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RESUMO

MOURAO, R. F. Andlise comparativa da poténcia de diferentes promotores em vetores
lentivirais para transducdo de célula-tronco mesenquimal de pele humana. 2013. 50 f.
Dissertagdao (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A habilidade das células-tronco de se diferenciar em diferentes tipos celulares faz delas
fortes candidatas para serem utilizadas em terapias celulares como tratamento de diversas
doencas. No entanto, para explorar este potencial é necessario o estabelecimento de
estratégias efetivas para modificacbes genéticas nessas células. Associado a outras
tecnologias, o sistema de vetores lentivirais tem sido usado como um método atrativo para
entrega de transgenes de interesse por possuirem uma alta eficiéncia de transducdo. Além
disso, eles permitem a transducdo em células em proliferacdo ou quiescentes. A eficacia
desses vetores para expressao de transgenes depende do uso de promotores corretos que
possam garantir uma alta expressao génica e sustentavel. Assim, o objetivo deste projeto foi
comparar a eficiéncia dos promotores de citomegalovirus (CMV) e do fator de elongacdo-la
(EF1a) no sistema de entrega génica lentiviral em células-tronco mesenquimais de pele
humana (HU). Para isso, foram construidos vetores lentivirais que possuem o promotor de
CMV ou o promotor de EFla, além do gene-repdrter eGFP (“enhanced green fluorescence
protein”). Para avaliar a eficiéncia de transfeccdo das construcdes, os vetores contendo os
promotores e o gene-repoérter (pLVCMVeGFP e pLVEF-1la-eGFP) foram utilizadas células
293T (produtora de particulas virais) e verificamos a presenca da proteina fluorescente
verde por microscopia de fluorescéncia, indicando a funcionalidade dos promotores.
Visando analisar a eficiéncia das construcdes, células HU foram transduzidas e observamos a
presenca da proteina fluorescente nas transducdes, demonstrando que os promotores
encontram-se ativos em ambas as células. Apds a verificacdo da eficdcia das construcgdes
plasmidiais, foram feitas andlises para avaliar a eficiéncia da transdugao das constru¢des em
células HU. Para tal, as células foram transduzidas com lentivirus contendo um dos
promotores analisados em diferentes multiplicidades de infeccdo (1, 5 e 10) e analisadas
através da intensidade do sinal de fluorescéncia e pela porcentagem de células eGFP
positivas. Detectamos mais células eGFP positivas com a transdugdao do gene a partir do
promotor Pcyy do que com a do promotor Pgriq. Assim, comparamos a eficiéncia destes
promotores em MOI 1. Os resultados mostraram que a transdug¢ao com o promotor Pgr 14 foi
superior quando comparado ao promotor Pcyy, portanto sendo a melhor escolha para esse
sistema de entrega génica em células-tronco mesenquimais de pele humana.

Palavras-chave: Célula-tronco mesenquimal de pele humana. Lentivirus. Promotores.



ABSTRACT

MOURAO, R. F. Comparative analysis of diferente promoters in lentiviral vectors to
transduce human dermal mesenchymal stem cells. 2013. 50 p. Masters thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2013.

The hability of stem cells to form a wide source spectrum of cell type makes them an
interesting source for cell therapies. However, to exploit their remarkable potentials, the
development of effective strategies for genetic modifications of MSCs is required. Lentiviral-
based vectors, with other techniques, offer an attractive system for efficient gene delivery in
stem cells. These vectors efficiently transduce stem cells, and can infect dividing and
nondividing cells. However, the efficiency of this vectors to genetic manipulation depends on
the use of corrects cellular promoters for driving a high and stable expression of exogenous
genes. In this study, we have chosen the cytomegalovirus (CMV) and the elongation factor 1-
a promoters. We have compared the efficiency of this promoters in drive expression of the
transgene in human dermal mesenchymal stem cells. The lentiviral vectors were constructed
with the CMV promoter or the EF-1a promoter, together with the eGFP gene (enhanced
green fluorescence protein). To evaluate the efficiency of the lentiviral vectors, 293T cells
were transfected and analyzed for eGFP expression using fluorescence microscopy. We were
able to observe the expression of eGFP, indicating that the vectors were working. Dermal
mesenchymals stem cells were transduced with CMV- and EF-1a lentiviral vectors to
evaluate the efficiency of the transductions. Efficiency of transductions was measured by
flow cytometry (FACS) as percentage eGFP+ cells and signal intensity with different MOls
(multiplicity of infections).

Keywords: Stem cells. Lentiviral. Promoters.
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1 INTRODUCAO

1.1 Células-Tronco

Células-tronco (SC, “Stem Cells”) sdo células indiferenciadas que apresentam duas
caracteristicas: (I) sdo capazes de autorrenovacdo, ou seja, podem se multiplicar mantendo
seu estado indiferenciado e, consequentemente, proporcionam uma manutencao ativa de
sua populacdo de maneira constante nos tecidos; e (Il) sdo capazes de se diferenciarem em
diversos tipos celulares distintos (revisado por BRIGNIER; GEWIRTZ, 2010; BYDLOWSKI et al.,
2009). A capacidade das células-tronco e progenitoras de formar uma prole diferenciada é
descrita em termos de seu potencial de diferenciacdo ou plasticidade (revisado por FRIEL;
SAR; MEE, 2005).

