainjecdo diretade DNA plasmidia (naked DNA).
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Fig. 6: Nivels de hGH na circulacdo, determinados por RIA, em soros coletados de
camundongos lit/scid (n=3 animais/condic¢do) , apos 1 e 3 dias da administragcdo de 50 pg
do plasmideo pUC-UBI-hGH, viaintradérmica.

A primeira parte do trabalho de eletrotransferéncia foi desenvolvida em parceria
com o Dr. Anselmo Sigari Moriscot do Laboratério de Plasticidade Muscular (Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo). Por isso, foi realizada a padronizagéo
da técnica utilizando-se o0 tecido muscular, uma vez que este grupo possuia mais
experiéncia com este tecido e que trabalhos da literatura o citavam como um avo de
sucesso para este tipo de abordagem. Como ja citado, o tecido muscular possui uma boa
acessibilidade e capacidade de expressar produtos génicos na circulagdo (Fattori e col.,
2002). Posteriormente, a nossa meta é também redlizar a padronizagdo desta técnica na
pele para que possamos comparar com 0 modelo de terapia génica ex Vvivo
(queratinocitos), utilizado em nosso laboratorio.

O plasmideo pCL-GFP, que possui 0 gene repérter da proteina GFP, foi usado
para verificar a viabilidade do emprego da técnica da € etrotransferéncia muscular e as
condicdes apropriadas para 0 desenvolvimento da mesma em nosso laboratorio. Foram
utilizados os seguintes parametros em camundongos lit/lit: 8 pulsos de 20 ms e 0,5 s de
intervalo, onde somente a voltagem foi variada: 25, 35, 50 e 75 V. Como esta
representado na Fig. 7, o melhor resultado foi obtido com a voltagem de 50 V, onde se
pode verificar também que as fibras musculares ndo apresentaram lesdo, pois seus

contornos estao nitidos.
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3BV 50V

Fig.7: Expressdo de GFP ap0s injegdo de 50 pg do plasmideo pCL-GFP, seguida de
eletrotransferéncia, utilizando os seguintes parémetros: 8 pulsos de 20 ms com intervalo
de 0,5 s e diferentes voltagens. Os cortes derivados do musculo quadriceps de

camundongos lit/lit foram analisados em microscopio confocal.

Padronizada a condicéo de 8 pulsos de 20 ms e 0,5 s de intervalo e 50 V,
diferentes quantidades do plasmideo pUC-UBI-hGH foram testadas: 12,5; 25; 50; 75 e
100 pg. O maior nivel de expressdo de horménio na circulacdo em lit/lit foi obtido
guando 50 pg de DNA foram administrados seguidos de el etroporacdo e andlise apos o 3°
dia (Fig. 8). No experimento da Fig. 9 foi testada também a injecdo de 50 pug com
exposicao do musculo quadriceps, ja que esta técnica, apesar de ser mais trabalhosa e
demorada, propicia o contato direto do eletrodo com o tecido muscular. Esta exposicéo
acarretou num aumento de cerca de 2 vezes do nivel circulante de hGH, que foi de 1,7
para 4,0 ng/ml e de aproximadamente 6 vezes em relacdo ao controle. Nos experimentos

seguintes foi sempre utilizada esta exposi¢éo do muasculo.
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Fig. 8: Niveis de hGH no soro de camundongos lit/lit (n=3 animais/condi¢éo), apds 3
dias da administracdo i.m. de diferentes quantidades do plasmideo pUC-UBI-hGH,
seguida de eletrotransferéncia, utilizando os seguintes parametros: 8 pulsos de 20 ms com
intervalo de 0,5 s e voltagem de 50 V. S/E é a condi¢do onde 50 pg do plasmideo foram
administrados juntamente com a enzima hial uronidase sem el etroporagéo.
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Fig. 9: Niveis de hGH no soro de camundongos lit/lit (n=3 animais/condi¢éo), apds 3
dias da administracéo i.m. de 50 ug do plasmideo pUC-UBI-hGH, sem e com exposi¢ao
(50 pg + exp) do musculo quadriceps, seguida de detrotransferéncia, utilizando os
seguintes parametros. 8 pulsos de 20 ms com intervalo de 0,5 se voltagem de 50 V.
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Foi realizado mais um experimento com diferentes quantidades de plasmideo e
exposi¢cdo do musculo (Fig. 10), que permitiu a definicdo de uma curva dose-resposta no
intervalo de 0 a50 pg de DNA, em que Y heH circulante =0,036X pna injetadot1,11; 1 = 0,806 P
<0,01 (n=11).

