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Resumo

LIMA, E.R. Otimizacado de parametros de transferéncia in vivo do gene do horménio
de crescimento visando a correcao fenotipica de camundongos andes, Dissertacéo
(Mestrado) - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2016.

A deficiéncia de hormdénio de crescimento (DGH) é tratada
convencionalmente com repetidas injecées do hormdnio recombinante. Este trabalho
teve como objetivo estabelecer uma alternativa de tratamento baseada na
transferéncia dos genes do hormoénio de crescimento humano (hGH) ou de
camundongo (mGH), em camundongos andes lit/lit ou lit/scid, mediante
administracdo de DNA plasmidial associada a eletrotransferéncia, com a finalidade
de atingir a maxima recuperacdo de crescimento em compara¢do ao camundongo
normal (catch-up growth). Inicialmente foi realizada a administracdo do plasmideo
contendo o gene do mGH no musculo quadriceps exposto ou tibial anterior (TA) nao
exposto. Utilizando diferentes condicBes de eletrotransferéncia, baseadas em pulsos
alternados de baixa (100 V/cm) e alta (1000 V/cm) voltagem (HV/LV, HV/8LV) ou em
pulsos seguidos de baixa voltagem (8 pulsos de 150 V/cm), o musculo TA na
condicao HV/LV apresentou os maiores niveis de expressdo de mGH: 6,7 + 2,5
ng/mL. O tempo de exposicdo e a quantidade da enzima hialuronidase (HI)
necessaria para a eletrotransferéncia foram também analisados. O tempo de 30
minutos e a dose de 20 U de HI proporcionaram os melhores resultados de
expressdo. Diferentes quantidades de DNA foram também testadas, mas a
administragéo de 50 pg DNA/animal foi confirmada como a melhor. Na padronizagéo
do volume de solugéo do plasmideo administrado no TA, foi observado que a injecao
de 20 uL de DNA apresentou expressao significativamente maior da proteina em
comparacdo a de 10 pL. Buscando uma maior expressdo de GH, foi realizado
experimento adicionando poli-L-glutamato ao diluente do DNA, comparando também
diferentes condi¢Ges de eletrotransferéncia (HV/LV e 375 V/cm). A condi¢éo de 375
V/cm, sem a adi¢cdo do polimero, proporcionou as maiores concentracdes, tanto de
hGH como de mGH, no soro de camundongos lit/scid e lit/lit, respectivamente.

Quando utilizados 3 pulsos de 375 V/cm e a administragcdo do plasmideo com o



gene do mGH em dois locais de cada musculo TA, foram obtidos os mais altos
niveis de expressao atingindo 14,7 + 3,7 ng mGH/mL. Estes foram os parametros
utilizados em um bioensaio, no qual foi também determinada a medida do
comprimento inicial e final do fémur por radiografia. Neste bioensaio de 36 dias, a
curva de crescimento dos camundongos lit/lit tratados foi similar a de camundongos
heterozigotos néo tratados e os niveis de mGH do grupo DNA foram
significativamente maiores (P<0,0002) em relacdo ao grupo controle. Os
camundongos tratados também apresentarem concentracdo de mIGF-I no soro
superior a do grupo controle. Considerando 0s parametros de crescimento
avaliados, o grupo tratado com DNA apresentou percentuais de incremento
altamente significativos em relacdo ao grupo controle, com P<0,001 para o peso
corporeo e P<0,002 para o comprimento do corpo, da cauda e para ambos o0s
fémures, com valores de catch-up da ordem de 79% para o comprimento dos
fémures. Podemos concluir que foi estabelecida uma metodologia eficiente de
transferéncia génica nao viral, que podera levar a uma completa normalizacdo de
crescimento de camundongos anfes mediante utilizacdo de animais mais jovens,

como mencionado na literatura e em trabalho recente do nosso grupo.

Palavras-chave: terapia génica, hormonio de crescimento, camundongos andes,

transferéncia génica nao viral, eletrotransferéncia.



Abstract
LIMA, E.R. Optimization of in vivo transfer parameters of the growth hormone gene
aiming at the phenotypic correction of dwarf mice, Dissertacdo (Mestrado) - Instituto

de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Growth hormone deficiency (GHD) is conventionally treated with repeated
injections of the recombinant hormone. This work aimed at establishing an alternative
treatment based on the transfer of the human (hGH) or mouse growth hormone
(mGH) genes into lit/lit or lit/scid dwarf mice, using plasmid DNA administration
associated with electrotransfer, in order to achieve the maximum growth recovery
compared to normal mice (catch-up growth). Administration of the plasmid containing
the mGH gene was first carried out in the exposed quadriceps or non-exposed
anterior tibialis (TA) muscle. Using different electrotransfer conditions, based on
alternate pulses of high (1000 V/cm) and low (100 V/cm) voltage (HV/LV, HV/8LV) or
consecutive pulses of low voltage (8 pulses of 150 V/cm), the TA muscle in the
HV/LV condition showed the highest levels of mGH expression: 6.7 £ 2.5 ng/mL.
Exposure time and amount of the enzyme hyaluronidase (HI) required for
electrotransfer were also analyzed. The time of 30 minutes and the dose of 20 U HI
provided the best results of expression. Different amounts of DNA were also tested,
but the administration of 50 ug DNA/animal was confirmed as the best. In the
optimization of the volume of plasmid solution administered to TA, it was observed
that injection of 20 pL of DNA showed a significantly higher expression of the protein
compared with 10 pL. Aiming at a higher GH expression, an experiment was carried
out by adding poly-L-glutamate to the DNA diluent, comparing also different
electrotransfer conditions (HV/LV and 375 V/cm). The condition of 375 V/cm, without
the polymer addition, provided the higher concentrations of both hGH and mGH in
the serum of lit/scid or lit/lit mice, respectively. Using 3 pulses of 375 V/cm and
administration of mMGH-DNA in two locations on each TA muscle, the highest
expression levels of up to 14.7 + 3.7 ng mGH/mL were obtained. These were the
parameters utilized in a bioassay, which was also carried out by measurement of the
initial and final femur length by radiography. In this 36-day bioassay, the growth
curve of treated lit/lit mice was similar to that of heterozygous untreated mice and the

mGH levels of DNA group were significantly higher (P<0.0002) than the control



group. Treated mice also showed a higher mIGF-I concentration in the serum
compared to the control group. Concerning growth parameters, DNA-treated group
showed percentages of increase highly significant compared to the control group,
with P<0.001 for body weight and P<0.002 for body, tail and both femurs lengths,
with catch-up values of the order of 79% for femur lengths. We can conclude that an
efficient non-viral gene transfer methodology has been established, which lead to a
complete growth normalization of the dwarf mice through the use of younger animals,

as reported in the literature and in a recent paper of our group.

Key words: gene therapy, growth hormone, dwarf mice, nonviral gene transfer,

electrotransfer.



Lista de abreviaturas e siglas

BSA soro albumina bovina

cm centimetros

cpm contagem por minuto

DGH deficiéncia de hormonio de crescimento

DNA acido desoxirribonucléico

DP desvio padréo

ELISA ensaio imunoenzimatico

GH hormonio de crescimento

hGH hormdnio de crescimento humano

mGH hormonio de crescimento murino

GHRH hormonio liberador do hormonio de crescimento
GHRHR receptor do hormonio liberador do hormoénio de crescimento
HV alta voltagem - “high voltage”

129) lodo-125

IGF-I fator de crescimento semelhante & insulina-I
IPEN Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
lit/lit camundongos andes

lit/scid camundongos andes e imunodeficientes

LV baixa voltagem - “low voltage”

mg miligramas

ms milisegundos

ng nanogramas

n.s. nao significativo



pb pares de base

PBS tampao fosfato-salina

PCR reacdo em cadeia da polimerase
RIA radioimunoensaio

rpm rotac6es por minuto

S segundos

uBlI promotor da Ubiquitina C

Vv volts

Hg microgramas

pL microlitros
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1. INTRODUCAO

1.1 Horménio de crescimento

O horménio de crescimento (GH) faz parte da familia dos hormdénios
estruturais, que é formada por uma série de moléculas regulatérias. E um hormdnio
protéico de cadeia Unica, com massa molecular de 22 kDa e 191 amino&cidos,
produzido e secretado pelas células somatotréficas da glandula pituitaria anterior;
sua funcdo é transmitir informacfes entre células e 6rgdos, para controle do
crescimento, desenvolvimento, reprodu¢cdo e manutencdo da homeostase
metabdlica (Das et al., 1996). O GH desempenha acdes metabdlicas que regulam a
composigdo corpérea, o fluido homeostatico, o metabolismo da glicose e lipidico, o
metabolismo ésseo e a funcdo cardiaca (Hartman, 2000).

A secrecdo do GH é mediada pelo hormdnio liberador do hormdénio de
crescimento (GHRH) e pela somatostatina (Correa-Silva, 2008). A liberacdo do GH é
regulada por uma complexa inter-relacdo entre esses dois peptideos hipotalamicos
secretados em vias independentes e que interagem com secretagogos adicionais do
GH, gerando uma liberacéo pulsatil deste horménio. O GHRH induz a liberacdo do
GH e regula a magnitude dos pulsos e a somatostatina determina a frequéncia e a
duracdo dos pulsos. Além destes, outros fatores interferem na secrecdo do GH,
atuando diretamente sobre a hip6fise ou sobre a liberacdo destes fatores
hipotalamicos, tais como neurotransmissores (noradrenalina, serotonina, dopamina,
acetilcolina), horménios periféricos (glicocorticéides, horménios tireoidianos,
esterdides sexuais, insulina) e fatores metabdlicos como glicose, acidos graxos
livres, aminoacidos e gordura corporal. A grelina, o estradiol e o fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-I) sdo outros fatores fisiologicos que podem interferir e
alterar a secre¢cdo do GH. (Le Roith et al., 2001; Da Silva & Lengyel, 2003; Da Silva,
2004; Goldman, 2004; Cazares-Delgadillo et al., 2011; Melmed et al., 2011).

O GH é um horménio anabdlico, indutor de sintese proteica e sua principal
funcé@o é promover o crescimento linear. Atua no crescimento por dois mecanismos
principais: estimula a producéo de IGF-I e induz a expansao clonal e a diferenciacao
dos pré-condrdcitos na placa de crescimento epifisaria. O GH também desempenha

fungbes na regulagcdo do metabolismo lipidico e aumento da massa muscular
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cardiaca e esquelética (Das et al, 1996; Yakar et al., 2000; Le Roith et al., 2001,
Alberts et al., 2002; Goldman, 2004; Alba et al., 2005; Portes & Barbosa, 2008).

O IGF-I é um polipeptideo de aproximadamente 7 kDa, responsavel por varias
atividades promovidas pelo GH no crescimento e é regulador direto do receptor de
GH. Ele também participa de um sistema regulatorio de feedback negativo no
hipotdlamo e na hipofise; quando ha aumento na sua concentragdo, ocorre a
liberacdo de somatostatina e a inibicdo da secrecdo do GH na hipofise anterior.
Dessa forma, quando ha alteracdes nos niveis de GH produzido, a liberacao de IGF-
| também é afetada (Donahue et al, 1993; Klover et al, 2007; Melmed et al, 2011). O
figado € o principal 6rgdo produtor de IGF-I, e € onde ocorre a ligacdo do GH aos
seus receptores, estimulando a expressdo do gene do IGF-I e sua liberacéo
sistémica, atuando assim, no crescimento, estimulando a divisdo das células
primarias da epifise dos ossos longos (Yakar et al., 2000; Le Roith, 2003; Cazares-
Delgadillo et al., 2011).