Apesar da grande diversidade de células que podem ser reconhecidas em tecidos adultos,
todas estas derivam de uma unica célula-ovo produzida pela fecundag¢ao de um évulo com
um espermatozoide. Essa Unica célula, denominada célula-tronco embrionaria (ESC,
“Embryonic Stem Cells”), totipotente, tem o potencial de se diferenciar e formam um
embrido completo, ou seja, pode gerar qualquer tipo celular, incluindo tecidos
extraembrionarios. Essa propriedade Unica é transitoria e aparece com a fertilizacdo do
6vulo, desaparecendo quando o embrido alcanca o estagio de 4 a 8 células. Com as divisdes
subsequentes, as ESC perdem a capacidade de gerar um organismo completo. No entanto,
estas células sdo capazes de se diferenciarem em células dos trés folhetos germinativos:
ectoderme, mesoderme, e endoderme, e nesse estagio sdo chamadas de células-tronco
pluripotentes. Ainda, ao decorrer das divisdes celulares, a capacidade de diferenciagao em
multiplas linhagens vai se tornando restrita. Na maioria dos tecidos adultos existem reservas
de células-tronco com capacidade de multiplicarem-se, diferenciando-se em células daquele
tecido e, ao mesmo tempo, mantendo uma reserva de células indiferenciadas. Essas células-
tronco tecido-especificas sdo as responsaveis pela manutencdo da integridade dos tecidos
adultos, pelo reparo de tecidos lesionados e pela remodelacdo dos tecidos e 6rgaos. Sao
chamadas entdo de células-tronco multipotentes, isto €, elas sdo capazes de formar um
limitado numero de tipos celulares (revisado por BRIGNIER; GEWIRTZ, 2010; ZAGO; COVAS,
2006).
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Nos ultimos 50 anos foram feitas grandes descobertas que, juntas, contribuiram para o
entendimento do funcionamento dessas células, além de levar ao desenvolvimento de
terapias baseadas em células-tronco. A primeira descoberta ocorreu em 1961, quando Till e
McCulloch (TILL; MCCULLOCH, 1961) demonstraram a existéncia de células-tronco na
medula éssea de camundongos. Somente vinte anos depois pesquisadores conseguiram
isolar ESC de camundongos (EVANS; KAUFMAN, 1981) e, posteriormente, ESC humanas
(THOMSON et al., 1998). Recentemente, um grupo japonés liderado pelo pesquisador
Shimada Yamanaka (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006) induziu a formacdo de células-tronco
pluripotentes a partir de fibroblastos murinos, gerando células semelhantes a ESC (revisado
por BRIGNIER; GEWIRTZ, 2010; LEEB et al., 2011).

Apesar de possuir um grande potencial, o uso de ESC para o tratamento de doencas
encontra barreiras éticas e técnicas. As ESC sdo extraidas de embrides humanos fertilizados
in vitro que, teoricamente, tém o potencial de se tornar em um ser humano, portanto, o seu
uso para a pesquisa ainda é invidvel em diversos paises. Além da questdo ética, ha ainda
guestoes técnicas como a quantidade limitada de fontes dessas células, o que inviabilizaria a
aplicagdao em larga escala em terapias. Outra desvantagem no uso das ESC é sua ilimitada
capacidade de proliferacdo, que pode levar a formacgdo de tumores benignos, chamados de
teratomas (composto por células dos trés folhetos embrinarios, se usadas em enxertos
(FRIEL; SAR; MEE, 2005). Também podem apresentar rejeicdo quando utilizadas em
pacientes diferentes do doador, devido a sua diferente origem genética, restringindo ainda

mais seu potencial uso terapéutico (revisado por LEEB et al., 2011).

1.2 Células-tronco adultas

Uma alternativa ao uso de ESC para terapias celulares é o uso de células-tronco adultas
(ASC, “Adult Stem Cells”). Elas sdo mais adequadas para fins terapéuticos por serem
eticamente aceitdveis e facilmente encontradas em diversos tecidos. Ha outra vantagem
importante por poderem ser usadas em tratamentos autdlogos de doengas degenerativas,
traumaticas e congénitas pela possibilidade de serem extraidas e purificadas a partir de
algum 6rgdo do proprio paciente, evitando assim imunorrejei¢ao (revisado por LEEB et al.,
2011). A ASC melhor descrita é a célula-tronco hematopoiética (HSC, “Hematopoietic Stem

Cells”), encontrada na medula éssea e no sangue do corddo umbilical, que é capaz de se
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diferenciar em células da linhagem mieloide e linfoide (revisado por NARDI; ALFONSO,
1999).

As ASC também tém sido isoladas e caracterizadas de diversos tecidos como encéfalo,
epitélio, polpa dentdria, tecido adiposo e geléia de Wharton, e um tipo de ASC que tem
recebido muita atencdo em estudos clinicos e pré-clinicos focando terapias celulares é a
célula-tronco mesenquimal (MSC, “Mesenchymal Stem Cells”) (revisado por YARAK;

OKAMOTO, 2010).

1.3 Células-tronco mesenquimais

As MSC sdo um grupo de células clonogénicas, incialmente, detectadas no estroma da
medula dssea (BMSC, “Bone Marrow Stem Cells”), e identificadas a partir das células
mononucleares da medula éssea de camundongos por Alexander Friedenstein e cols., em
1966 (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-SHAPIRO; PETRAKOVA, 1966), que as denominaram de
células formadoras de col6nias fibroblasticas (CFU-F). Agora denominadas de MSC, pela
habilidade em se diferenciarem em células de origem mesenquimal (células dos tecidos
Osse, cartilaginoso, adiposo e miogénico), ou células estromais da medula dssea, pois
parecem originar-se do complexo de estruturas de suporte encontrado na medula (revisado
por BYDLOWSKI et al., 2009; ZAGO; COVAS, 2006).