£ 2.04

salina 125 25 50 75 100
pUC-UBI-hGH (ng)
Fig. 10: Niveis de hGH no soro de camundongos lit/lit (n=3 animais/condic¢éo), apds 3
dias da injecdo de diferentes quantidades do plasmideo pUC-UBI-hGH, seguida de
eletrotransferéncia, utilizando os seguintes parametros. 8 pulsos de 20 ms com intervalo

de 0,5 sevoltagemde50 V.

Foi assim padronizada ainjecéo de 50 ug do vetor pUC-UBI-hGH, visto ser uma
quantidade Util do ponto de vista econdmico e de nivel de hGH na circulagdo obtido. A
seguir, foi realizado um ensaio para verificarmos a durabilidade da expresséo do hGH in
Vvivo, onde amostras de soro foram coletadas até 0 12° dia dainjecdo do plasmideo. Nivels
circulatérios de 2 a 3 ng de hGH/ml foram mantidos por pelo menos este periodo em

camundongos andes imunocompetentes (Fig. 11).
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Fig. 11: Niveis de hGH ap6s administracéo de 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH,
seguida de eletrotransferéncia, utilizando 8 pulsos de 50V e 20 ms com 0,5 s de intervalo,

em camundongos andes (n=3 animais/tempo).

4.4 Bioensaio para determinar a atividade do GH proveniente da estratégia de naked
DNA associada a eletrotransferéncia

Uma vez que foram encontrados niveis circulatérios de hGH por pelo menos 12
dias, ap0s a administracdo de 50 pg do plasmideo PUC-UBI-hGH, foi readizado um
ensaio bioldgico de longa duracéo para avaiar a agdo do hGH em camundongos lit/scid.
O peso destes animais foi mensurado diariamente por 60 dias, sendo realizada também a
coleta de sangue para dosagem do hGH na circulacéo nos dias 14, 21, 28 e 60 (Fig. 12).
Verificou-se um ganho de peso durante os 60 dias com presenca continua de hGH no soro
com niveis da ordem de 1,5-3,0 ng/ml, no grupo que recebeu o DNA plasmidial, sendo
que no grupo controle houve uma perda de peso ndo significativa. A curva de
crescimento dos animais tratados apresentou uma inclinagdo de 0,042 = 0,018
g/camundongo/dia, que foi significativamente diferente (P<0,001) da inclinagdo da curva
do grupo controle (-0,017 + 0,018 g/camundongo/dia). Ap6s 60 dias, 0 grupo tratado com
DNA apresentou um ganho de peso médio de 892 + 1,29 para 11,87 = 0,53

g/camundongo, correspondendo a um percentual de 33,1% (P<0,001), enquanto no grupo
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controle houve uma diminuicéo de 9,08 + 0,95 para 8,70 + 0,88 g/camundongo, com um
percentual de perdade 4,2% , que ndo foi estatisticamente significativo.

Considerando os 10 primeiros dias do experimento, a inclinagdo da curva de
crescimento foi de 0,174 = 0,021 g/camundongo/dia, que foi significativamente diferente
(P<0,001) da inclinagdo da curva do grupo controle (0,051 + 0,022 g/camundongo/dia).
Esta inclinagdo do grupo tratado com DNA plasmidia € similar a inclinagdo média
(0,195 = 0,010 g/camundongo/dia) da curva de crescimento obtida durante a
administracéo regular de 10 pg de hGH recombinante dia por 10 dias em camundongos
lit/lit (Bellini & Bartolini, 1993, Oliveira e col., 2009, 2010). Vae ressaltar que num
experimento similar com este tratamento cléassico, os niveis médios de hGH na circulagéo
foram de 1,9 ng/ml (Bellini e col., 2003), ou sga, comparaveis aos obtidos com a
estratégia de terapia génica in vivo. Os animais que tiveram DNA injetado no musculo
quadriceps apresentaram um aumento de peso deste musculo de 48,1%, quando
comparado ao grupo controle (P<0,001), enquanto o aumento de peso dos quadriceps néo
injetados (esquerdos) dos animais que foram tratados com DNA tiveram um aumento de
31,0% (P<0,005), em relacdo aos mesmos muscul os dos camundongos do grupo controle,
conforme apresentado na Tabela 3. Os quadriceps que foram injetados com DNA
apresentaram um aumento de 45,5%, quando comparados aos quadriceps ndo injetados
do mesmo grupo de camundongos tratados (P<0,001).
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Fig. 12: Variagcdo de peso de camundongos lit/scid (n=16 animais/ grupo) tratados
somente uma vez com 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH (—a—) ou sdina (—e—),
seguido de eletrotransferéncia. Os niveis de hGH no soro também sdo mostrados para os

tratamentos com DNA (—V—) ou sdlina(—e—).