1.2 Deficiéncia de horménio de crescimento (DGH)

A deficiéncia de hormonio de crescimento (DGH) é uma das deficiéncias de
horménios pituitarios mais frequentes. Individuos portadores de DGH apresentam
peso corpéreo comprometido, discreta adiposidade abdominal, reduzida massa
muscular e um crescimento geralmente lento. Quando essa deficiéncia ocorre em
adultos had uma reducdo da massa magra, sobrepeso, reducdo da capacidade fisica,
falta de concentracdo, perda de memoria, aumento de fatores de risco
cardiovascular e resisténcia a insulina, entre outros. Essa deficiéncia pode ter
causas adquiridas, idiopaticas ou congénitas, pode também ser completa ou parcial
(Da Silva, 2004).

A DGH é uma condicdo crbnica que necessita de reposi¢cdo de GH por um
longo periodo da vida e os principais objetivos sdo a normaliza¢do do crescimento
durante a infancia, até atingir o tamanho normal de um individuo na idade adulta,
além de garantir uma melhor qualidade de vida para esses individuos (Rocha et al.,
2008; Kemp, 2010; Molitch, 2011; Bank et al., 2012; Cook & Rose, 2012).
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Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, houve um avango
significativo no tratamento da DGH, uma vez que se tornou possivel sintetizar
grandes quantidades do horménio de crescimento humano recombinante (r-hGH).
Assim, a disponibilidade deste hormdnio em alta pureza tornou-se praticamente
ilimitada. Este fato facilitou o tratamento, em substituicdo a utilizacdo do horménio de
origem hipofisaria empregado até o momento, além de desvantagens inerentes a
proteina natural humana, como a presenca de prions. Entretanto, a administracéo da
proteina recombinante apresenta algumas desvantagens, como o0s dispendiosos
processos de purificagdo, o que eleva o0s custos do tratamento. Além da
necessidade de frequentes injecdes, de acordo com as caracteristicas e severidade
da DGH, o tratamento ideal seria aquele em que deveria ser evitado este tipo de
inconveniéncia, e fosse utilizado um mecanismo de liberacdo da proteina mais
semelhante ao processo natural, visando também garantir uma melhor qualidade de
vida aos pacientes. Uma alternativa que pode levar a correcdo dos defeitos clinicos
€ apresentada pela transferéncia génica de hGH em células soméaticas do paciente,
tanto in vivo, com ex vivo (Bellini et al., 2003; Peroni et al., 2005; Khamaisi et al.,
2007; Oliveira et al., 2010; Alatzoglou & Dattani, 2010; Alatzoglou et al., 2014).

1.3 Terapia génica

A terapia génica é um método que pode ser definido pela introducédo e
expressdo de genes recombinantes em células somaticas para tratamento de
diversas doencgas. Uma vez que o gene de interesse é inserido na célula, a nova
informacado genética utiliza a maquinaria celular do hospedeiro para expressar estes
produtos génicos. O DNA é utilizado como um agente farmacologico para induzir
mudancas terapéuticas, e desta forma, o transgene sera herdado para as células
descendentes, e a terapia podera ser mantida apds a administracdo de uma Unica

dose do gene (Garlick & Fenjves, 1996).

Duas abordagens principais de terapia génica sao utilizadas: in vivo e ex vivo
(Figura 1). Na terapia in vivo, 0S genes que irdo substituir a funcdo dos seus
homologos defeituosos, sdo transferidos diretamente para os tecidos do individuo

utilizado no estudo. Na terapia ex vivo, células sdo removidas do individuo e
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7

cultivadas em laboratorio. Nessas células é realizada a transferéncia do gene de
interesse e, em seguida, as células modificadas sdo selecionadas, assim aquelas
que receberam o gene sdo reimplantadas no paciente (Strachan & Read, 1999;

Nayerossadat et al., 2012).

In vivo Ex vivo

%’j’ig P —— \L

Figura 1. Esquema das estratégias de terapia génica ex vivo e in vivo (Cecchi, 2013).

Um dos métodos de transferéncia génica ndo-viral mais utilizados atualmente
é a injecdo direta de DNA plasmidial ou naked DNA. E um método simples e prético,
de relativo baixo custo, cujo potencial pode ser inclusive verificado pelo seu
crescente aumento, alcangando aproximadamente 18% dos protocolos clinicos de
terapia génica, que somam mais de 2000 aprovados desde 1989 (Figura 2) (Ginn et
al., 2013; Wang et al., 2013; Gene Therapy Clinical Trials Worldwide, 2015). Esse
método pode ser realizado em diversos tecidos, como musculo, pele, figado, entre
outros. Entre estes, o musculo é o tecido mais utilizado por oferecer varias
vantagens, como ser de facil acesso, constituir mais de 40% de toda a massa
corporea, ser altamente vascularizado, possuir a capacidade de produzir e secretar

proteinas que podem atingir a circulacao (Bigey et al., 2002; Fattori et al., 2002;
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Schmidt-Wolf & Schmidt-Wolf, 2003; Bloquel et al., 2004; Ratanamart & Shaw,

2006).
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Figura 2: Protocolos clinicos de terapia génica aprovados mundialmente a partir 1989

(Gene Therapy Clinical Trials Worldwide, 2015; Indications Addressed by Gene Therapy

Clinical Trials, 2015).

Entretanto, o potencial de utilizacdo desta técnica para aplicacdo em

humanos é limitado pela baixa eficiéncia da expresséo e alta variabilidade no nivel

de expressdo génica. Diferentes métodos fisicos séo utilizados em conjunto com a

injecdo direta de DNA plasmidial para aumentar a eficiéncia desta metodologia, e

uma das mais promissoras € a eletrotransferéncia.
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1.4 Eletrotransferéncia

A eletrotransferéncia consiste na aplicacdo de pulsos elétricos curtos,
controlados e alternados no tecido-alvo apds a injecdo do DNA plasmidial, induzindo
uma diferenca de potencial transmembrana na célula e criando poros transientes na
superficie celular (Figura 3). Dessa maneira, o plasmideo € alvo de um efeito
eletroforético, que promove a migracéo e entrada desse material genético no nucleo
das células. Em condi¢des otimizadas dos parametros para a eletrotransferéncia, é
possivel obter excelentes niveis de permeabilizacdo e sobrevivéncia celular (Mir et
al., 1999; Fattori et al., 2002; Bloquel et al., 2004; Ratanamart & Shaw, 2006).

-

Plasmideos

Célula normal E— Célula

Eletrodos
eletroporada

=

+

Figura 3: Esquema do comportamento da membrana celular apés eletrotransferéncia.

A administracdo direta de um plasmideo, seguida de eletrotransferéncia, tem
demonstrado sua eficiéncia e potencial aplicagdo no tratamento de diferentes
doencas sistémicas como hemofilia, anemia crénica, diabetes mellitus, deficiéncia de
hormonios peptidicos e em infecgbes da mucosa intestinal (Fattori et al., 2005;
Ratanamart & Shaw, 2006; Prud’homme et al., 2007; Bodles-Brakhop et al., 2009;
Gothelf et al., 2010; Shoji et al., 2012).

O emprego desta técnica no musculo e na pele tem demonstrado resultados
satisfatorios com varios genes, entre eles o da eritropoietina (Epo), do hormdnio
liberador de horménio do crescimento (GHRH) e do horménio de crescimento
humano (hGH) e murino (mGH) (Rizzuto et al., 1999; Fattori et al., 2005;
Prud’homme et al., 2006; Miyazaki & Miyazaki, 2008; Brown et al., 2009; Khan et al.,
2010; Oliveira et al., 2010; Higuti et al., 2012; Cecchi et al., 2014; Higuti et al., 2016).



20

1.5 Hialuronidase (HI)

A hialuronidase € uma enzima que possui a capacidade de facilitar a entrada
do DNA plasmidial nas fibras musculares por catalisar a hidrélise do &cido
hialurénico, um mucopolissacarideo viscoso, componente essencial da matriz
extracelular. Assim, esta enzima diminui a viscosidade intercelular, aumentando
temporariamente a permeabilidade e absorcdo dos tecidos, podendo aumentar 0s
niveis de expressdo de uma proteina (Favre et al., 2000). Temos utilizado uma
quantidade fixa de hialuronidase (20 U), porém foi relatado que a variacdo da
mesma alterou os niveis de eritropoetina em camundongos que receberam injecédo

com o gene desta proteina, seguida de eletroporacédo (Mennuni et al., 2002).

1.6 Poli-L-glutamato

O poli-L-glutamato € um polimero que tem a capacidade de proteger o
plasmideo contra degradacdo de endonucleases, promovendo a formacdo de um
complexo mais flexivel para difundir no tecido muscular. E um polimero carregado
negativamente, que promove a retencdo do plasmideo no musculo esquelético por
mais tempo, evita a perda da estabilidade do complexo formado, aumentando a
distribuicdo do DNA no interior do tecido muscular, que por sua vez, possibilitaria um
aumento da expressao do transgene (Fewell et al., 2001; Nicol et al., 2002; Mc
Mahon & Wells, 2004).

1.7 Experiéncia do nosso grupo de pesquisa

Nosso grupo desenvolve uma linha de pesquisa no campo da terapia génica
para DGH, utilizando uma técnica ndo viral de injecdo direta de DNA plasmidial
(naked DNA). Esta metodologia é realizada utilizando a administracdo de
plasmideos contendo os genes do horménio de crescimento humano (hGH) ou de
camundongo (mGH), associada a técnica de eletrotransferéncia, para aumentar a
eficiéncia da injecdo direta do DNA plasmidial. Os plasmideos séo injetados nos
musculos quadriceps ou tibial anterior de camundongos andes (lit/lit) e andes
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imunodeficientes (lit/scid). Com a utilizacdo deste sistema, niveis de secrecdo de
hGH foram mantidos por um periodo de 60 dias na circulagdo dos camundongos
lit/scid, com niveis de 1,5 a 3,0 ng hGH/mL. Em um ensaio de longa-duracao, foi
obtido um ganho de peso significativo nos animais que receberam o plasmideo, de
aproximadamente 30%, quando comparados ao grupo controle de animais, injetados
com solucao salina (Oliveira et al., 2010). Nesse ensaio, 0 grupo que recebeu DNA
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo que recebeu salina, para a
maioria dos Orgdos e tecidos avaliados, com destaque para o crescimento do
musculo quadriceps direito, no qual foi injetado o DNA, que apresentou um aumento
de peso de 48%, enquanto o musculo esquerdo ndo injetado apresentou um
aumento de 31%, indicando um efeito autdcrino/paracrino e endocrino, quanto a
expressdo de hGH e mIGF na circulagéo destes animais.

Em uma publicagéo subsequente (Higuti et al., 2012), foi realizado um estudo
comparativo entre esta metodologia de terapia génica para DGH e a administracao
diaria do hormdnio recombinante (r-hGH), durante 28 dias, em camundongos lit/scid.
Os resultados demonstraram que a estratégia utilizando a terapia génica é viavel
para o tratamento da DGH.

Foi também utilizado um modelo homélogo de eletrotransferéncia, no qual um
plasmideo contendo o gene do mGH foi administrado em camundongos
imunocompetentes lit/lit. Com este modelo, em um ensaio de 3 meses, foi obtido um
aumento do peso corpéreo desses animais de 34%, equivalente a um catch-up
growth (porcentagem de recuperacdo de crescimento do camundongo ando em
relacdo a um camundongo normal) de 16% (Cecchi et al., 2014).

Em um trabalho mais recente (Higuti et al., 2016), foi utilizada uma técnica
menos invasiva de eletrotransferéncia no muasculo tibial anterior ndo exposto e
camundongos lit/scid mais jovens (de 40 dias de idade). Nessas condi¢cdes foram
obtidos, pela primeira vez, niveis de mIGF-I comparaveis aos dos camundongos
normais (scid), apos 15 dias da administracdo do plasmideo, além de um catch-up-
growth de 77% para o comprimento do fémur.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

7

O objetivo principal do presente trabalho é estabelecer uma metodologia

eficiente de transferéncia génica no camundongo ando lit/lit ou lit/scid, com a

finalidade de atingir a maxima recuperacdo de crescimento em relacdo ao

camundongo normal (catch-up growth).