Em 2006, a International Society for Cellular Therapy (ISCT) prop0s critérios minimos para
definir MSC humanas: () as MSC devem ser aderentes ao plastico quando mantidas em
condi¢Ges basicas de cultura; (II) devem expressar, no minimo, os marcadores de superficie
celular CD105, CD73 e CD90, e ndo expressar CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD119
e HLA-DR; e (lll) devem se diferenciar, ao menos, em osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos
in vitro (DOMINICI et al., 2006).

Apesar de terem sido originalmente isoladas da medula dssea, as MSCs tém sido obtidas
de vdrias outras fontes potenciais, como, por exemplo, o sangue de corddao umbilical, a
geléia de Wharton, tecido adiposo, polpa dentdria, musculo esquelético, sangue menstrual,
endométrio e na pele. (revisado por BYDLOWSKI et al., 2009, DING; SHYU; LIN, 2011; TOMA
et al., 2001).

Essas células fornecem suporte estrutural, além de regular a passagem de células através

do tecido. Por serem encontradas em varios nichos, as MSC podem ser orgao-especificas,
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assim, populacdes isoladas a partir de diferentes fontes, mesmo sendo morfologicamente
similares, podem ser diferentes funcionalmente (MARTIN-RENDON et al., 2008; REBELATTO
et al., 2008).

1.4 Células-tronco mesenquimais de pele

A pele tem sido recentemente considerada uma fonte alternativa de ASC por ser
encontrada em grande quantidade e por ter facil acesso. O principal foco de pesquisa com
células-tronco cutadneas esta relacionado as células-tronco epidermais e células-tronco
associadas ao foliculo capilar (SKP, “Skin Progenitor”) (revisado por GOLDSTEIN; HORSLEY;
2012). No entanto, recente estudos mostraram a presenca de MSC na derme (TOMA et al.,
2001).

As MSC de pele apresentam um fendtipo similar ao encontrado em BMSC e, porém,
possuem uma capacidade de diferenciacdo menor (VACULIK et al., 2012). As MSC de pele
somente sdo encontradas na derme, especificamente no revestimento do tecido conectivo e
na papila do foliculo capilar (revisado por SELLHEYER; KRAHL, 2010). Essas células tem a
capacidade de se diferenciar em adipécitos, células do musculo liso, ostedcitos, condrécitos,
e também em neurodnios, glia e células hematopoéticas da linhagem mieldide e eritrdide,
sendo consideradas como uma fonte alternativa de células para terapias celulares. Estudos
mostraram a sua capacidade de reparo tecidual, principalmente, na medicina
neurorregenerativa. Além disso, estudos in vitro mostraram o potencial das MSC cutaneas
de se diferenciarem em células produtoras de insulina, hepatdécitos e células renais (MEDINA

et al., 2006; SHI; CHENG, 2004).

1.5 Terapia génica em células-tronco

Outra nova possibilidade de uso da MSC em terapias celulares é seu potencial para
entrega génica (terapia génica), devido a sua habilidade de autorrenovacdo a altas taxas
proliferativas.

O objetivo da terapia génica é o de tratar doencas causadas pelo mau funcionamento dos
genes. Isso é feito através da substituicdo do gene que causa a doenga por um gene

funcional. Para que seja feita a substituicao do gene, o procedimento mais utilizado em
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estudos clinicos de terapia génica é a insercdo de uma cdpia do gene alvo funcional em um
local ndo especifico no DNA gendmico do hospedeiro. O transgene terapéutico é
empacotado em um veiculo de entrega, que é normalmente um virus nao replicante
(revisado por BRIGNIER; GEWIRTZ, 2010).

Varios métodos tém sido usados para introduzir genes exdégenos em células-tronco. Essas
estratégias incluem métodos de entrega ndo-virais e virais. Entre os métodos de entrega ndo
virais podemos incluir eletroporacdo, microinjecdo, e através de um complexo com lipideos
catidnicos ou polimeros catidnicos. Apesar dos sistemas nao-virais serem considerados mais
seguros, ha limitacdes nesses métodos, tais como baixa eficiéncia de transfeccdo e
expressdo génica transiente (revisado por GROPP; REUBINOFF, 2006; NISHIKAWA; HUANG,
2001).

Os vetores virais sao os mais utilizados em protocolos de terapia génica devido a alta
eficiéncia de transducdo. Dentre os vetores virais, podem-se destacar o uso de vetores
derivados de adenovirus e lentivirus. Os adenovirus sdao vetores amplamente utilizados para
terapia génica por apresentarem uma expressao eficiente do transgene e por possuirem
uma alta titulagdo possibilitando um grande poder de infec¢do tanto em células em
proliferacdo quanto em células quiescentes. Trabalhos tém demonstrado que os adenovirus
podem ser uma ferramenta importante na terapia génica associada a terapia celular
utilizando ASC (GRIFASI et al., 2008; ROELANTS et al., 2008). Porém, a expressdo do
transgene nesse sistema é transiente o que causa limitagdao no seu uso, além de ser menos
eficiente em alguns tipos celulares, como MSC, HSC, células dendriticas, células T e células

do musculo liso (revisado por KAWABATA et al., 2006; THOMAS; EHRHARDT; KAY, 2003).