Tabela 3: Peso dos musculos quadriceps dissecados obtidos de camundongos lit/scid,

submetidos ainjecéo intramuscular de DNA seguida de el etroporacao, apés 60 dias.

Grupo de | Quadriceps Peso apds Aumento de p*
animal cirurgia peso DNA x
(mg) salina (%0)
Salina (n=13) direito 50,05 + 9,57 — —
esguerdo 38,92+ 6,11 — —
DNA (n=13) direito 74,14 + 13,06 48,1 P<0,001
esquerdo 50,97 + 12,29 31,0 P<0,005

* entre DNA x salina
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Um experimento andlogo foi readlizado utilizando-se camundongos
imunocompetentes (lit/lit), com 14 animais por grupo. Estes apresentaram aumento de
peso menor (21%) que cessou aproximadamente em um més. A inclinagdo da curva de
crescimento, apés 32 dias, foi de 0,048 * 0,038 g/camundongo/dia, sendo
estatisticamente diferente (P<0,01) da inclinagdo da curva do grupo controle. Os nivels
circulantes de hGH foram mais elevados, quando comparados com os niveis obtidos nos
camundongos lit/scid, sendo de 2,0; 4,5 e 6,3 ng/ml nos dias 14, 21 e 32, respectivamente
(P<0,01).

4.5 Construcdo de vetores contendo o DNA genémico (gDNA) e complementar
(cDNA) do hGH

Dentre os componentes do vetor que podem ser manipulados para aumentar a
eficiéncia estdo o promotor (tecido especifico ou constitutivo, promotor néo vira) e
sequéncias enhancers. E preciso também evitar o uso de sequéncias que funcionem como
silencers, bem como escolher a melhor sequéncia do gene que vai ser utilizada
(gendmica, complementar, otimizada).

Foi realizada a construcdo de dois vetores, um contendo o gDNA e outro o
cDNA do hGH. A construgdo gque contém o hGH gDNA foi denominada de pCDNA 3.1
(+)-hGH-gDNA e a que contém o hGH cDNA foi denominada de pCDNA 3.1(-)-hGH-
cDNA. O objetivo destas construcdes foi avaliar se a sequéncia completa do gene seria
importante para a expressao da proteina ou se uma sequéncia menor seria mais vantg 0sa,
pelo fato de requerer um menor nimero de etapas para 0 seu processamento na célula
alvo.

Os produtos das reacdes de ligagdo entre os fragmentos do gDNA e do cDNA do
hGH e seus respectivos vetores foram transformados em bactérias el etrocompetentes E.
coli DH5a. Alguns clones foram amplificados e triados para identificar os que continham
o plasmideo com o respectivo gene de interesse.

Foram analisados 2 clones da construcéo pCDNA3.1(+)-hGH-gDNA, nos quais
2 continham o fragmento de 2152 pb correspondente ao gene do hGH gDNA (clones 2 e
4); e de um total de 12 clones triados para a constru¢cdo pCDNA 3.1(-)-hGH-cDNA, dois
possuiam o fragmento de 850 pb correspondente ao gene do hGH cDNA (clones 10 e 11)
(Fig. 13). A andlise de restricdo para verificar a orientacdo do gDNA do hGH foi

realizada utilizando-se as enzimas BamH | e Bgl 1l, e para verificar a orientacdo do



cDNA do hGH utilizaram-se as enzimas EcoR | e Bgl Il. O clone 2 para 0 gDNA,
apresentando uma banda de 1584 pb, e o clone 10 para o cDNA, apresentando bandas de
1375 e de 500 pb, foram considerados corretos para a orientagao dos respectivos genes de

interesse.

21226 pb

5148 pb
4268 pb
3530 pb
2027 pb

1375 pb
500 pb

Fig. 13: Andlise de restricdo do DNA plasmidia derivado de diferentes clones contendo o
pCDNA 3.1(+)-hGH-gDNA e o pCDNA3.1(-)-hGH-cDNA1). 1) Marcador de peso
molecular Lambda DNA/EcoR I+Hind I, marker 3; 2) Clone 10 do pCDNA 3.1 (-)-hGH-
cDNA (EcoR I/ BamH 1); 3) Clone 2 do pCDNA 3.1 (+)-hGH-gDNA (BamH 1/ EcoR 1);4)
Clone 11 do pCDNA 3.1 (-)-hGH-cDNA (BamH I/ EcoR 1); 5) Clone 4 do pCDNA 3.1 (-)-
hGH-gDNA (BamH I/ EcoR 1); 6) Clone 10 do pCDNA 3.1 (-)-hGH-cDNA (EcoR 1/ Bgl I1);
7) Clone 2 do pCDNA 3.1 (+)-hGH-gDNA (BamH I/ Bgl 11); 8) Marcador de peso molecular
DNA Ladder 100pb.
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4.6 Comparacéao da eficiéncia da eletrotransferéncia entre os plasmideos contendo o