2.2 Objetivos especificos

Realizar a genotipagem dos camundongos;

Comparar a eficiéncia de expressao da proteina de interesse entre 0s
musculos tibial anterior e quadriceps;

Otimizar a quantidade e o tempo de exposicdo da enzima hialuronidase,
utilizada para facilitar a penetracao do plasmideo nas fibras musculares;
Otimizar a quantidade e volume de DNA a ser injetado no musculo;

Utilizar o poli-L-glutamato para aumentar a expressao protéica;

Aumentar o numero de locais de injecdo do plasmideo no muasculo;

Comparar a determinacdo do comprimento do fémur utilizando paquimetro e
radiografia;

Realizar um bioensaio de crescimento com as condi¢des otimizadas.
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3. MATERIAL

3.1 Equipamentos e acessorios principais

e Agitador magnético modelo 258 — FANEM (Sé&o Paulo, SP, Brasil);

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

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

e Banho-maria, modelo 146, FANEN (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Balanca analitica, modelo H20T — METTLER (Zurique, Suica);

e Balanca analitica, modelo P1000ON — METTLER (Zurique, Suica);

e Centrifuga refrigerada, modelo 22R- BECKMAN COULTER (Brea, CA, EUA);

e Centrifuga refrigerada automatica, modelo Super Speed RC — 2B — SORVALL
(Newtown, CT, EUA);

e Centrifuga refrigerada automatica, modelo 5810R, EPPENDORF (Hamburgo,
Alemanha);

e Contador gama automatico 2470 Wizard 2, PERKIN ELMER (Walthan,
Massachusetts, EUA);

e Destilador de agua, modelo 016, FABBE-PRIMAR (Séo Paulo, SP, Brasil);

e Espectrofotometro, modelo Ultraspec 2100 pro, AMERSHAM BIOSCIENCES
(Uppsala, Suécia);

e Fotodocumentador, modelo Minibis Pro, DNR IMAGE SYSTEMS (Jerusalém,
Israel);

e Fonte de alta tensédo para eletroforese, ECPS 3000/150, GE - HEALTHCARE
(Buckinghamshire, Inglaterra);

e Fonte de alta tensdo para eletroforese, EPS 600, GE - HEALTHCARE
(Buckinghamshire, Inglaterra);

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

e Freezer -40° C, modelo AB 240 — METALFRIO (Séo Paulo, SP, Brasil);

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

e Leitor de placas de microtitulagdo modelo MR 400 DYNATECH (Bethesda,
EUA);

e Microcentrifuga, modelo 5415P - EPPENDORF (Hamburgo, Alemanha);
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e Micropipetas LABMATE SOFT Monocanal de volume variavel: 10uL, 100 L,
200 pL e1000 pL- HTL (Varsoévia, Polbnia);

¢ Nanodrop - THERMO SCIENTIFIC (Waltham, MA, EUA);

e Pet spect CT - Albira Bruker (Billerica, MA, EUA);

e Ponteiras sem filtro, volumes de 10 a 1000 pL — AXYGEN (Union, EUA);

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q plus — MILLIPORE (Bedford, MA,
EUA);

e Termociclador Veriti 96 pogos - APPLIED BIOSYSTEMS (Foster City, CA,
EUA);

e Tubos de poliestireno para imunoensaios (7,5 x 1,2 cm) - EMTEL (S&o Paulo,
Brasil).

3.2 Principais reagentes para biologia molecular

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

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

e Bactérias competentes da linhagem E. coli DH5q;

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

e Enzimas de restricdo — FERMENTAS (Burlington, ON, Canada) e THERMO
SCIENTIFIC (Waltham, MA, EUA);

e Extrato de levedura — DIFCO (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Sistema para extracdo de DNA - REDExtract-NAmp Tissue™ PCR — SIGMA-
ALDRICH (St. Louis, MO, EUA);

e Marcador de peso molecular de 100 pb e 1 kb Gene RulerTM — THERMO
SCIENTIFIC (Waltham, MA, EUA) e FERMENTAS (Burlington, ON, Canadd);

e Primers — EXXTEND BIOTECNOLOGIA LTDA (Paulinia, SP, Brasil);

e Sistema para purificacdo de DNA Xtra Midi/Maxi - NUCLEOBOND -
MACHEREY-NAGEL (Duren, Alemanha);

e Triptona - BactoTM Tryptone — BECTON DICKINSON (Sparks, MD, EUA).
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3.3 Equipamentos e materiais utilizados na eletrotransferéncia de DNA

plasmidial

Eletroporador ECM-830 - BTX (Holliston, MA, EUA);

Eletrodo do tipo paquimetro, utilizando uma distancia de 3 mm entre as placas
de 1,0 x 1,0 cm - BTX (Holliston, MA, EUA);

Eletrodos do tipo placa (um par), de platina pura de 5,5 x 2,0 x 3,0 mm, nao
invasivos - HERAEUS VECTRA DO BRASIL (S&o Paulo, SP, Brasil);

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

Hialuronidase - Hyalozima 2.000 UTR — APSEN (S&o Paulo, SP, Brasil);
Isoflurano - CRISTALIA (Itapira, SP, Brasil)

Maquina de corte elétrico para barba - GAMA ITALY (Bolonha, Italia);
Paquimetro digital -MITUTOYO (Suzano, SP, Brasil);

Poli-L-glutamato - SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, EUA);

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

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

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

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

3.4 Plasmideos para injecao direta de DNA plasmidial

pUC-UBI-hGH: possui o promotor da ubiquitina C (posicdo de 1464 a -15 pb)
e a sequéncia gendémica do hGH (2,2 kb), foi cedido pelo Dr. T. G. Jensen
(Departamento de Biomedicina, Universidade de Aarhus, Dinamarca) e tem
sido utilizado por nosso grupo (Oliveira et al., 2010; Higuti et al.,, 2012 e
2016).

pUC-UBI-mGH: construido a partir do pUC-UBI-hGH, do qual foi retirada a
sequéncia do gene do hGH para insercdo da sequéncia genémica do GH de
camundongo (MGH) de 1,6 kb (Cecchi et al., 2014).
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3.5 Animais utilizados para injecao de DNA plasmidial

e Camundongos andes da linhagem C57BL/6J-GHRHRLIT/+ (lit/lit), adquiridos
da empresa The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA) e mantidos no
Biotério do IPEN-CNEN/SP.

e Camundongos andes e imunodeficientes da linhagem CB17-Ghrhr lit/+ Prkdc
scid/Bm, mais conhecidos como lit/scid, que possuem uma mutacao
espontanea de origem recessiva no gene do GHRHR, no cromossomo 6,
originando o nanismo (Deitel et al., 2002) e outra mutagdo autossdmica
recessiva originada no gene Prkdc, situada no cromossomo 16, que lhes
confere uma imunodeficiéncia severa. Foram também obtidos da The Jackson

Laboratory e mantidos no IPEN.

3.6 Preparacdes padrédo, antissoros e reagentes para radioimunoensaio

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

e Azida sédica - SIGMA (St. Louis, MO, EUA);

e Controles de qualidade para imunoensaios baseados em sangue humano,
Lyphochek | Imunnoassay Plus Control (niveis 1, 2 e 3) - BIORAD -
INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

e Cloramina T p.a. - MERCK (Sé&o Paulo, SP, Brasil);

e Fosfato de sddio bibasico p.a. - MERCK (Séo Paulo, SP, Brasil);

e Fosfato de s6dio monobasico p.a. - MERCK (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Metabissulfito de sodio - CARLO ERBA (Sao Paulo, SP, Brasil);

e 2| comercial, livre de carreadores e oxidantes, com atividade especifica de
11.100-22.200 MBg/mL (300-600 mCi/mL) - NORDION EUROPE S.A.
(Fleurus, Bélgica);

e Preparacdo de hGH recombinante altamente purificado para iodacéo - IPEN-
CNEN/SP (Séao Paulo, SP, Brasil) (Ribela et al., 1993; Oliveira et al., 1999);
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¢ Resina cromatografica Sephadex G100 - GE HEALTHCARE BIOSCIENCES
(Piscataway, NJ, EUA);

e Segundo anticorpo anti-lgG de coelho preparado em carneiro -
IPENCNEN/SP (Sé&o Paulo, SP, Brasil);

e Soro albumina bovina (BSA), RIA grade (fracdo V) - SIGMA (St. Louis, MO,
EUA);

e Soro de coelho normal - INVITROGEN (Carlsbad, CA, EUA);

Tween-20 - SIGMA (St. Louis, MO, EUA).

3.7 Principal sistema utilizado na dosagem de mGH

e Rat/Mouse Growth Hormone ELISA kit - MILLIPORE (St. Charles, MO, EUA).

3.8 Principal sistema utilizado na dosagem de mIGF-I

e Quantikine ELISA Mouse/Rat IGF-I kit - R&D SYSTEM (Minneapolis, MN,
EUA).
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4. METODOS

4.1 Amplificacédo dos plasmideos

O plasmideo pUC-UBI-hGH foi transformado em bactérias competentes E.
coli DH5a, amplificado em meio LB com ampicilina e purificado utilizando o sistema
para extracdo de DNA Xtra Midi/Maxi - Nucleobond Macherey-Nagel. A quantificacao
do plasmideo purificado foi realizada por leitura espectrofométrica e a presenca do
inserto correspondente a sequéncia genémica do hGH confirmada por analise de
restricdo, utilizando as enzimas Bam HI e Eco RI.

O plasmideo pUC-UBI-mGH também foi transformado em bactérias
competentes E. coli DH5a, amplificado e purificado utilizando o mesmo sistema
mencionado acima. Para a andlise de restricdo foram também utilizadas as enzimas
Bam HI e Eco RI.

4.2 Manutencédo dos animais

Os camundongos lit/lit e lit/scid foram mantidos em gaiolas plasticas
(microisoladores), em estantes ventiladas a temperatura de 22 + 2 °C, sob condi¢cfes
livres de patégenos e alimentados com racdo padrdo e agua. Os animais utilizados
nos experimentos tinham idade entre 60 e 90 dias, machos e fémeas (Bellini et al.,
2003).

A utilizacdo desses camundongos foi autorizada pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais (CEPA) — Projeto N° 145/14 e as nossas instalacoes

possuem o Certificado de Qualidade em Biosseguranga numero CQB 0067/98.

4.3 Genotipagem

A genotipagem dos camundongos lit/lit e lit/scid foi realizada para confirmar a
presenca da mutacdo que confere o nanismo (little), uma vez que havia dificuldade
de reproducdo desses animais. Foram coletadas amostras de tecido da orelha dos
animais e o DNA foi extraido e amplificado por PCR, seguindo instru¢cées do

fabricante.
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O primer forward possui 18 pares de bases e o reverse 20 pares, com a
seguinte sequéncia:

FORWARD -5 — GATGCCCTGGGACCTGGG- 3

REVERSE — 5 — ACCAGAAGGAACCACATGCT- 3’

A Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada de acordo com o
seguinte protocolo:

94° C - 2 h e 30 minutos

94° C - 30 minutos

58° C - 30 minutos 40 ciclos

72° C - 1 minuto

72° C - 4 minutos

10°C- o

Apo6s a amplificacdo do DNA, realizou-se a digestdo das amostras com a
enzima BseGl. As amostras foram analisadas em gel de agarose a 3%, corado com
brometo de etidio (Img/mL). A agarose foi dissolvida em tampé&o TAE (Tris-Acetato-
EDTA) e aquecida por 45 segundos. Apds o resfriamento da solugéo, foi adicionado
1 pyL da solugdo estoque de brometo de etidio para permitir a visualizacido das
bandas de interesse e todo conteudo foi despejado em uma cuba prépria para
eletroforese, permanecendo até sua completa polimerizacdo. Foi utilizado o
marcador de massa molecular de 100 pb. O gel foi submetido a uma corrente

elétrica de 80 volts durante 1 hora e 30 minutos e visualizado em luz ultravioleta.