1.6 Vetores lentivirais

Os vetores lentivirais sdo baseados nos lentivirus, um grupo de retrovirus complexo que
causa doengas cronicas em humanos e animais. Esse grupo inclui o virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1 (HIV-1), que causa a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) em
humanos. Como outros virus da familia dos retrovirus, os lentivirus sao virus de RNA que se
replicam através de um ciclo de vida uUnico. Ao entrar na célula hospedeira, o RNA viral é
convertido em DNA (transcricio reversa) e se integra ao DNA genbmico da célula

hospedeira. O virus permanece integrado e usa a maquinaria da célula hospedeira para sua
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replicacdo e expressdo (GROPP et al., 2003). Porém, diferentemente dos retrovirus, os
lentivirus tém a habilidade de infectar tanto células em proliferacdo, quanto células
quiescentes, incluindo células-tronco. A habilidade de se integrar em células que n3do estdo
em divisdo celular é devido ao sinal de localizagdo nuclear presente no complexo de pré-
integragdo que permite a sua entrada no nucleo sem a necessidade de fragmentagao da
membrana nuclear, necessaria nos oncorretrovirus (revisado por FEDERICO, 1999).

Assim, a partir do desenvolvimento do primeiro sistema de entrega génica baseado no
HIV, os vetores baseados nos lentivirus tém provado ser uma eficiente ferramenta de
entrega génica em varios tipos celulares, ambos in vivo ou in vitro, inclusive em ESC (GROPP
et al., 2003; MA et al., 2003; XIONG et al., 2005). Nesse método, ha uma expressado estavel
do transgene sem a perda de pluripoténcia das ESC (XIONG et al., 2005). Entre as varias
aplicagdbes do uso de vetores lentivirais em células-tronco, podemos ressaltar a
superexpressao de fatores de transcricdo para direcionar a diferenciagdo de ESC em um tipo
celular especifico, o silenciamento de um gene-alvo especifico através da técnica de RNA de
interferéncia, e a construgdo de vetores contendo gene-repdrter ou um marcador seletivo
sob o controle de promotores tecido especificos que poderiam permitir a selecdo de ambas
as células-tronco indiferenciadas ou mesmo diferenciadas em linhagens especificas (GROOP
et al., 2003; XIONG et al., 2005).

Em ASC, os vetores lentivirais também tém sido testados com grande sucesso. Em HSC,
vetores que contém promotores fortes podem gerar altos niveis de expressao do transgene

(RAMEZANI; HAWLEY; HAWLEY, 2000; revisado por WOODS; OOKA; KARLSSON, 2002).

1.7 Promotores

Para maximizar o potencial de entrega génica do vetor lentiviral é necessario um
promotor adequado para o tipo celular proposto. Especificamente, em ESC, varios
promotores estdo sendo testados na tentativa de encontrar o melhor sistema de entrega
génica. Dois promotores foram mais testados: (I) o promotor de citomegalovirus (CMV) por
ser fortemente ativo em diversos tipos celulares e ser usado como um promotor padrdao em
construcBes plasmidiais; e (II) o promotor do fator de elongacdo humano 1a (EF-1a), que
tem mostrado promover uma expressdo alta do transgene que ndo foi silenciado ao longo

do tempo ou apds a diferenciacdo (KIM et al., 2007; HONG et al., 2007).
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O citomegalovirus humano (HCMV) é altamente distribuido em toda a populagdo
mundial. Como outros virus da familia herpesviridae, o HCMV pode estabelecer residéncia
permanente no hospedeiro resultando em infec¢des primarias com infec¢des recorrentes ou
persistentes (KOEDOOD et al., 1994). Estudos sobre a replicagdo do HCMV indicam que o
virus tem uma especificidade restrita de hospedeiro, apesar do fato do virus poder entrar
em diversos tipos celulares incluindo células parenquimais e células do tecido conectivo de
virtualmente qualquer 6rgdo, além de varios tipos celulares hematopoéticos (SINZQER;
DIGEL; JAHN, 2008). Tipos celulares permissiveis ao virus devem conter fatores
transcricionais que se ligam a sequencia do DNA do promotor do HCMV para ativar a
transcricdo dos genes immediate-early enhancer/promoter (KOEDOOD et al., 1994).

Um grande numero de artigos tem examinado a atividade do promotor de CMV (Pcyy) em
ESC e durante o processo de diferenciacdo destas células, com resultados variados. H3
resultados que mostram que o Pcyy € altamente ativo em células-tronco indiferenciadas de
camundongo usando transfec¢do transiente (BAGCHI; KUMAR; MANI, 2006; WARD; STERN,
2002), contrastando com resultados anteriores que mostraram expressao do transgene
inativa (CHUNG et al., 2002). Quando sdo utilizados vetores adenovirais ou lentivirais ndo ha
expressao do transgene em ESC, sé ha expressao do transgene durante os estagios finais da
diferenciacdo neuronal (HONG et al., 2007; KAWABATA et al., 2005).