gDNA ou o0 cDNA do gene do hGH em camundongos lit/scid

Os plasmideos pcDNA 3.1 (-)-hGH-cDNA e pcDNA 3.1 (+)-hGH-gDNA, que
possuem o promotor do CMV e cuja construcéo foi relatada no item anterior, foram
administrados em camundongos lit/scid com a finalidade de comparar a eficiéncia da
expressdo do gDNA ou do cDNA do hGH por um periodo mais prolongado. Os
plasmideos foram administrados no muasculo quadriceps de camundongos lit/scid, na
concentracdo de 50 pg/50 ul, seguindo-se a eletrotransferéncia, de acordo com o
protocolo padronizado para o plasmideo pUC-UBI-hGH. Amostras de soro foram
coletadas apds 1, 3, 6, 12 e 21 dias, verificando-se um aumento dos niveis de hGH na
circulacdo com ambos vetores até o 6° dia, sendo que apos este periodo somente o vetor

contendo o cDNA do gene do hGH manteve a expresséo (Fig. 14).
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Fig. 14: Niveis circulatérios de hGH ap6s administragdo de 50 pg dos plasmideos pPCDNA
3.1(-)-hGH-cDNA ou pCDNA 3.1(+)-hGH-gDNA, seguida de eletrotransferéncia, utilizando-
se 8 pulsos de 50 V e de 20 ms com 0,5 s de intervalo, em camundongos lit/scid (n=3

animai s/tempo).

Este resultado indica que o hGH derivado do cDNA é expresso de maneiramais

eficiente em células musculares de camundongos do que o gDNA.
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4.7 Construcao de vetores lentivirais

Apobs a obtencdo dos fragmentos correspondentes aos cDNAs do mGH e do
hGH a partir de seus vetores de origem, estes fragmentos foram clonados no vetor
lentiviral  bicistronico pLVX-IRES-ZsGreenl, para a construcdo dos vetores
representados na Fig. 15. Nove clones para os cDNA do hGH e do mGH foram triados
(utilizando-se as enzimas EcoR | e BamH 1), para verificar se estes possuiam o inserto do
tamanho certo. ApoOs esta andlise, um clone de cada construcdo que foi considerado
correto, foi digerido utilizando-se a enzima Bgl |1, para verificar a orientagdo correta dos
insertos. Foi realizada a purificagdo dos dois vetores obtidos com sistema de maxi-prep

para posterior transfeccdo das células HEK-293.
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g

b) pLVX-IRES-Zs-Greenl-cDNA-hGH

Fig. 15: Representacdo dos vetores lentivirais pLV X-IRES-ZsGreenl-cDNA-mGH (@) e
pLV X-IRES-ZsGreen1-cDNA-hGH (b).
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Para a construcdo do vetor pLVX-IRES-ZsGreenl-gDNA-hGH foi necessario
realizar um PCR para poder inverter a orientagdo do inserto, uma vez que este estava
clonado na orientacdo 5 BamHI-EcoRl 3 e o sitio para clonar no pLVX-IRES-
ZsGreenl era5’ EcoRI-BamHI 3'. A temperatura de hibridizac&o escolhidafoi de 60 °C.

Redlizado o PCR (Fig. 16), o produto foi clonado no vetor Topo da Invitrogen
para que o inserto fosse invertido. Para verificar se 0 inserto estava invertido, utilizamos a
enzima Bgl I, sendo que a presenca das bandas de 2,3 kb e de 3,2 kb indicam que o
inserto foi invertido; ao passo que a presenca das bandas de 4,2 kb e de 1,3 kb indicam
que o mesmo foi clonado sem ser invertido. A andlise de restricdo de 9 clones
demonstrou que 3 estavam na orientagdo correta, 3 na orientagcéo errada e os outros 3

eram possivel mente fal so-positivos (Fig. 17).

1700 pb

1000 pb
500 pb

Fig. 16: Produto do PCR correspondente a sequéncia gendmica do hGH. (1) marcador de
peso molecular 2-log-DNA Ladder; produtos amplificados em diferentes temperaturas de
hibridizagéo (2) 56 °C, (3) 58 °C, (4) 60 °C, (5) 62 °C.
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Fig. 17: Andlise de restricdo de DNA plasmidial de clones derivados do vetor Topo
contendo a sequéncia gendmica do hGH com aenzima Bglll, para verificar quais insertos
foram invertidos durante o procedimento de clonagem nesse vetor. (1) marcador de peso
molecular2-log-DNA Ladder; (2) clone 1; (3) clone 2; (4) clone 3; (5) clone 4; (6) clone
5; (7) clone 6; (8) clone 7; (9) clone 8; (10) clone 9.