4.4 Administracao in vivo de DNA plasmidial seguida de eletrotransferéncia

Os camundongos lit/scid ou lit/lit foram previamente anestesiados com uma
mistura de xilazina e quetamina, via intraperitoneal. Os pelos da regido do muasculo
tibial anterior (TA) ou quadriceps direitos foram retirados, onde foi injetada a enzima
hialuronidase em diferentes concentracdes, incluindo a ja utilizada por nosso grupo
(20 U/20 pL). Quando néo especificado, apdés 30 minutos, foi injetado o plasmideo
pUC-UBI-hGH ou pUC-UBI-mGH, em diferentes doses diluidas em 20 uL de solucéo
salina. Em seguida, foi realizada a eletrotransferéncia no muasculo quadriceps

exposto ou TA ndo exposto, utilizando diferentes parametros: (a) 1 pulso curto de
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alta voltagem (800 V/cm de 100 pus) e 1 pulso longo de baixa voltagem (100 V/cm de
400ms), denominada HV/LV (Hojman et al., 2011); (b) 1 pulso de 375 V/cm e 25 ms
(Nicol et al., 2002); ou (c) 8 pulsos de 150 V/cm, com duracdo de 20 ms e intervalo
de 0,5 s entre os pulsos (Oliveira et al., 2010).

Foi também realizado um teste com diferentes volumes (10 e 20 pL) de
solucéo do plasmideo pUC-UBI-hGH, no TA de camundongos lit/scid, utilizando a
eletrotransferéncia HV/LV.

Uma comparacado entre as voltagens HV/LV e 375 V/cm foi realizada para
otimizar esses parametros de eletroporacdo no musculo TA dos lit/scid,
administrando-se 20 uL do plasmideo contendo o gene do hGH.

Em outro experimento, injetou-se o plasmideo pUC-UBI-hGH acrescido do
poli-L-glutamato de 15-50 kDa, diluido em solucédo salina em uma concentracéo de 6
mg/mL, no musculo TA de camundongos lit/scid. Apos 30 minutos de exposicédo a
enzima hialuronidase, a eletroporagéo foi realizada em duas diferentes voltagens,
HV/LV e 375V/cm. Para confirmar os resultados obtidos com a adicdo do polimero, o
mesmo tipo de ensaio foi realizado administrando o plasmideo pUC-UBI-mGH em
camundongos lit/lit.

Foi também realizado um ensaio variando-se a quantidade de pulsos (1, 2 ou
3) na condicdo de 375 V/cm, utilizando o plasmideo pUC-UBI-mGH em
camundongos lit/lit.

Buscando uma maior expressao de mGH, camundongos lit/lit foram injetados
em diferentes locais do musculo tibial anterior. Foram feitas duas injecdes de 50
ug/20 pL do plasmideo pUC-UBI-mGH no mesmo musculo ou duas injecbes em
cada musculo, seguidas de 3 pulsos de 375 V/cm.

Em todos os experimentos, como controle negativo foi administrada solugéao
salina em um volume de 20 pl/animal, seguida de eletrotransferéncia. Todos os
grupos foram de n=3 animais e o sangue foi coletado apés 3 dias da

eletrotransferéncia para a determinacdo de mGH ou hGH.
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4.5 Padronizagdo da medida do comprimento do fémur por radiografia

Um bioensaio de 28 dias foi realizado utilizando dois grupos de camundongos
lit/scid, um grupo recebeu 50 pg do plasmideo pUC-UBI-hGH no TA e foi submetido
a eletrotransferéncia HV/LV, jA o segundo grupo recebeu solucdo salina nas
mesmas condigdes. Um equipamento PET SPECT CT foi utilizado para obter a
medida de comprimento dos fémures de todos os animais no inicio e no final do
tratamento. Os animais foram colocados, um de cada vez, numa camara do proprio
sistema, onde foram anestesiados com isoflurano numa concentracéo de 0,2 a 3%
(1-2 mL/min), até a total auséncia de reflexos. A anestesia foi mantida durante toda a
radiografia e as imagens foram geradas utilizando o programa Image J. Apos a
obtencdo das imagens pelo programa, os animais foram sacrificados e os fémures
dissecados para serem medidos também com paquimetro digital, como realizado

rotineiramente em nosso laboratoério.

4.6 Bioensaio

Foi realizado um bioensaio utilizando as condi¢cdes padronizadas, no qual
camundongos lit/lit foram submetidos a injecdo de 20 U de HI e apés 30 minutos de
exposicao, injetou-se duas doses de 50 ug do plasmideo pUC-UBI-mGH em ambos
0os musculos TA, seguido de eletrotransferéncia com 3 pulsos de 375 V/cm. Os
animas foram acompanhados e pesados por 36 dias, quando o soro foi coletado
para dosagem de mGH e mIGF-I. Os animais foram submetidos a medida do
comprimento inicial e final dos fémures por radiografia; no final do ensaio foram
determinados os comprimentos total do corpo e da cauda por paquimetro e pesados
0s musculos quadriceps e TA. Neste ensaio utilizou-se um n=7 para o grupo DNA,
n=5 para o grupo salina e n=4 para o grupo de animais heterozigotos utilizados

como controle positivo.
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4.7 Dosagem de mGH

A dosagem de mGH no soro dos camundongos foi realizada utilizando o
sistema comercial Rat/Mouse Growth Hormone ELISA kit, com sensibilidade de 0,07
ng mGH/mL. E um método imunoenzimatico quantitativo do tipo “sanduiche”, onde
uma microplaca de 96 pocos € revestida com um anticorpo monoclonal especifico e
o anticorpo policlonal de deteccédo é conjugado a peroxidase. A leitura foi realizada

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

4.8 Dosagem de hGH

Os niveis de expressdo in vivo de hGH foram determinados mediante a
utilizacdo de radioimunoensaio especifico para este horménio, padronizado em
nosso laboratoério (Bellini et al., 2003). Os reagentes utilizados sao provenientes do
NHPP (National Hormone and Pituitary Program). O ensaio apresenta sensibilidade
de 0,1 ng hGH/mL e como controle de qualidade s&o utilizadas preparacdes
comerciais (Lyphocheck | Immunoassay Plus Control), com diferentes concentracdes

deste hormonio.

4.9 Dosagem de mIGF-I

Foi utilizado o sistema Quantikine ELISA Mouse/Rat IGF-I kit para
determinacdo de mIGF-I no soro dos camundongos, que € um método
imunoenzimatico quantitativo do tipo “sanduiche”, em que uma microplaca de 96
pocos é revestida com um anticorpo monoclonal especifico e o anticorpo policlonal
de deteccdo é conjugado a peroxidase. A dose minima de deteccdo é de 3,5 pg/mL
e a leitura foi realizada em um leitor de placas de microtitulagdo na absorbéancia de
450 nm.
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4.10 Calculo da porcentagem de recuperacdo de crescimento (catch-up

growth)

O catch-up growth (CG), porcentagem de recuperacdo de crescimento dos
camundongos lit/lit tratados com mGH em relacdo aos camundongos heterozigotos,
foi calculado utilizando o peso corpdéreo (g) ou comprimento total do corpo (cm), da
cauda (cm), do fémur (mm), peso dos musculos quadriceps ou tibial (mg), ou a
concentracdo de mIGF-I, de acordo com a seguinte formula:

CG = (Wt-Wc)/(Wn - Wc) x 100

onde:

Wt = pesos ou comprimentos ou concentracdo de mIGF-lI do grupo tratado
com mGH;

Wc = pesos ou comprimentos ou concentracdo de mIGF-I do grupo controle
(salina);

Wn = pesos ou comprimentos ou concentragdo de mIGF-1 do grupo de
animais heterozigotos, nao tratados.

Todas as medidas e concentragdes foram obtidas ao final do bioensaio.

4.11 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do teste t de Student,
considerando-se néo significativo P>0,05. Os dados foram apresentados como
valores médios * desvio padréo (DP).

Os multiplos grupos foram analisados utilizando o programa estatistico
Graphpad Prism (versao 5.0 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA), mediante
analise de variancia “two way ANOVA” e quando houve diferenga significativa entre
0S grupos, estes foram comparados com o grupo controle utilizando o pos-teste de
Bonferroni.

A curva de crescimento dos camundongos, no bioensaio, foi ajustada de
acordo com uma func¢éo polinomial quadréatica de segunda ordem: Y = Bp + B;X + B
X2,



34

5. RESULTADOS

5.1 Genotipagem dos camundongos lit/lit e lit/scid

Para confirmacéo da mutacao little, foram extraidas amostras de DNA a partir
de um fragmento da orelha de cada animal, antes da realizacdo dos ensaios. As
amostras foram submetidas a PCR, digestdo enzimatica e gel de agarose, como
descrito nos métodos. Quando visualizadas duas bandas no gel, uma na altura de
135 pb e uma segunda na altura de 23 pb, os animais correspondentes s&o
identificados como homozigotos néo portadores da mutacdo e de tamanho normal.
Os heterozigotos, que também possuem tamanho normal, sdo aqueles que
apresentam bandas na altura de 158, 135 e 23 pb, enquanto os andes (lit/lit), que
possuem tamanho reduzido, s&o 0s animais cujas amostras apresentam bandas

correspondentes a 158 e 23 pb, conforme é mostrado na Tabela 1 e Figura 4.

Tabela 1: Interpretacdo da genotipagem dos camundongos lit/lit, de acordo com os
tamanhos das bandas obtidas em gel de agarose, ap6és PCR e digestdo das
amostras de DNA

Tamanho Fendtipo Genotipo
esperado das
bandas (pb)
158 e 23 Ando Portador
homozigoto

GHRHR"/+(lit/lit)

158, 135 e 23 Normal Portador
heterozigoto
(lit/+)
135e 23 Normal Nao portador

(+1+)
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M1 2 3 4 F 67

135 158

23

Figura 4: Gel de agarose exemplificando a genotipagem de camundongos lit/lit. (M)
Marcador de peso molecular de 100 pb, (1) controle positivo — lit/lit, (2) controle negativo-
animal normal, (3 e 6) animais heterozigos, (4 e 7) animais andes, (5) animal normal.

Amostras de 1 — 7 foram digeridas com a enzima BseGl.

A partir desses resultados, passou-se a realizar a genotipagem dos casais
utilizados para cruzamento e formacdo da linhagem GHRHR""/+(lit/lit), planejando
0S cruzamentos da seguinte maneira:

Primeiro cruzamento - @ heterozigoto x 4 homozigoto = 50% heterozigoto +

50% homozigoto.

Sequndo cruzamento - @ heterozigoto x & heterozigoto = 25% nao portador +

25% anao + 50% heterozigoto.
O primeiro tipo de cruzamento foi o mais utilizado devido a maior taxa de
nascimento de andes.

Este mesmo procedimento esta sendo utilizado para a linhagem dos lit/scid.
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5.2 Comparacédo da eficiéncia de expressdo proteica entre os musculos tibial
anterior e quadriceps em diferentes condi¢cdes de eletrotransferéncia

Foi realizado um experimento para estudar o local a ser administrado o DNA
plasmidial, utilizando o musculo quadriceps exposto (ja utilizado pelo grupo) ou o
tibial anterior (TA) ndo exposto, o qual apresentaria as vantagens de ser um
procedimento menos invasivo, mais pratico e seguro. Os camundongos lit/lit foram
submetidos a injecdo do plasmideo pUC-UBI-mGH e a eletrotransferéncia em
diferentes condi¢des. Conforme é mostrado na Figura 5, o grupo TA apresentou uma
concentracdo de mGH no soro de 6,7 + 2,5 ng/mL, apés eletrotransferéncia na
condicdo HV/LV: 1 pulso de 800 V/cm e 100 us e 1 pulso de 100 V/cm e 400 ms.
Esta concentracao foi significativamente maior (P<0,03) que a de 3,4 + 0,4 ng/mL,
obtida pelo grupo quadriceps com exposicdo e parametros antigos de
eletrotransferéncia (8 pulsos de 150 V/cm, com duracdo de 20 ms e intervalo de
0,5s); e superior a concentracao de 1,5 = 2,7 ng/mL, obtida para o grupo tibial com 8
pulsos de 150 V/cm. Foi também testada uma condicdo com um pulso alto de 1000
V/cm e 100 ps e 8 pulsos baixos de 70 V/cm de 400 ms (HV/8LV) no musculo tibial,
que apresentou 5,7 £ 0,5 ng mGH/mL. O grupo salina ndo apresentou concentracao
de mGH detectavel no soro.