Ja no caso de transfecgao estavel em ESC humanas, ha uma forte expressao do transgene,
porém com um posterior silenciamento quando o Pcyy € utilizado (LIU et al., 2009). Foi
mostrado que, apds transdugao com lentivirus ha uma supressao do transgene de acordo
com o promotor usado, e que esta supressao é maior em ESC humanas em comparagdo com
ESC de camundongo (XIA et al., 2007). Em HSC humanas derivadas de corddo umbilical
transduzidas com lentivirus, o Pcyv manteve uma expressao forte e estavel do transgene por
seis semanas apo6s a transdu¢do mostrando sua eficacia em um tipo de ASC (VARMA et al.,
2011).

O gene EF-1a tem uma funcdo de gene endégeno (housekeeping gene) em todas as
células, ele promove a ligacdo dependente de GTP (trifosfato de guanosina) de um
aminoacil-tRNA ao ribossomo na sintese de proteinas, e é expresso em altos niveis. E mais
importante, devido a sua fungdo indispensavel de housekeeping em todas as células, a

expressao do promotor de EF-1a é consistente a partir de um ponto de vista temporal,
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relativamente isolado de mudangas na fisiologia da célula e independente do tipo celular
(GOPALKRISHNAN et al., 1999; KIM et al., 1990).

O Pgr.14 foi usado na reprogramacao de células somaticas em células-tronco pluripotentes
induzidas (iPSCs, “inducible Pluripotent Stem Cells”) para superexpressar os quatro fatores
de transcrigdo utilizados SOX2, OCT3/4, KLF4 e c-MYC (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006,
2007).

Em relagdo a expressdao do transgene pelo promotor EF-1a em ESC, os resultados sdao
uniformes e positivos. ESC de camundongo, quando transientemente transfectadas com
vetores contendo Pgr.14, mostraram expressdo forte e estavel do transgene, que continua
nos diferentes estagios do desenvolvimento como corpos embridides, precursores neuronais
e cardiomidcitos (CHUNG et al.,, 2002;KIM et al., 2007; WANG et al.,, 2008). Os mesmo
resultados foram encontrados quando as ESC foram transduzidas com vetores lentivirais
(HONG et al., 2007).

Embora construgdes lentivirais com o promotor EF-1a terem mostrado grande eficiéncia
em ESC tanto de camundongo quanto humanas (CHUNG et al., 2002; KIM et al., 2007), em
ASC o promotor CMV também mostrou resultados promissores. Porém, ainda ndo foram
realizados estudos em MSC. Assim, o objetivo deste estudo foi determinar qual é o melhor
promotor utilizando o sistema de entrega lentiviral em células-tronco mesenquimais de pele

humana.
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2 OBJETIVO

Analisar comparativamente a poténcia de diferentes promotores para transdugdo de

célula-tronco mesenquimal de pele humana.

2.1 Objetivos especificos

Analisar a eficiéncia de transfeccdo e transducdo das construcdes lentivirais com em
células-tronco mesenquimais de pele humana por citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia.

Analisar comparativamente a eficiéncia de promotores nos vetores lentivirais em células-
tronco mesenquimais de pele humana através de analise de eficiéncia de expressao do gene

eGFP por citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e qRT-PCR.



23

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelos celulares

Células 293-T (Linhagem de rim embrionario humano, transformada com a proteina
“large” T de SV40).

Células-tronco mesenquimais de pele humana (HU) isoladas e caracterizadas no Nucleo
de Terapia Celular e Molecular (NUCEL), Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica

da USP, pela doutora Maria Fernanda Forni.

3.2 Meio de cultivo celular

Células de mamiferos: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA).

Células bacterianas: LB: Meio de Luria Bertani para cultivo bacteriano contendo: 10 g/L de
triptona; 6 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl, pH 7,5. Para o preparo de meio
solido (LB-Agar) em placas, adicionou-se 15 g/L de agar (Merck, Whitehouse Station, New

Jersey, EUA).

3.3 Solugodes

Solugdo salina: PBSA (Phosphate Buffered Saline — sem célcio ou magnésio), tamponada a
pH 7,2, composta por NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4 8 mM e KH,PO4 1,5 mM.

Tripsina: solucdo 0,1 % de tripsina (Life Technologies) em PBSA contendo EDTA 1 mM (pH
8,0).

3.4 Suplementos

Soro Fetal Bovino (SFB) (Atena Biotecnologia, Campinas, SP, Brasil).

Antibidtico Ampicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 25 mg/mL.

Antibidtico Estreptomicina (Sigma-Aldrich) a 100 mg/mL.
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3.5 Condigdes de cultura e manutengao das linhagens celulares

As células foram cultivadas a 37 °C em atmosfera de 5 % CO,, em frascos plasticos
descartaveis aderentes contendo meio de cultura especifico para cada uma das linhagens
utilizadas. O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias. As células foram subcultivadas
sempre que atingissem aproximadamente 80 % da densidade de saturacdo, utilizando
solucdo de tripsina. Os estoques celulares foram mantidos a -190 °C, em reservatdrio

contendo nitrogénio liquido.

3.6 Isolamento e cultivo de células-tronco de pele humana

Apds coleta da pele humana, o material foi limpo de tecidos contaminantes e cortado em
pedacos de cerca de 5x5 mm, sendo, entdo, digerido enzimaticamente por incuba¢do com
colagenase 10 ug/mL (Serva, Heidelberg, Germany) e, apds a dissociacdo mecanica em
células unicas (“single cells”), o material foi lavado 1x com DMEM 10 % SFB para neutralizar
a enzima e 2x PBSA para eliminar células rompidas, sendo as células entdo ressuspendidas
em DMEM 10 % SFB e, posteriormente, separadas (“sorteadas”) com base na expressdo de

seus marcadores de membrana (CD90, 105 e 34) por citometria de fluxo e re-cultivadas.