Selecionados os clones considerados corretos (2, 4 e 9), foi redizado o
sequenciamento de dois deles (2 e 4) para verificar se ocorreu alguma mutagéo pontual
em decorréncia do PCR. O resultado do sequenciamento demonstrou gque o clone 2 estava
correto. Foi entdo dado prosseguimento a inser¢éo da sequéncia genémica do hGH no
vetor pLV X-IRES-ZsGreenl, utilizando o procedimento mencionado acima. Sete clones
para 0 gDNA do hGH foram selecionados (utilizando-se as enzimas EcoR | e BamH 1)
para verificar se estes possuiam o inserto do tamanho certo. Somente o clone 1 foi

considerado incorreto, pois néo possuia o fragmento de 1800 pb (Fig. 18).



50

1000 pb——
8000pb —

6000pb
3000pb —
1800 pp————

1500 pb ——

1000 pb /

500 pbp ———

Fig.18: Andlise de restri¢do derivada de diferentes clones da construgdo do pLV X-IRES-
Zs-Greenl-gDNA-hGH, utilizando-se as enzimas BamH I/EcoR 1. 1) marcador de peso
molecular molecular 2-log-DNA Ladder; 2) clone 1; 3) clone 2; 4) clone 3; 5) clone 4; 6)

clone 5; 7) clone 6; 8) clone 7.

Foi realizada a purificagdo do vetor lentiviral pLV X-IRES-ZsGreen1l-gDNA-hGH
(Fig. 19), com utilizacdo do sistema de maxi-prep, para posterior transfeccdo das células
HEK-293.
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Fig. 19: Representacao do vetor lentiviral pLV X-IRES-ZsGreen1l-gDNA-hGH.

4.8 Determinacédo do titulo viral dos vetores lentivirais

A determinacdo do titulo viral foi realizada por meio da observacéo direta de
células 293 que expressaram GFP, apds serem transduzidas com o virus contendo, além
do gene para GFP, os genes do hGH (cDNA ou gDNA) ou mGH (cDNA), como descrito
na metodol ogia.

Para o vetor contendo o cDNA do hGH foi encontrado um titulo viral de 2,3 x
10° UFC/ml. Para a construcdo com o gDNA do hGH foi obtido um titulo viral de
2,1x10° UFC/ml. Para 0s virus contendo o cDNA do mGH, o titulo viral foi da ordem de
2,0 x 10° UFC/ml. Todos estes titulos foram obtidos com a diluicdo de 1: 10* das
particulas virais. Foram obtidos, portanto, altos titulos virais, viabilizando a etapa

seguinte do trabalho, que sera a transducdo dos queratinécitos humanos primérios, com
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concomitante determinagdo dos niveis de expressdo do hGH ou do mGH in vitro.
Posteriormente, estes queratindcitos transduzidos deverdo ser utilizados para a obtencdo
de culturas organotipicas, que uma vez implantadas em camundongos lit/scid seréo
analisadas quanto aos nivels de secrecdo in vivo desses hormonios e a durabilidade desta
secrecdo. Outra possivel utilidade destas construgdes lentivirais serd 0 seu uso na
eletrotransferéncia in vivo (naked DNA), visando o estabelecimento de uma metodologia

eficiente e segura de terapia génica em modelo animal.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho buscou-se estabelecer um modelo anima eficiente de
terapia génica para a deficiéncia do hormoénio de crescimento. Os estudos foram
realizados utilizando estratégias de terapia génica ex vivo, por meio de queratindcitos
modificados com o gene do mGH, e de terapia génica in vivo, mediante
eletrotransferéncia de diferentes plasmideos contendo o gene do hGH (naked DNA).

A principio a utilizagdo de queratinécitos como célula-alvo do nosso modelo de
terapia génica ex vivo apresentou algumas dificuldades de ordem técnica, tanto na
manutencdo destas células transduzidas, como no enriquecimento das mesmas pela
andise clonal ou pela aderéncia répida ao colageno. Entretanto, o nosso grupo ainda
considera que esta estratégia de terapia génica cutanea ndo pode ser abandonada sendo
que é bastante promissora para utilizacdo em seres humanos, principalmente devido as
vantagens, ja mencionadas, proporcionadas pelos queratindcitos (Rheinwald & Green,
1975, De Lucae col., 1989, Peroni e col., 2008; Therrien e col., 2010).