Ressaltamos que neste experimento néo foi avaliada a eletrotransferéncia no
musculo quadriceps ndo exposto, pois em outro trabalho (Cecchi et al., manuscrito
em preparacao) ja haviamos observado que esta estratégia ndo proporciona niveis
satisfatorios de expressao da proteina de interesse.

A partir desses resultados, foi padronizada a utilizagdo do musculo TA,

seguida da eletrotransferéncia HV/LV.
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Figura 5: Niveis de mGH obtidos no soro de camundongos lit/lit injetados no musculo
quadriceps ou tibial anterior com 50 pg do plasmideo pUC-UBI-mGH, seguido de
eletrotransferéncia, utilizando diferentes parametros. ( B2 ) Salina, ( B ) quadriceps com
exposicao e 8 pulsos de 150 V/cm, (E) TA sem exposicédo e 8 pulsos de 150 V/cm, ()
TA sem exposicao e HV/LV, ( E) TA sem exposicdo e HV/8LV. n=3 animais/condi¢&o.
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5.3 Determinacao do tempo de exposicao e da quantidade de hialuronidase

Foi realizado um ensaio para otimizacado do tempo de exposicdo da enzima
hialuronidase (HI) administrada no musculo tibial anterior dos camundongos lit/lit. Na
Figura 6 € apresentada a concentracdo do horménio de crescimento murino (mGH)
no soro dos animais, determinada 3 dias ap0s a administracdo do DNA plasmidial.
Verificamos que os camundongos nos quais a enzima permaneceu 30 minutos em
contato com as fibras musculares apresentaram uma concentracdo de 2,2 + 0,6
ng/mL de mGH, enquanto os animais dos tempos 15 e 45 minutos apresentaram 1,4
+1,0 e 1,8 £ 0,9 ng/mL, respectivamente e os injetados com salina 0,7 £ 0,2 ng/mL.
Portanto, o tempo de 30 minutos de exposicdo a HI continuara a ser utilizado por
guestdes de praticidade técnica, uma vez que nao houve diferenca significativa entre

0S grupos.

(]
1

a3
1

mGH {ng/mL)

—
1

Figura 6: Concentragdo de mGH no soro de camundongos lit/lit, apos diferentes tempos de
exposicao do musculo tibial anterior a enzima hialuronidase e eletrotransferéncia de 50 pg
do plasmideo pUC-UBI-mGH na condicdo HV/LV. (EB) Salina, (B8)15 minutos, (B3) 30

minutos e () 45 minutos. (n=3 animais/condi¢ao).
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Foi também avaliada a quantidade de HI, administrando-se diferentes doses
em um ou nos dois musculos TA. Na Figura 7 € apresentada a concentracdo de
MGH secretada ap0s a administracdo de HI e do plasmideo pUC-UBI-mGH ou
solucéo salina. Os niveis de mGH no soro dos camundongos que receberam 20 U
de HI foram maiores (1,6 £ 0,4 ng/mL) que os do grupo controle sem administracéo
da enzima, entretanto a diferenca entre todos os grupos néo foi significativa. O grupo
cuja dose de hialuronidase foi 10 U apresentou uma concentracdo de 1,7 + 0,5
ng/mL, 1,5+0,5; 2,0+ 1,2 e 1,6 £ 0,5 ng/mL para os grupos com concentracées de
30, 40 e 20U administradas nos dois musculos tibial respectivamente, enquanto o
grupo controle apresentou 0,8 ng/mL. Com base nesses resultados, decidiu-se

continuar com a administracdo de 20 U Hl/animal.

mGH (ng'mL}

Figura 7: Concentracdo de mGH no soro de camundongos lit/lit, apés administracdo de
diferentes quantidades de hialuronidase no musculo tibial anterior e eletrotransferéncia do
plasmideo pUC-UBI-mGH na condi¢do HV/LV. (e) Sem Hl, (£2) 10 U, (£2) 20 U, (m) 30 U,
(E3) 40 U, (EA) 20 U nos dois tibialis. (=3 animais/condic&o).
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5.4 Determinagéo da quantidade de DNA administrada

Para determinar a quantidade ideal de DNA a ser administrada no musculo,
foram utilizadas doses diferentes do plasmideo e a concentracdo de mGH no soro
dos camundongos lit/lit foi determinada. O grupo administrado com 25 pg DNA
apresentou 0,02 ng/uL, enquanto os grupos com 50, 75 e 100 ug DNA apresentaram
concentracbes de 1,6 + 0,4; 1,8 £ 1,8 e 3,2 = 2,3 ng/mL, respectivamente. A
diferenca entre os grupos nao foi significativa, além de um alto desvio padrdo para
os dois ultimos grupos, conforme é mostrado na Figura 8.

A partir desses resultados, foi decidido continuar com a administragao de 50
png DNA/animal, considerando uma melhor relacdo custo/beneficio. Porém, uma
repadronizacdo da quantidade de DNA foi realizada e os resultados estdo no item
5.9.

F
1

[ =)
1

mGH (ng/mL)
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Figura 8: Concentracdo de mGH no soro de camundongos lit/lit, apés administracdo de
diferentes quantidades do plasmideo pUC-UBI-mGH no mdusculo tibial anterior, seguida de
eletrotransferéncia HV/LV. (E&) Salina, ( &) 25 ug, (B) 50 g, (M) 75 pug e (@) 100 ug. (n=3

animais/condicao).
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5.5 Determinacdo do volume ideal de solugdo de DNA administrado no

musculo TA

Visto que o hGH possui uma melhor precisdo de determinacdo no soro por
ndo sofrer interferéncia do GH enddégeno (mGH) nos imunoensaios, passamos a
realizar experimentos com camundongos lit/scid injetados com o plasmideo que
possui 0 gene do hGH. Para padronizar um volume ideal do plasmideo administrado
no TA, foi realizado um teste com 20 e 10 pL da solucdo de DNA. Neste experimento
foi também utilizada outra condicdo de eletrotransferéncia com 375 V/cm que,
segundo verificado por Fewell et al. (2001) e Nicol et al. (2002), é capaz de
promover um alto nivel de expressao génica.

Conforme ¢é verificado na Figura 9, 0 grupo cujo parametro de
eletrotransferéncia foi 375 V/cm e 20 uL de DNA apresentou uma concentracao da
proteina no soro de 4,3 + 2,3 ng/mL, valor significativamente maior (P<0,01) que
todos os outros grupos, que apresentaram 1,6 £ 0,9; 1,5+ 0,6 e 0,7 £ 0,1 ng/mL para
375 V/icm e 10 pL, HV/LV e 20 pL e salina, respectivamente. A partir desses
resultados optamos por continuar administrando 20 pL de volume de DNA no TA e

alterar para a eletrotransferéncia com 375 V/cm.

hGH {ng/mL)
&

Figura 9: Concentracdo de hGH no soro de camundongos lit/scid, ap6és administracdo de
diferentes volumes de DNA no mdasculo tibial anterior e eletrotransferéncia de 50 pg do
plasmideo pUC-UBI-hGH. () Salina, (E2) 10 uL de DNA e 375V/cm, (E) 20 uL de DNA
e HV/LV () 20 pL de DNA e 375 V/cm. (n = 3 animais/condig&o).
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5.6 Determinacgéo da expresséao de hGH utilizando o poli-L-glutamato

Buscando uma maior expressao de GH, foi realizado um experimento no qual
o DNA foi diluido em solucéo salina acrescida de 6 mg/mL de poli-L-glutamato. Os
camundongos lit/scid foram injetados com 20 pL do plasmideo pUC-UBI-hGH (50 pg)
e submetidos a diferentes condi¢cOes de eletrotransferéncia (Figura 10).

Quando utilizada a eletrotransferéncia com 375 V/cm de 25 ms e 0,5 s de
intervalo, o grupo com poli-L-glutamato apresentou uma concentracdo de hGH no
soro de 3,6 =+ 1,6 ng/mL, porém n&o foi maior que o valor de 4,3 + 2,3 ng/mL obtido
para o grupo sem a adicdo do polimero.

Com a eletrotransferéncia HV/LV, foram obtidas concentracdes bem inferiores
de hGH no soro para os dois grupos: 1,3 £ 0,4 e 1,5 + 0,6 ng/mL com e sem 0 uso
do poli-L-glutamato, respectivamente, novamente ndo havendo um aumento de

expressao proteica.

hGH (ngfmL)
&

T
Figura 10: Concentragdo de hGH no soro de camundongos lit/scid , ap6s administracao do
plasmideo pUC-UBI-hGH diluido em solucéo salina acrescida ou nédo de poli-L-glutamato,
no musculo tibial anterior seguida de eletrotransferéncia. (E8) Salina, (E3) 375 V/cm com
poli-L-glutamato, (B2) 375 V/cm sem poli-L-glutamato, () HV/LV com poli-L-glutamato,

(E2) HV/LV sem poli-L-glutamato. (n=3 animais/condi¢&o).
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5.7 Determinacéao da expresséo de mGH utilizando o poli-L-glutamato

Um ensaio comparando as diferentes condicbes de eletrotransferéncia
(HV/LV e 375 V/cm) e utilizando o poli-L-glutamato foi também realizado em
camundongos lit/lit, injetados com o plasmideo contendo o gene do mGH, para
confirmar os resultados do experimento anterior.

Como mostrado na Figura 11, o grupo HV/LV apresentou uma concentracao
de 2,3 £ 0,8 ng mGH/mL, e quando houve a combinacdo desse parametro com o
polimero, a concentracéo foi de 2,7 + 1,7 ng/mL. Utilizando o parametro de 375 V/cm
foi possivel atingir a concentracdo de 2,9 + 0,9 ng/mL, enquanto com o poli-L-
glutamato a concentracdo foi de 1,3 = 0,5 ng/mL, sem apresentar uma diferenca
significativa.

Com base nesses resultados, optamos por manter a utlizacdo da

eletrotransferéncia 375 V/cm, sem a adi¢éao do poli-L-glutamato.
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Figura 11: Concentragdo de mGH no soro de camundongos lit/lit, apds administracdo do
plasmideo pUC-UBI-mGH diluido em solucéo salina acrescida ou ndo de poli-L-glutamato ,
no musculo tibial anterior, seguida de eletrotransferéncia. (E& ) Salina, ( B3 ) 375 V/icm
com poli-L- glutamato, ( BE2) 375 V/icm sem poli-L-glutamato, ( I ) HV/LV com poli-L-

glutamato, () HV/LV sem poli-L-glutamato. (n=3 animais/condi¢céo).
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5.8 Padronizacéo da quantidade de pulsos utilizados para eletrotransferéncia

Foi realizado um experimento para avaliar diferentes quantidades de pulsos
de 375 V/cm para eletrotransferéncia. Observamos que um unico pulso, que vinha
sendo utilizado nos ensaios, proporcionou um nivel de expressdo de mGH de 0,6 +
0,2 ng/mL, enquanto quando utilizados dois pulsos obtivemos 2,9 + 2,5 ng/mL; a
condicao de trés pulsos forneceu 3,2 + 0,8 ng/mL (Figura 12). Apesar do aumento de
expressao proteica para as duas ultimas condi¢cdes analisadas, devido ao elevado
desvio padréo ndo houve diferencga estatistica entre 0os grupos.