3.7 Clonagem dos vetores lentivirais

Os vetores lentivirais utilizados foram clonados no Nucleo de Terapia Celular e Molecular
(NUCEL), Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica da USP pelo doutor Renato
Astorino Filho. O vetor molde para a construcdo dos novos vetores foi o vetor lentiviral
p156RRLsinPPTCMVIns3IRESPRE. Inicialmente, foi realizada a clonagem do gene-repérter
eGFP juntamente com a substituicdo do elemento IRES presente no vetor. Para isso foi
realizada a clonagem destes genes utilizando os iniciadores EGFP_NT_Nhel e EGFP_CT Sall e
como molde o vetor pEGFP-N1 (Clontech). O elemento IRES presente neste mesmo vetor
(p156RRLsinPPTCMVIns3IRESPRE) foi substituido pelo IRES presente no vetor plRESneo2
(Clontech) através de amplificagdo por PCR com os iniciadores IRES_CT Xbal e
IRES_NT BamHI. Os genes-repérter e o elemento IRES foram subclonados (ligacdo tripla:

vetor + gene-repdrte + IRES) nos sitios BamHI e Sall presentes no vetor. Finalmente, os



25

promotores CMV e EF-1a foram adicionados ao vetor. Para isso, os mesmos foram clonados
usando os iniciadores especificos CMV_promoter F_Clal, CMV_promoter_R_Nhel/BamH],
EFla_promoter_F_Clal e EFla_promoter_R_Nhel/BamHI (tabela 1) e como molde os vetores
pLV-tTKKRAB-red (promotor EF-1a) e p156RRLsinPPTCMVIns3IRESPRE (promotor CMV) em
reacOes de PCR. Em seguida foi feita a subclonagem dos promotores nos sitios Cla | e Xba |
presentes no vetor (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para a inser¢ao dos elementos nos
vetores lentivirais

Iniciador Sequéncia

EGFP_NT_Nhel 5’GAGAGAGCTAGCTGAGCAAGGGCGAGGAGC3’
EGFP_CT_Sall 5'GAGAGAGTCGACTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC3’
IRES_CT_Xbal 5’ GAGAGATCTAGATTGTGGCAAGCTTATCATCG3’
IRES_NT_BamHI 5’GAGAGAGGATCCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACG?
CMV_promoter_F_Clal 5’ GAGAGAATCGATGTTGACATTGATTATTGACTAG3’
CMV_promoter_R_Nhel/BamHI | 5’GAGAGAGCTAGCGGATCCAATTTCGATAAGCCAGTAAGC3’
EFla_promoter_ F_Clal 5'GAGAGAATCGATGCTCCGGTGCCCGTCAGTGG3’
EFla_promoter_R_Nhel/BamHI | 5’ GAGAGAGCTAGCGGATCCTCACGACACCTGAAATGGAAG3’

3.8 Transformacgao de bactérias XL1 blue

Os plasmideos de interesse foram adicionados a uma suspensdo de bactérias DH5a
eletrocompetentes e estas foram submetidas a um pulso elétrico dentro de uma cubeta de
eletroporacdo no eletroporador (EC-100, EC Apparatus Corporation). Imediatamente apds o
choque, 1mL de meio LB foi adicionado a suspensdo bacteriana e esta foi incubada a 37 °C,
sob agitacdo por 1 h. Apds este periodo, as bactérias transformadas foram plaqueadas em
meio LB-Agar contendo antibidtico ampicilina e incubadas a 37 °C overnight para obtencao

de coldnias resistentes ao antibidtico.

3.9 Transfecgao transitoria em células 293T

Para andlise das construcdes plasmidiais, células 293T foram transfectadas com os

plasmideos pLVCMVeGFP e pLVEF-1aeGFP. Para a transfeccdo transitoria, as células 293T
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foram plaqueadas em alta densidade em placas de 24 pogos. A transfecgao foi realizada 24 h
depois do plagueamento com o reagente Lipofectamine 2000 (Invitrogen), sendo 0,8 ug de
DNA plamidial diluido em 50 pL de meio DMEM sem SFB. Em outro tubo, 2 uL de
Lipofectamine Mix 2000° foi diluido em 50 puL de meio DMEM sem SFB e incubado por 5
minutos a temperatura ambiente. Apds a incubagdo, oconteudo dos dois tubos foi misturado
e foi incubado por 20 minutos a temperatura ambiente. O complexo foi adicionado aos
pocos contendo as células plaqueadas. As células foram incubadas a 37 °C em uma estufa de

CO, por 24 horas (Figura 1).

3.10 Andlise da eficiéncia de transfeccao dos vetores lentivirais em células 293T por

microscopia de fluorescéncia

A eficiéncia de transfeccao dos vetores lentivirais foi feita pela analise de expressdo da
proteina eGFP através de microscopia de fluorescéncia. Apds 48 h da transfecgdo, foi feita a
contagem de col6nias fluorescentes, observadas em microscépio de fluorescéncia Nikon
modelo TE-300, com o filtro para a proteina eGFP (excitagdo 460 — 510 nm e emissdo 515 —
565 nm). A captura das imagens foi realizada pela cdmera digital acoplada ao microscépio

(Figura 1).