Apos as ateracOes realizadas no protocolo de cultivo dos queratinécitos, com a
adicdo de adenina, transferrina e triiodotironina, bem como a mudanca da concentracéo
do soro fetal bovino utilizado de 4 para 10 %, a viabilidade das células aumentou,
possibilitando a realizagcdo de alguns experimentos. Estas alteragtes estdo de acordo com
alguns trabalhos da literatura (Mathor, 1994, Mathor e col., 1996, Gragnani e col., 2008).

No ensaio de enriquecimento dos queratindcitos, utilizando-se a estratégia da
aderéncia ao colégeno, ndo houve diferenca entre as céulas enriquecidas e as néo
enriquecidas em termos de nivel de expressdo do mGH in vitro; entretanto observamos
que as células que foram submetidas a0 enriquecimento apresentaram um aumento
consideravel na sua viabilidade.

Com objetivo de explorar o potencia da aplicacdo da metodologia do colageno
a0 nosso trabaho, foi realizada uma selecdo clonal e a preparagdo de culturas
organotipicas para comparar o desempenho dos queratinécitos enriquecidos com agquele
dos ndo enriquecidos. Os clones oriundos de queratindcitos submetidos ao tratamento
com o colédgeno demonstraram aparentemente um nivel maior de producéo de mGH, do
gue os que ndo foram enriquecidos. A caracterizacdo destes clones utilizando marcadores
especificos de células-tronco epiteliais, bem como a utilizacdo destes em culturas
organotipicas visando o implante em camundongos para avaliar o potencial in vivo destas

células enriquecidas, poderda aumentar a durabilidade de secrecdo do GH in vivo.
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Ressaltamos a esse respeito que em experimentos anteriores de andlise clonal, foi
observado que aproximadamente 30% dos clones isolados de uma populacdo de
queratindcitos secretores de mGH apresentaram uma manutencdo ou aumento da
expressdo deste hormdnio in vitro (Peroni e cols., 2006). Esta determinacdo estava de
acordo com a porcentagem encontrada para queratinécitos secretores d@ -galactosidase,
reportada por Kolodka e col., (1998). Considerando que a transducdo destas células
progenitoras parece ser um importante pré-requisito para a manutencéo da expresséo da
proteina transgénicain vivo (Taichman, 1999, Dunnwald e col., 2001, Bajgj e col., 2005),
acreditamos que o investimento de mais esforcos para 0 enriquecimento de uma
populacdo de queratindcitos em células-tronco seja vantg 0so.

Foi realizado também a preparacdo e o implante de culturas organotipicas para
verificar se ha uma diferenca em termos de producéo de GH, entre os queratinécitos
enriquecidos pela estratégia do colageno comparando com 0s ndo enriquecidos. Em
termos de niveis circulatérios nos camundongos lit/scid ndo houve diferenca para o
tempo analisado neste experimento preliminar, mas como foi observado que in vitro estas
células tiveram uma viabilidade maior, talvez in vivo possa acontecer 0 mesmo. A
realizacéo de experimentos para verificar se ha um aumento do tempo de expresséo in
vivo de GH pelos queratindcitos enriquecidos pode revel ar se esta técnica de fato é viavel.

Os resultados obtidos com a metodol ogia de injecdo de DNA plasmidial, seguida
de detrotransferéncia, foram bastante interessantes, tanto em relacdo aos niveis de
hormoénio circulante e a durabilidade da secrecdo in vivo, bem como aos efeitos
fenotipicos obtidos quanto ao ganho de peso dos camundongos, apos a administragdo de
uma unica dose do plasmideo contendo o gene do hGH. Vae ressaltar que esses
resultados foram publicados num importante periédico da érea (Oliveira e col., 2010).

Quando diferentes quantidades deste plasmideo foram administradas no musculo
quadriceps de camundongos andes (lit/lit), foi obtida uma curva dose-resposta
significativa no intervalo de 0-50 pug de DNA (P< 0,01), e o nivel maximo de secrecdo in
vivo foi obtido com a dose de 50 pg. Doses maiores apresentaram um efeito de saturagao,
reportado também por Golzio e col. (2004) e Fattori e col. (2005), como uma possivel
toxicidade na viabilidade celular devida a plasmideos contendo os genes do fator de
crescimento epidermal (EGF) ou da eritropoietina, respectivamente.

A obtencdo de niveis circulatorios de hGH no soro dos camundongos lit/lit, 12
dias apos a injecdo do DNA plasmidial, levou-nos a redlizar ensaios de longa duracéo

para verificar o ganho de peso em camundongos lit/scid e lit/lit. Nestes experimentos, 0
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ganho de peso total foi de aproximadamente 33% para camundongos lit/scid, 60 dias apos
aadministracdo de uma Unicainjecdo de 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH, seguida de
eletrotransferéncia. Um aumento menor de peso (aproximadamente 21%) foi obtido
quando o mesmo procedimento foi realizado em camundongo lit/lit, sendo que o
experimento durou 32 dias. Este resultado diferente pode ser interpretado como sendo
possivelmente causado pela respostaimune do animal imunocompetente contra a proteina
humana ou contra algum el emento do vetor utilizado.