A partir desses resultados optamos por utilizar trés pulsos de 375 V/cm, pois
esta condicdo apresentou menor variabilidade de resposta em relacédo a utilizacéo

de 2 pulsos e ndo pareceu causar desconforto aos animais.
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Figura 12: Concentragdo de mGH no soro de camundongos lit/lit, apds administracao do
plasmideo pUC-UBI-mGH no musculo tibial anterior, seguida de eletrotransferéncia com 375
V/cm. (E&) Salina, ( B3 )1 pulso, (B3) 2 pulsos, () 3 pulsos. (n=3 animal/condi¢&o).
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5.9 Repadronizagéo da quantidade de DNA administrada

Foi realizado um novo ensaio com administracéo de 50, 75 e 100 ug de DNA,
seguida de trés pulsos de 375 V/cm, para confirmar a dose utilizada anteriormente
(50 ug) e a presenca do efeito de saturacdo. Conforme verificamos na Figura 13, o
grupo em que foram administrados 50 pug de DNA apresentou uma concentragao de
5,2 = 3,4 ng/mL de mGH no soro, enquanto os grupos 75 e 100 pg, apresentaram
3,1 + 0,8 e 3,9 + 4,1, respectivamente e 0 grupo controle apresentou 0,5 + 0,2
ng/mL. N&o houve diferenca significativa entre os grupos tratados com DNA, mas foi
possivel confirmar que ha uma reducao/estabilizacdo na expressao da proteina de
interesse quando sao administradas doses superiores a 50 pg, um efeito ja
observado previamente por nds (Oliveira et al., 2010). Dessa forma, foi decidido

continuar com a administracao de 50 pg DNA/animal.
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Figura 13: Concentracdo de mGH no soro de camundongos lit/lit, apés administracéo de
diferentes quantidades do plasmideo pUC-UBI-mGH no musculo tibial anterior, seguida de
eletrotransferéncia com 3 pulsos de 375 V/cm. (E8) Salina, (E) 50 ug, &) 75 pg, (@) 100

Mg. (n=3 animais/condicao).
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5.10 Padronizacao do local e numero de injegcdes em camundongos lit/lit

Visando obter uma maior expressdo da proteina estudada, foi testada a
administracdo do plasmideo pUC-UBI-mGH em diferentes locais do musculo tibial
anterior. O grupo que recebeu duas injecdes de 50 pg/20 puL do plasmideo no
mesmo musculo apresentou niveis de expressao de 5,9 + 2,7 ng/mL, enquanto o
grupo que recebeu duas injecbes em cada musculo apresentou 14,7 + 3,7 ng/mL,
valor significativamente maior (P<0,001) que a do grupo anterior e do controle que
foi de 0,5 + 0,2 ng/mL (Figura 14).
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Figura 14: Concentragcdo de mGH no soro de camundongos lit/lit, apds administracdo do
plasmideo pUC-UBI-mGH em diferentes locais do musculo tibial anterior, seguida de
eletrotransferéncia com 3 pulsos de 375 V/cm. (E& ) Salina, (E8) 2 injecGes no mesmo TA,

(B3) 2 injegdes em cada TA. (n=3 animais/condig&o)
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5.11 Comparacdo das medidas de comprimento dos fémures por paquimetro e
radiografia

Para avaliar o crescimento dos fémures dos camundongos lit/scid utilizando
um paquimetro digital ou radiografia, um experimento de 28 dias foi realizado
administrando-se o plasmideo pUC-UBI-hnGH no musculo TA desses animais.
Comparou-se o comprimento dos fémures dos animais no inicio e final do ensaio por
radiografia e no final as medidas foram realizadas também com um paquimetro
digital, apds eutanasia dos animais e disseccdo dos fémures. Na Tabela 2 séo
mostrados os valores médios dos fémures direito e esquerdo dos grupos que foram
injetados com o plasmideo ou solucéo salina.

Com o paquimetro digital, o comprimento apresentado para o grupo em que
foi administrada solugéo salina foi de 10,05 + 0,85 mm, enquanto o grupo DNA
apresentou 10,75 = 0,61 mm, com um incremento néo significativo de 7,0% para o
fémur direito. Para o fémur esquerdo, os grupos salina e DNA apresentaram 9,85 +
0,63 e 9,88 £ 0,66 mm, respectivamente, com 0,3% de incremento, sem também
apresentar aumento significativo.

Quando os animais foram submetidos a radiografia, foi possivel calcular o
incremento do comprimento a partir das medidas realizadas no mesmo animal, antes
e depois do experimento. O grupo salina apresentou um incremento de 5,5% para o
fémur direito e 4,1% para o esquerdo, ndo apresentando aumentos significativos;
enquanto o grupo DNA apresentou para o fémur direito 19,4% e para o esquerdo
12,3%, sendo ambos incrementos altamente significativos (P<0,0001).

Estes resultados mostram que a técnica de radiografia é mais eficiente, uma
vez que é possivel realizar as medidas inicial e final em um mesmo animal, anulando
possivelmente um alto percentual de erro quando se compara com animais

diferentes.
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Tabela 2: Medida dos comprimentos dos fémures de camundongos lit/scid por
radiografia e paquimetro digital, antes e apos injecdo de DNA plasmidial no musculo
tibial anterior, seguida de eletrotransferéncia.

Paquimetro digital

n Antes Depois Incremento (%)*  Significancia *
Fémur direito (mm)
Salina 10 _ 10,05 + 0,85 _
DNA 8 - 10,750,61 7,0 n.s.
Fémur esquerdo (mm)
Salina 10 - 9,85+ 0,63 -
DNA 8 — 9,88 + 0,66 0,3 n.s.
Radiografia
n Antes Depois Incremento (%)* Significancia’
Fémur direito (mm)
Salina 10 8,47+0,45 8,94 + 0,66 5,6 n.s.
DNA 10 8,39+041 10,02 £ 0,84 19,4 P<0,001
Fémur esquerdo (mm)
Salina 10 8,35+0,70 8,69+ 0,46 4,1 n.s.
DNA 10 8,18+ 0,44 9,19+0,46 12,3 P<0,001

" DNA final vs. salina (em animais diferentes); “Condicao final vs. condicao inicial (no mesmo animal)
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5.12 Bioensaio para avaliacdo dos parametros de crescimento apés a
administragcdo de DNA plasmidial no musculo tibial anterior de camundongos
lit/lit

Para testar todas as condi¢cdes estudadas e otimizadas até o momento, foi
realizado um bioensaio com camundongos lit/lit e administracdo do plasmideo
contendo o gene do mGH. Os animais receberam duas injecdes desse plasmideo
em cada TA e foram acompanhados e pesados durante 36 dias.

Na Figura 15 é mostrada a variacdo do peso desses animais durante todo o
ensaio. Podemos observar que o0 grupo que recebeu a injecdo com o plasmideo
apresentou uma variacdo de peso maior em relacdo ao grupo em que foi
administrada salina e também em relacdo ao grupo heterozigoto ndo tratado. As
equacOes das curvas de crescimento foram para o grupo DNA: Y= - 0,3897 +
0,2256X - 0,0028x10°X? (R?= 0,9808); para o grupo salina: Y= - 0,4322 + 0,0451X -
0,0004x103X? (R?= 0,7940); e para o grupo de animais heterozigotos: Y= - 0,0535 +
0,1195X - 0,0004x103X? (R?=0,9810). A curva dos animais tratados apresentou uma
diferenca altamente significativa (P< 0,0001) em relacdo a curva dos controles.

Variagio de peso (g/camundongo)

N 5 0 & P P @l o
Tempo (dias)

Figura 15: Variacdo de peso de camundongos lit/lit, apés administracdo do plasmideo pUC-

UBI-mGH em dois locais de cada musculo tibial anterior, seguida de eletrotransferéncia com

3 pulsos de 375 V/cm. () Salina, n=5; ("k) animais heterozigotos sem tratamento, n=4;

(%) DNA, n=7.
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Os niveis de mGH no soro desses animais foram determinados no final do
experimento, conforme € mostrado na Figura 16. O grupo tratado apresentou uma
concentracdo da proteina de interesse de 8,5 + 2,3 ng/mL, significativamente maior
(P<0,0002) em relacdo ao grupo salina que apresentou 1,7 + 1,9 ng/mL, assim como
foi também superior (P<0,0002) quando comparado com o grupo de animais

heterozigotos nao tratados (4,5 + 1,5 ng/mL).
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Figura 16: Concentracdo de mGH no soro de camundongos lit/lit, apés 36 dias da
administracdo do plasmideo pUC-UBI-mGH em dois locais de cada musculo tibial anterior,

seguida de eletrotransferéncia com 3 pulsos de 375 V/cm. (&) Salina, n=5; (E3) DNA, n=
7; (B3) heterozigotos, n= 4.
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Foram também avaliados alguns pardmetros que estdo diretamente
relacionados ao crescimento longitudinal, antes e depois da administragcdo do
plasmideo para determinar o percentual de crescimento e o catch-up growth. Na
Tabela 3 observamos que para todos os parametros avaliados, o grupo tratado
apresentou um percentual de incremento altamente significativo em relagdo ao
grupo controle (salina), com P<0,001 para o peso corporeo e P<0,002 para o
comprimento do corpo, da cauda e para ambos os fémures. O grupo com animais
heterozigotos também apresentou diferenca significativa em relagéo a salina, porém
esta diferenca foi inferior a do grupo tratado: P<0,05 para o peso do corpo,
comprimento da cauda e fémur esquerdo e P<0,02 para comprimento total do corpo
e fémur direito. As porcentagens de recuperacdo de crescimento dos camundongos
lit/scid tratados em relacdo aos camundongos heterozigotos de mesma idade (catch-
up growth) para o peso corpéreo, comprimento da cauda, do corpo, dos fémures
direito e esquerdo foram de: 69,2 + 19,5; 39,7 £ 14,8; 45,4 £ 14,3; 86,4+ 21,6 e 71,4

+ 25,3, respectivamente.



Tabela 3: Parametros de crescimento determinados antes e apds 36 dias da administracdo de duas injecfes de 50 pg do

plasmideo pUC-UBI-mGH em cada musculo tibial anterior de camundongos lit/lit.

Parametro de crescimento n Antes do Final do Incremento Significancia ! Catch-up
tratamento tratamento (%) ! (%)

Peso corpéreo (g)

pUC-UBI-mGH 7 10,63 £ 0,96 14,81+ 1,25 39,3 P<0,001 69,2 £19,5

Heterozigotos 4 16,64 +1,82 20,22 +1,94 21,5 P<0,05

Salina 5 10,46 +0,55 11,07 +0,76 5,8 n.s.

Comprimento da cauda (cm)

pUC-UBI-mGH 7 6,53 +0,13 7,18 £0,33 9,9 P<0,002 39,7+14,8

Heterozigotos 4 6,95+0,13 7,78 £0,32 11,9 P<0,05

Salina 5 6,68 £ 0,20 6,96 £ 0,18 4,2 P<0,05

Comprimento total do corpo (cm)

pUC-UBI-mGH 7 13,19+0,45 14,54 £ 0,50 10,2 P<0,002 45,4 + 14,3

Heterozigotos 4 14,55 £ 0,39 15,8+0,74 8,6 P<0,02

Salina 5 13,18 £ 0,36 13,76 £ 0,24 4,4 P<0,02

Comprimento do fémur direito (mm)

pUC-UBI-mGH 7 0,94 £ 0,03 12,5+0,05 32,9 P<0,002 86,4 +21,6

Heterozigotos 4 1,08 £ 0,09 12,9+0,11 19,4 P<0,02

Salina 5 1,00 £ 0,05 10,6 £ 0,04 6,0 n.s.

Comprimento do fémur esquerdo (mm)

pUC-UBI-mGH 7 1,00 £ 0,08 12,4+ 0,06 24,0 P<0,002 71,4 £25,3

Heterozigotos 4 1,11 £ 0,07 13,0£0,12 17,1 P<0,05

Salina 5 1,01 +0,07 10,4+ 0,04 2,9 n.s.