3.11 Producao viral em células empacotadoras 293T

As células 293T foram plaqueadas em placa de seis pocos (1x10° células/poco), na
presenca de 10 % SFB Hyclone (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA), DMEM
(volume final 1,5 mL), cerca de 16 a 24 h antes da transfec¢do. A mistura dos DNAs
plasmidiais estruturais para a produgao dos lentivirus foi realizada na propor¢ao segundo
TISCORNIA e colaboradores (2006). Utilizou-se 1,1 upg do vetor de transferéncia
(pLVCMVeGFP ou pLVEF-1a-eGFP), 720 ng do vetor pMDL, 280 ng do vetor pREV e 390 ng do
vetor pVSVG. Esses 26 plasmideos foram diluidos em 150 pyL de meio DMEM sem SFB. Em
outro tubo de microcentrifuga, 10 pL do reagente de lipofec¢do (Lipofectamine 2000 — Life
Technologies Corp.) foram diluidos em 150 uL de meio DMEM sem SFB para cada ensaio de
transfeccdo. Misturou-se o conteddo dos dois tubos e incubou-se a mistura por 20 min a

temperatura ambiente. Apds este periodo, adicionou-se a mistura lipossomo/DNA ao meio
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de cultura das células. Apés 5 h de incubacao, foi efetuada a troca do meio de cultura para o
inicio das coletas. A partir disso, foram coletados os sobrenadantes em 24, 48 e 72 h, sendo
adicionado 1mL de meio DMEM-10 % + SFB (Hyclone) em cada pogo apds cada coleta. O
sobrenadante de cada coleta foi centrifugado a 1000 xg por 5 min a temperatura ambiente

para eliminar restos celulares e, em seguida, aliquotados e congelados a -80 °C.

3.12 Concentragao das particulas virais por centrifugacao

Aliquotas do sobrenadante contando as particulas virais foram descongeladas e
centrifugadas a 20.000 xg a 4 °C por 4 h. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e as particulas virais foram ressuspendidas em um volume apropriado de meio

DMEM com SFB a 10 %.

3.13 Titulagdo das particulas virais produzidas

O cdlculo do titulo bioldgico foi feito através da porcentagem de células eGFP+ em
diferentes diluicGes. Foi preparada uma diluicdo seriada com as aliquotas contendo as
particulas virais (concentrado, 107, 10?%) em solucio de PBS. As células 293T foram
plagqueadas em placa de 24 pocos (1x10° células/poco), na presenca de DMEM com 10 % de
SFB com volume final de 500 pL. Logo apds o plagueamento, foram adicionados 20 plL de
cada diluigdo nas células. As células foram entao incubadas a 37 °C por 48 h. Apds o periodo
de incubacdo, as células foram lavadas 2 vezes com PBS para a eliminag¢do de restos virais no
meio e logo apds foram resuspendidas em 500 pL de PBS. A porcentagem de células eGFP+
foi feita através da contagem, na camara de Neubauer, do nimero de células eGFP+ versus o
numero de células nao fluorescentes. Para tanto foi utilizado o microscépio de fluorescéncia
Nikon modelo TE-300, com o filtro para o fluordforo isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(excitacdo 460 — 510 nm e emissdo 515 — 565 nm). Para o calculo do titulo biolégico (TB =
unidades transformantes/mL) foi utilizada a seguinte férmula: TU/uL = (P x N / 100 x V ) x
1/FD, onde P = porcentagem de células eGFP+, N = niumero de células no momento da
transducdo = 10°, V = volume da diluicdo adicionado em cada poco = 20 uL, e FD = fator de

dilui¢do = 1 (ndo diluido), 10" (diluido 1/10), 10 (diluido 1/100).
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3.14 Transdugao de células HU com as particulas lentivirais

As células foram transduzidas com as particulas virais construidas com os promotores
pLVCMV-eGFP ou pLVEF-1a-eGFP, utilizando diferentes MOls (1, 5 e 10). Para a transducao
das células HU, 2x10° células em meio DMEM contendo 15 % SFB foram transferidas para
tubos conicos por condicdo. Com as células ainda em suspensdo, adicionou-se o meio
contendo as particulas virais e polibreno na concentragdo final de 10 pg/mL. Apds a adigdo
dos volumes de meio condicionado contendo as particulas virais, as células foram
plagueadas em pocos de uma placa de 6 pocos. No dia seguinte foi feita a troca de meio de
cultura. Cerca de 72 horas apds a transducado as células foram observadas ao microscépio de
fluorescéncia (Figura 2.1). As células foram transduzidas na passagem 9 e analisadas na
passagem 13 (as passagens eram realizadas a cada 2-3 dias). As células utilizadas nesse

trabalho foram caracterizadas até a passagem 20 (FORNI, 2013).

3.15 Andlise da eficiéncia de transdu¢do dos vetores lentivirais em células HU por

microscopia de fluorescéncia

A eficiéncia de transfeccao dos vetores lentivirais foi feita pela analise de expressdo da
proteina eGFP através de microscopia de fluorescéncia. Apds 48h da transfecgao, foi feita a
contagem de col6nias fluorescentes, observadas em microscépio de fluorescéncia Nikon
modelo TE-300, com o filtro para a proteina eGFP (excitagdo 460 — 510 nm e emissdo 515 —
565 nm). A captura das imagens foi realizada pela cdmera digital acoplada ao microscépio

(Figura 1).