O musculo quadriceps onde foi realizada a eletroporacdo (direito) dos
camundongos lit/scid apresentou um aumento de peso da ordem de 48%, enquanto o
musculo esquerdo dos mesmos animais apresentou um aumento de aproximadamente
30%. Estes resultados sugerem efeito local (autécrino e ou parécrino) e sistémico
(endocrino) como consequéncia da expressao e secrecdo de hGH, resultante dainjecdo do
DNA plasmidial.

Outros estudos ja foram realizados com a utilizagdo deste modelo animal. A
correcdo parcial do fendtipo de camundongos andes (lit/lit) foi redizada pela
incorporacéo do gene do hormdnio de crescimento de rato em células da linhagem
germinativa por Hammer e col. (1984) e a correcéo completa do fendtipo do nanismo foi
obtida por Hahn e col. (1996), utilizando um vetor adenoviral com o gene do GH de rato
gue se expressava de forma constitutiva em hepatdcitos.

A administracdo direta de um plasmideo com o gene do hGH no musculo
esquelético de ratos hipofisectomizados foi readizada por Anwer e col. (1998). Neste
estudo foi empregado um sistema de protecdo para a entrega do DNA baseado na
polivinilpirrolidona. Embora os autores ndo tenham identificado a presenca de hGH no
soro dos animais tratados, eles notaram um aumento significativo de IGF-I e aumento de
peso 21 dias apds ainjecao.

Em outro estudo conduzido por Draghia-Akli e col. (1997), foi detectada a
presenca de mGH no soro da ordem de 36 ng/ml quando comparado ao grupo controle
que apresentou na circulacdo 8,2 ng/ml, apds a injecdo de 100 pug de um plasmideo
contendo o gene do horménio liberador de hGH (hGHRH) no musculo quadriceps
esgquerdo de camundongos adultos normais. Um aumento de peso de aproximadamente
10% foi observado nos animais tratados. Uma quantidade maior deste mesmo vetor (10
mg) levou a um aumento de peso corporal quando administrado em porcos com 3

semanas de idade (Draghia-Akli e cal., 1999). Recentemente, este vetor foi utilizado para
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a obtencdo de niveis fisiologicos de GHRH por um longo periodo em cées e gatos
(Draghia-Akli e col., 2002 a e 2002 b, Draghia-Akli e col., 2006, Brown e col., 2009).

O vetor plasmidia pUC-UBIU-hGH, o mesmo utilizado em nosso trabal ho, foi
transferido para o figado de camundongos NOD/SCID (37-44 pg de DNA) e
camundongos hipofisectomizados (40-50 ug de DNA) usando a estratégia da injecéo
hidrodindmica (Dagnaes-Hansen e col., 2002; Sondergaard e col., 2003). Nos
camundongos NOD/SCID, um aumento de peso de aproximadamente 20% foi observado,
com niveis circulantes de GH da ordem de 43,3 ng/ml, 30 dias apos a injecdo. Nos
camundongos hipofisectomizados, foi observado um crescimento longitudina dos
animais, os niveis de hGH circulatérios foram de aproximadamente 50 ng/ml e estes
nivel's se mantiveram até o fim do estudo (68 dias).

Todos os procedimentos terapéuticos baseados na incorporacdo em células
germinativas, na administracdo de adenovirus, bem como na transferéncia hidrodinamica,
apesar de terem proporcionado resultados interessantes, apresentam grandes limitacOes
em sua possivel aplicagcdo em seres humanos.

Enfatizamos que em nosso trabal ho, pela primeira vez, foram observados niveis
circulatérios de hGH, ap0s 60 dias da administracdo da injecéo intramuscular de DNA
plasmidia com atividade bioldgica, confirmando a eficacia e sustentabilidade desta
metodologia de terapia génica in vivo. A importancia da eletroporagdo deve ser
ressaltada, pois sem a utilizacdo desta técnica, os niveis circulatorios de hGH foram
aproximadamente um terco menores (Fig. 8) e, aém disso, apresentaram uma grande
irreprodutibilidade (resultados n&o mostrados).