"Condicao final vs. condicao inicial
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A concentracdo de mIGF-lI secretada ap6s a administracdo do plasmideo
pUC-UBI-mGH ou salina é apresentada na Tabela 4. O grupo que recebeu a inje¢do
com o plasmideo apresentou uma concentracdo da proteina de interesse superior a
apresentada pelo grupo controle (salina), contudo, ndo houve diferenca significativa.

Os musculos tibial anterior e quadriceps direito e esquerdo foram removidos e
pesados visando avaliar os efeitos autécrinos/paracrinos e endécrinos do GH.
Verificamos que para o grupo DNA, o muasculo quadriceps direito apresentou um
percentual de incremento de peso de 31,4 % e o esquerdo um incremento de peso
de 29,4%, somente para o direito foi observada uma diferenga significativa (P<0,01),
em relacdo ao grupo controle (salina). Os musculos tibial anterior direito e esquerdo
apresentaram 27,2 e 38,1% de incremento de peso para 0 grupo DNA,
respectivamente, estatisticamente significativo somente para o tibial esquerdo (P<
0,005). O grupo tratado com mGH apresentou porcentagens de recuperacédo (catch-
up) em relagcdo aos camundongos heterozigotos de idade correspondente de 9,8 +
5,1 para o mIGF-I; 45,7 £ 51,6 e 69,2 + 37,7 para o tibial anterior direito e esquerdo,
respectivamente; 31,0 + 20,5 para o quadriceps direito e 27,5 £ 29,3 para o

quadriceps esquerdo.
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Tabela 4: Concentracdo de mIGF-1 no soro de camundongos lit/lit e peso dos

musculos tibial anterior e quadriceps, ap6s a administracdo de duas injecdes de 50

pg do plasmideo pUC-UBI-mGH ou salina nos musculos tibiais anteriores direito e

esquerdo, seguida de eletrotransferéncia

Parametro de Catch-up

Crescimento n Final do Incremento  Significancia ! (%)
tratamento (%) !

mIGF-1 (ng/mL)

pUC-UBI-mGH 7 71,2+16,9 49,2 n.s. 9,8+5,1

Heterozigotos 4 325,0+£142,0 81,3 P<0,005

Salina 5 47,7 £ 33,5 N S

Peso tibial anterior D (mg)

pUC-UBI-mGH 7 0,28 £ 0,09 27,2 n.s. 45,7 £ 51,6

Heterozigotos 4 0,37 £0,09 68,2 P<0,02

Salina 5 0,22 + 0,05 S N

Peso tibial anterior E (mg)

pUC-UBI-mGH 7 0,29 + 0,05 38,1 P<0,005 69,2 + 37,7

Heterozigotos 4 0,34 + 0,06 61,9 P<0,005

Salina 0,21 +0,03 S S

Peso quadriceps D (mg)

pUC-UBI-mGH 0,67 +£0,11 31,4 P<0,01 31,0+20,5

Heterozigotos 1,04 £ 0,08 103,9 P<0,002

Salina 5 0,51 +0,07 — S

Peso quadriceps E (mg)

pUC-UBI-mGH 7 0,66 + 0,15 29,4 n.s. 27,4+29,3

Heterozigotos 4 0,92+0,12 80,4 P<0,002

Salina 5 0,51 +0,09 J— —

T Grupo tratado ou heterozigoto em relacéo ao grupo salina.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho foram propostas estratégias com o intuito de padronizar uma
metodologia de eletrotransferéncia eficiente, que permitisse atingir a maxima
recuperacdo de crescimento de camundongos andes lit/lit ou lit/scid, em relacdo ao
camundongo de tamanho normal (catch-up growth).

Uma etapa preliminar necessaria para o desenvolvimento do estudo foi a
genotipagem dos camundongos andes. A identificacdo da mutacgéo little por meio do
teste de genotipagem foi de extrema importancia para a realizacdo dos estudos com
0S animais, uma vez que o0 cruzamento aleatdrio (apenas observando o fenétipo)
nado estava sendo satisfatério para obtencdo de animais adequados para
experimentacdo. Somente ap0s essa padronizacao foi possivel obter camundongos
andes para a manutencgéo da col6nia e para a realizagdo dos experimentos.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo, a administracdo do DNA plasmidial
foi realizada no musculo quadriceps exposto de camundongos lit/lit ou lit/scid,
utilizando o gene do hGH ou do mGH (Oliveira et al., 2010; Higuti et al., 2012,
Cecchi et al., 2014). Neste trabalho foi realizada uma comparacédo entre a utilizacao
do musculo quadriceps exposto e o tibial anterior ndo exposto, utilizando também
duas condicOes de eletrotransferéncia: 8 pulsos de 150 V/cm e 20 ms, com intervalo
de 0,5s (utilizada nos trabalhos prévios) ou 1 pulso de 800 V/cm e 100 us e 1 pulso
de 10 V/cm e 400 ms, denominada HV/LV. Utilizando o tibial anterior sem exposi¢cao
e a nova metodologia de eletrotransferéncia (HV/LV) foi possivel obter niveis de
expressdo de mGH significativamente superiores (P<0,03) aos obtidos pelo grupo
quadriceps com exposi¢do. A utilizagdo do musculo tibial ndo exposto, além de
obviamente ser uma técnica menos agressiva, mais pratica e segura, foi relatada
como sendo mais efetiva na incorporacdo do plasmideo, principalmente quando
combinada a um pulso curto e de alta voltagem, seguido por um pulso longo e de
baixa voltagem, ou seja, a condicdo de eletrotransferéncia HV/LV (Bureau et al.,
2000; Satkouskas et al. 2002; Hojman et al., 2007).

Os resultados obtidos na determinagcdo do tempo de exposi¢cdo da enzima
hialuronidase (HI) estdo de acordo com os apresentados por Mennuni et al. (2002),
que também observaram que independentemente do tempo de exposicdo a enzima,
h4 um aumento na expressdo da proteina de interesse. Porém em relacdo a

quantidade de HI, os resultados divergem, pois neste mesmo trabalho foi relatado
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que a partir de 36 U de HI havia um aumento na expressao de eritropoietina,
enquanto ndo observamos diferenca significativa nos niveis de expressdo quando
variamos as doses entre 10 e 40 U da enzima.

No presente trabalho, o primeiro ensaio para determinar a quantidade de DNA
administrada no musculo, mostrou que quanto mais DNA administrado, mais
elevada a expressao da proteina de interesse e estes resultados estdo de acordo
com os obtidos por Wang et al. (2005). Por outro lado, em nosso grupo (Oliveira et
al., 2010) foi observada uma diminuicdo da expressdo proteica em doses acima de
50 pg de plasmideo administrado no quadriceps de camundongos lit/scid,
provavelmente devido a um efeito de saturacdo, que também ja havia sido relatado
por Golzio et al. (2004) e Fattori et al. (2005). Isso se confirmou em um segundo
ensaio, no qual a administracdo de 50 pg do plasmideo pUC-UBI-mGH, seguida de
eletrotransferéncia, em camundongos lit/lit, resultou em uma expresséo de 5,2 + 3,4
ng/mL de mGH, superior as doses de 75 ug (3,1 £ 0,8 ng/mL) e 100 pg (3,9 £ 4,1
ng/mL).

Em um experimento subsequente, foram utilizados outros parametros de
eletrotransferéncia (1 pulso de 375 V/cm de 25 ms e 0,5 s de intervalo), comparando
com a HV/LV, uma vez que na literatura esta condicdo é descrita como sendo
eficiente para a obtencdo de altos niveis de expressao da proteina de interesse
(Fewell et al., 2001; Nicol et al., 2002). Neste mesmo ensaio foram também
utilizados diferentes volumes de solucdo do DNA (10 e 20 pL), administrados no
muasculo TA. Além disso, camundongos lit/scid foram injetados com o plasmideo
pUC-UBI-hGH, uma vez que para determinar o hGH, ndo ha interferéncia do GH
endogeno. De acordo com os resultados, a combinacdo de 20 pL com 375 V/cm foi
mais eficiente (P<0,01) quando comparada com o0s outros parametros estudados.
Embora a condi¢cdo HV/LV venha sendo descrita em diversos trabalhos como sendo
efetiva na absorcéo do plasmideo pelas células musculares do tibial anterior (Bureau
et al., 2000; Satkauskas et al., 2002; Hojman et al., 2007), os resultados com 375
V/cm estdo de acordo com outros autores que mostraram que esta condicdo de
eletrotransferéncia proporcionou niveis de expressdo elevados de eritropoietina
(Fewell et al., 2001; Nicol et al., 2002). O volume utilizado confirma os estudos
apresentados por Higuti (2016), mostrando que a diminuicdo do volume foi vantajosa
de 50 para 20 pL, mas que nao forneceu aumento satisfatério quando foi de 20 uL

para 10 pL. Wang et al. (2005) também observaram o mesmo tipo de efeito, ou seja,
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a diminuicdo do volume de solu¢cdo do plasmideo injetado, forneceu menores niveis
de expresséo de leptina no soro de camundongos diabéticos.

Outra tentativa de aumento da expressdo de GH in vivo, foi a adicdo do
polimero poli-L-glutamato a solucdo do DNA plasmidial. Utilizando a
eletrotransferéncia de 1 pulso de 375 V/cm, o grupo com a adi¢do deste polimero
ndo apresentou niveis de hGH no soro, superiores as obtidas pelo grupo sem o poli-
L-glutamato. Quando utilizada a eletrotransferéncia HV/LV, além das concentracdes
obtidas terem sido inferiores para ambos os grupos (com e sem o polimero), nédo
houve também aumento com a adicdo do polimero. Contudo, na literatura foram
encontrados aumentos de 2 a 12 vezes para a expressao da enzima SEAP
(secreted embryomic alkaline phosphatase) e da eritropoietina, com a utilizagcédo do
poli-L-glutamato (Fewell et al., 2001; Nicol et al., 2002; Mc Mahon & Wells, 2004).
Quando um experimento semelhante foi realizado, com a administragdo do
plasmideo contendo o gene do mGH e em camundongos lit/lit, ndo houve também
diferenca significativa para ambas as condi¢cdes de eletrotransferéncia ou para os
grupos com e sem o polimero. Dessa forma, optamos por continuar com 1 pulso de
375 V/cm, sem a adicao do poli-L-glutamato.

Como em Nicol et al. (2002) haviam sido utilizados dois pulsos de 375 V/cm,
decidimos realizar um ensaio para otimizar esse parametro, utilizando 1, 2 e 3
pulsos. O grupo em que se aplicou apenas 1 pulso, apresentou 0,6 + 0,2 ng/mL de
mGH, enquanto 2 e 3 pulsos apresentaram 2,9 = 0,2 e 3,2 + 0,8 ng/mL,
respectivamente. A partir desses resultados optamos por utilizar 3 pulsos de 375
V/cm, pois esta condicdo apresentou menor variabilidade de resposta em relacéo a
utilizacao de 2 pulsos e néo pareceu causar maior desconforto aos animais.

A partir da confirmacéo de que a administracdo de grandes quantidades de
DNA em apenas um local do musculo ndo aumenta a expressao da proteina de
interesse, provavelmente devido a um efeito de saturacéo (Oliveira et al., 2010).
Resolvemos administrar o plasmideo em mais de um local no mesmo musculo ou
nos dois musculos. Os resultados mostraram que duas injecdes de 50 pug de DNA
em cada TA forneceu niveis de expressdo significativamente mais elevados da
ordem de 2,5 vezes (P<0,001), quando comparada com a mesma quantidade
injetada em apenas um dos musculos. Fattori et al. (2005) também descreveram um
aumento na expressdo de eritropoietina de até cerca de 25 vezes, quando

realizadas trés ou quatro injecdes no tibial anterior de coelhos. Em outro trabalho



58

(Wang et al., 2005), foi verificado que a injecdo da mesma quantidade do plasmideo
injetada em dois locais do musculo, proporcionou aumentos significativos nos niveis
de expressdo de leptina. Gardiner et al. (2006), em estudos com vacina de DNA
buscando imunizacdo, também obtiveram melhores resultados quando
administraram o0 plasmideo via intramuscular em mais de uma pata dos
camundongos.

Neste trabalho foi também padronizada uma metodologia para determinacao
do comprimento dos fémures, em que as medidas no mesmo animal foram feitas por
radiografia, antes e depois do experimento. Isso possibilitou a reducao de possiveis
erros quando comparada com a medida por paquimetro digital, utilizada
anteriormente pelo nosso grupo, que obviamente necessita do uso de animais
diferentes (Higuti et al., 2012; Cecchi et al., 2014; Higuti et al., 20160). Com o
paquimetro digital, o fémur direito do grupo tratado apresentou um percentual de
incremento de 7,0%, o fémur esquerdo apresentou 0,3% de incremento € 0 grupo
controle ndo apresentou um incremento significativo. Dessa forma, ndo houve
diferenca significativa para o incremento de ambos os fémures, comparando com o
grupo salina. Enquanto que para os mesmos animais submetidos a radiografia, os
incrementos foram 12,3% e 19,4% para os fémures direito e esquerdo do grupo
tratado e para o grupo salina foram 5,6% para o fémur direito e 4,1% para o
esquerdo, sendo ambos altamente significativos em relacdo a condicao inicial dos
mesmos animais (P<0,001).

A partir da padronizacdo dos parametros de eletrotransferéncia foi realizado
um bioensaio de 36 dias, no qual camundongos lit/lit receberam duas inje¢cdes do
pUC-UBI-mGH em cada musculo TA e foram submetidos a 3 pulsos de 375 V/cm e
25 ms e 0,5 s de intervalo, para avaliagdo de parametros de crescimento,
principalmente os relacionados ao crescimento longitudinal.

Quanto a curva de variacao de peso corporeo, os camundongos tratados com
DNA plasmidial apresentaram um comportamento semelhante aos dos
camundongos heterozigotos sem tratamento e ambas as curvas apresentaram
diferencas altamente significativas em relacdo a curva dos animais que receberam
salina (P<0,0001). Ap6s o ajuste das equacbes das curvas usando a funcéo
quadratica, observamos que as inclinagdes das curvas para 0s grupos tratado e
heterozigoto foram 0,2256 e 0,1195 g/camundongo/dia, respectivamente. Se

compararmos com as curvas de Higuti et al. (2016), no qual foi realizado o0 mesmo
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tratamento estatistico, podemos notar que obtivemos um resultado similar, pois foi
obtido neste trabalho uma inclinacdo de 0,2330 g/camundongo/dia, ap6s 1 més da
administracdo de uma injecdo em cada TA de 50 pg de pUC-UBI-hGH, em
camundongo lit/scid de 80 dias de idade, utilizando a eletrotransferéncia HV/LV.
Lembramos que no presente trabalho foram utilizados camundongos lit/lit com
aproximadamente essa mesma idade.

Por outro lado, se avaliarmos em relagdo ao nosso modelo homélogo (Cecchi
et al., 2014), no qual foi obtida uma inclinacdo de 0,130 g/camundongo/dia, apés 1
més da administracdo do DNA plasmidial, podemos considerar que houve uma
melhora no desempenho da nossa estratégia de terapia génica. Porém, devemos
ressaltar que neste bioensaio os camundongos lit/lit receberam apenas uma injecao
do pUC-UBI-mGH no mdusculo quadriceps exposto e nas condi¢cdes antigas de
eletrotransferéncia (8 pulsos de 150 V/cm, com duracao de 20 ms e intervalo de 0,5
S entre 0s pulsos).

Ao analisarmos os niveis de mGH na circulacdo dos camundongos lit/lit ao
final do bioensaio de 36 dias (8,5 + 2,3 ng/mL), verificamos que sdo da ordem de 2
vezes mais elevadas que os obtidos anteriormente (Cecchi et al., 2014). Estes niveis
podem ser considerados da mesma ordem dos valores mais elevados de hGH
obtidos até o momento, que foram de ~ 6,7 + 1,2 ng hGH/mL em camundongos
lit/scid (Higuti et al., 2016). Enfatizamos que o modelo heter6logo tem apresentado
resultados mais expressivos, mas que o homélogo é o mais interessante e real,
quando se almeja o desenvolvimento futuro de protocolos clinicos.

Com relacdo aos parametros de crescimento longitudinal, podemos também
afirmar que houve uma melhora significativa se compararmos, por exemplo, 0s
valores de catch-up growth. No modelo homologo descrito em Cecchi et al. (2014),
foram obtidas recuperacbes da ordem de 20% para O peso corporeo, 0S
comprimentos da cauda, do total do corpo e dos fémures. No trabalho de Higuti et al.
(2016), ocorreu um aumento significativo dos valores de catch-up, de pelo menos
duas vezes, atingindo os valores maximos da ordem de 77% para o comprimento
dos fémures, quando utilizados camundongos mais jovens (40 dias de idade). No
presente trabalho, observamos que os valores de catch-up variaram de 40 a 70%
para o peso e comprimento do corpo total e da cauda. Novamente a maior corre¢cao
fenotipica foi obtida para o comprimento dos fémures, com valores da ordem de
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79%, confirmando o notavel efeito osteogénico do GH, mesmo utilizando
camundongos de aproximadamente 80 dias de idade.

Quanto a determinacdo do mIGF-I no soro dos camundongos lit/lit tratados
com o gene do mGH, foram obtidos niveis mais elevados de até 1,5 vezes
superiores em relacdo aos camundongos que receberam salina, porém sem
diferenca significativa e com alto desvio-padrdo ap6s 36 dias. Os camundongos
andes tratados atingiram niveis inferiores (da ordem de 4,5 vezes) que os dos
camundongos heterozigotos sem tratamento. Estes resultados sdo similares aos
obtidos anteriormente utilizando o modelo homélogo (Cecchi et al., 2014), porém séo
inferiores aos obtidos por Higuti et al. (2016), que apresentaram, pela primeira vez,
niveis de mIGF-I comparaveis aos dos camundongos normais sem tratamento apés
15 dias da administracédo de DNA plasmidial, em camundongos lit/scid de 40 dias de
idade.

A utilizacdo de outras metodologias de transferéncia génica ja proporcionou
uma completa normalizacdo dos niveis de IGF-I e do peso corpéreo. Sondergaard et
al. (2003) e Khamaisi et al. (2007), mediante injecdo hidrodinamica em
camundongos hipofisectomizados, obtiveram valores de 400-600 ng IGF-I/mL,
enquanto os dos grupos controles foram inferiores a 100 ng/mL. Correcao fenotipica
e normalizacéo dos niveis de IGF-I foram também obtidos ap6s administracao de um
vetor adenoviral na veia caudal de camundongos lit/lit, o grupo tratado apresentou
238 ng IGF-I/mL e o controle, 61 ng/mL (Hahn et al., 1996). Outros pesquisadores,
Sagazio et al. (2008) e Martari et al. (2009), utilizaram um vetor adenoviral contendo
o0 gene do mGH em um modelo de camundongo de deficiéncia isolada de GH
(GHRHRO). O primeiro desses estudos, empregando a administracao
intraperitoneal, proporcionou uma normalizacdo do peso corporeo e dos niveis de
IGF-I (400-600 ng/mL; controle = ~ 100 ng/mL), enquanto no segundo, mediante
injecdo no quadriceps, foi obtida apenas uma correcao fenotipica parcial, com niveis
de IGF-I da ordem de 50 ng/mL, nao significativamente diferentes do grupo controle.

Na literatura € descrita uma correlacdo positiva entre a idade e os niveis de
mIGF-I, como a encontrada em camundongos néo deficientes de GH (lit/+), nos
quais foram obtidos niveis de ~100 ng/mL em camundongos de uma semana e de
~550 ng/mL, apos 8 semanas de idade (Donahue et al., 1993). Courtland et al.
(2011) observaram que durante a fase puberal, que corresponde de 4 a 8 semanas

em camundongos, as mudancas corporais e no comprimento dos 0sSs0s ocorrem
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mais rapidamente. Este fato foi confirmado recentemente (Higuti et al., 2016), onde a
resposta de todos os parametros de crescimento e dos niveis de mIGF-I foram mais
pronunciadas em camundongos de 6 semanas (40 dias de idade), quando
comparadas com os de ~12 semanas (80 dias de idade).

Portanto, podemos concluir que no presente trabalho foram obtidas melhoras
significativas em nosso modelo homélogo de terapia génica, principalmente em
relacdo aos niveis de mGH e aos parametros de crescimento dos camundongos
lit/lit. Acreditamos que o0 emprego de camundongos mais jovens, de
aproximadamente 40 dias de idade, possa aumentar ainda mais as porcentagens de
recuperacdo de crescimento e os niveis de mIGF-I, atingindo valores similares aos

dos camundongos normais.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

e ApOs administracdo do DNA plasmidial no musculo tibial anterior ndo exposto,
mediante diferentes condicGes de eletrotransferéncia (HV/LV ou 375 V/cm),
foram obtidos altos niveis de expressdo de mGH. Foi observado que a
utilizacdo deste muasculo é eficiente, mais pratica e menos invasiva em

relacdo ao musculo quadriceps exposto.

e O tempo de exposicdo da enzima hialuronidase (HI) de 30 minutos
proporcionou niveis séricos de mGH superiores aos dos outros tempos
testados (15, 45 minutos). A dose de 20 U de HI foi escolhida para dar
continuidade aos ensaios por n&o ter sido observado um aumento significativo

de expresséo de GH quando doses maiores foram utilizadas.

¢ A guantidade de 50 pg de DNA administrada no muasculo TA proporcionou
uma expressao de GH semelhante as outras doses (25, 75 e 100 pg), pois a
diferenca entre elas nao foi significativa e por esta razao foi decidido manter

esta dose que ja era utilizada pelo grupo.

e A injecdo de 20 pL de solucdo do plasmideo pUC-UBI-hGH forneceu uma
maior expressdo de hGH no soro de camundongos lit/scid, quando
comparada a administracdo de 10 pL de solugcdo. A condicdo de
eletrotransferéncia com 1 pulso de 375 V/cm mostrou-se mais eficiente em
relacdo a HV/LV.

e Os estudos realizados com o poli-L-glutamato mostraram, no nosso caso, que
0 aumento de expressao proporcionado por este polimero nao foi significativo,

tanto para o hGH quanto para mGH.

e A utilizacdo de 3 pulsos de 375 V/cm demonstrou ser eficiente no aumento da
expressdo da proteina de interesse, apesar de ndo ser diferente

estatisticamente das outras condicdes testadas (1 e 2 pulsos).
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Aumentando o numero de inje¢cdes no mesmo musculo tibial, foi possivel
aumentar significativamente os niveis de expressao de mGH. Isto confirma
que ha uma maior eficiéncia na expressao da proteina de interesse quando o
DNA plasmidial é administrado em mais de um local no mesmo ou nos dois

musculos.

As medidas realizadas por radiografia apresentaram incrementos altamente
significativos para ambos os fémures dos animais injetados com DNA
plasmidial, enquanto as com o paquimetro ndo apresentaram aumentos

significativos.

No bioensaio realizado com camundongos lit/lit para avaliar todas as
condi¢gBes otimizadas até o momento, obtivemos uma curva de variagdo de
peso dos animais tratados com comportamento semelhante a dos
camundongos heterozigotos e ambas as curvas apresentaram diferencas
altamente significativas (P<0,0001) em relacdo a curva do grupo controle.
Quando avaliamos os niveis de mGH, observamos uma manutencédo de altos
niveis de expresséao até 36 dias apos o tratamento, com diferenca significativa
(P<0,002) entre o grupo tratado e controle. Os parametros de crescimento
avaliados e o0s niveis de mIGF-l também apresentaram aumentos
expressivos, principalmente em relacdo aos valores de catch-up do

comprimento dos fémures.

A utilizacdo de camundongos mais jovens podera proporcionar a completa
normalizacdo de crescimento pretendida com esta estratégia de terapia

génica néo viral.
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