Considerando a curva de crescimento apresentada na Fig. 12, observou-se uma
repentina queda da temperatura de aproximadamente 4 °C apés o 44° dia, possivelmente
devida a um problema de regulacdo da estante climatizada onde sdo mantidos os
camundongos lit/scid. Esta queda afetou de forma significativa o ganho de peso dos
camundongos tratados com salina, mas ndo apresentou efeito aparente no grupo tratado
com DNA. Este fato pode ser atribuido a um efeito de termorregulacéo conferida a estes
animais pelo GH, o que jafoi observado em diversos estudos (Juul e col., 1995, Becker e
col., 1997, Hana e col., 1992, Gibney e col., 2007).

Ainda ndo temos uma explicacdo plausivel para os niveis de hGH circulante
mais elevados no soro dos camundongos lit/lit, comparados aos lit/scid. Uma possivel
razdo pode ser devida ao fato da técnica da eletroporagdo ser mais eficiente nestes

animais do que em camundongos lit/scid, uma vez que a metodologia foi padronizada
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utilizando-se os animais imunocompetentes. Uma outra explicacdo poderia estar
relacionada com a producdo de anticorpos especificos para o0 hGH nos animais
imunocompetentes o que impediria que este GH circulante deixasse a circulagdo para
exercer sua funcéo nos tecidos alvos.

Uma observagéo bastante interessante € a estreita correlagdo verificada quanto
aos niveis circulantes de hGH e ao ganho de peso, apds a administracdo da proteina
recombinante ou do DNA (Oliveira e col., 2010), fato também observado recentemente
num estudo que comparou a administracéo de um plasmideo com o gene do GHRH
porcino e ainjecdo de GH porcino em porcos (Khan e col, 2010). Estes efeitos similares
podem ser de grande importancia para o plangiamento de estudos pré-clinicos e clinicos
desta estratégia de terapia génica in vivo utilizando a e etrotransferéncia, que ja tem
mostrado resultados promissores recentemente (Melman e col., 2007; Christ e col., 2008;
Baumgarter e col., 2009; Wallace e col., 2009).

Foi também verificado que o cDNA, pelo menos no caso do hGH, parece ser
mais eficiente nos ensaios de eetrotransferéncia do que o gDNA. Uma possivel causa
poderia ser a facilidade do processamento do mRNA, uma vez que talvez este
processamento do gDNA em células de camundongo sgja menos eficiente, devido a
auséncia de fatores que poderiam reconhecer possiveis sequéncias enhancers nos introns
do hGH gendmico, ja que células musculares naturalmente ndo expressam GH. Outra
possivel explicagdo seria 0 tamanho menor, uma vez que este tamanho reduzido do
cDNA do hGH em relacdo ao gDNA, causaria um dano menor as células durante a sua
incorporacdo pelos poros das mesmas, aumentando entdo o nimero de células que
receberiam 0 DNA plasmidial (Bloguel e col., 2004; Golzio e col., 2004).

Em paralelo, durante este trabalho foi ainda realizada a construcéo de vetores
lentivirais com os genes do hGH (cDNA e gDNA) e mGH(cDNA). Estes vetores deveréo
ser utilizados na transducéo de queratindcitos, que serdo posteriormente implantados nos
camundongos lit/scid, para verificar se a queda rapida de expressdo do transgene in vivo
se da por causa da inativagdo do nosso vetor retrovira ou se € algum problema na
producdo e ou no transporte de GH pelos queratindcitos. Estas mesmas construcdes
poderdo ser também utilizadas na administracéo direta de DNA plasmidial (naked DNA), com
0 intuito de estabelecer uma metodol ogia de terapia génica potencialmente eficiente e segura
parao GH.

Foi padronizada com sucesso a técnica de administracdo intramuscular de naked

DNA seguida de eletroporacdo, que poderd ser uma estratégia alternativa de terapia
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génica para a correcdo da deficiéncia deste horménio e de outras doencas sistémicas. As
principais vantagens de uma metodologia de terapia génica para o GH, como ja
mencionado anteriormente, s&0 0 menor custo, a eliminagdo das repetidas injegdes e a
producdo do hormdnio de forma mais similar a0 que acontece naturalmente. Os
resultados apresentados com esta metodol ogia de terapia génicain vivo, quanto aos nivels
circulatorios prolongados e a0 ganho de peso no modelo animal, associados a estudos
futuros sobre possiveis efeitos toxicos e regulagdo da expressdo, representam etapas
importantes para que a mesma possa ser empregada em um teste clinico.

Finalmente, deve-se salientar que este trabalho também abriu novas frentes de
estudo, com a possibilidade da futura utilizagdo dos vetores lentivirais secretores de hGH
ou de mGH em modelos de terapia génica ex vivo e in vivo, na busca continua de sistemas

eficientes e mais seguros para o tratamento desta e de outras doencas sistémicas.
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