3.16 Citometria de fluxo

Para analise da intensidade de fluorescéncia e andlise do nimero de células transduzidas
as células foram tripsinizadas e a intensidade de fluorescéncia foi medida em um
equipamento FACSAria I/Il (BD Biosciience, Califérina, USA). A analise e processamento dos

resultados foram realizados utilizando-se o programa FlowJo 7.6.3 Tree Star Inc., USA).
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3.17 Extragao e Purificacao de RNA.

Para a extragdo e purificagdo do RNA, foi utilizado o Kit RNAspin Mini RNA (GE
Healthcare). As culturas celulares foram mantidas nas placas de culturas até o momento da
extragdo, quando foram lavadas 2 vezes com PBSA. O PBSA foi removido e 350 pl de solugao
de lise, contendo B-Mercaptoetanol foi adicionado a placa. O lisado entdo pode ou ser
congelado ou ser submetido ao restante do protocolo de purificagdo, seguindo as instrugdes
do fabricante. O RNA foi quantificado através da absorbancia da amostra quando atingida
por luz de comprimento de onda de 260 nm (Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop). O
grau de pureza foi determinado através da razdo das medidas nos comprimentos de onda a
260 e 280 nm, adotando-se os valores entre 1,8 e 2,0 como sendo de grau adequado de

pureza.

3.18 Sintese de cDNA

O RNA total, resultante do item anterior, foi utilizado como molde para a sintese de cDNA
em uma reacao de transcricdo reversa. Assim, foram preparadas as reacdes contendo 2 ug
de RNA total tratato com Dnase |, 500 ng de Oligo dT, 100 ng de Random Primer, 10 umol de
dNTPs em H,0 para um volume final de 12 pl. As amostras foram incubadas a 75 °C por 10
min e, em seguida, adicionou-se 14 pl de uma solugdo contendo 2 upl de DTT 0,1 M
(Ditiotrietol), 1 u de RNAse OUT 40 U/ul e 1 pl de enzima ImProm 11 200 U/ul.

A reacdo deu-se durante uma incubacdo de 2 h a 42 °Ce 2 h a 50 °C. Em seguida, para
inativagdao da enzima, a amostra foi incubada a 75 °C por 10 min. Visando degradar o RNA,
foi adicionado 1 pl de Rnase H 5 U/ul em cada tubo e os tubos foram incubados por 37 °C
por 30 min, e em seguida, a 75 °C por 10 min para inativacdo da Rnase H. Posteriormente, as
amostras foram diluidas em H,0 Milli-Q.

A qualidade do cDNA era confirmada através da andlise da expressio do gene

housekeeping actina.
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3.19 RT-PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR)

O gRT-PCR foi realizado pela técnica de SyBR Green Dye, utilizando-se o equipamento ABI

7300 Real Time PCR (Applied Biosystems) e os resultados foram calculados utilizando-se o

método AACt, sendo o gene Actina o controle enddgeno.

3.20 Lista de iniciadores utilizados

Os iniciadores utilizados foram: CD 29, CD105, CD90, CD44, cKIT, ABCG-2, OCT-4 e Actina,

e suas sequencias estdo na tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para analises.

Iniciador Sequéncia

CD29F 5’ CATCTGCGAGTGTGGTGTCT 3’
CD29R 5’ GTTGGACCGGCTGGGGTAAT 3’
CD105R 5’ GCACTGCGCAAGACAAAC 3’
CD90 F 5’ CACCCTCTCCGCACACCT 3’
CD90R 5’ CCCCACCATCCCACTACC 3’
CD44 F 5’ CAACCGTTGGAAACATAACC 3’
CD44 R 5’ CAAGTGGGAACTGGAACGAT 3’
cKIT F 5’ CCCCGGGATGGATGTTTTG 3’
cKITR 5’ CCTGGGTTCTGGGCTCTTG 3’
ABCG2 F 5’ GTCAACTCCTCCTTCTACAAA 3’
ABCG2 R 5’ GGCACCTATAACCAGTCC 3’
OCT4 F 5’ AAGCTCCTGAAGCAGAAGAGGA 3’
OCT4 R 5" ATGGTCGTTTGGCTGAATACCT 3’

3.21 Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados, foram feitas analises de varidancias simples, com o
programa GraphPad Prism. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo. Testes

de Tukey foram realizados consecutivamente para se determinar diferencas significativas.



Figura 1 — Representacdo esquematica dos procedimentos de transfeccdo celular e producao viral.
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Figura 2 — Representagao esquematica dos procedimentos de analise da transdugao celular.
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4 RESULTADOS
4.1 Analise das construgdes plasmidiais pLVCMVeGFP e pLVEF-1a-eGFP em células 293T.

A fim de testar as construcdes que serdo utilizadas para producdo dos lentivirus, foi
realizada a analise da eficiéncia de transfeccdo das construcdes plasmidiais em células 293T
através de transfeccdo transitéria com lipofectamina e analisadas apds 48h através de
microscopia de fluorescéncia quanto a expressao do gene reporter eGFP. A eficiéncia de
transfeccdo foi diferente entre os promotores Pcyyv € Pgriq € foi estimada em 60% na
construcdo pLVCMVeGFP e 80 % na construcdo pLVEF-la-eGFP (fig. 3) determinadas
indiretamente pela contagem de células verdes observadas no microscopio de fluorescéncia.

Esses resultados comprovam a eficiéncia de ambas as clonagens.

Figura 3 — Analise das construcées pLVCMVeGFP e pLVEF-1a-eGFP

pLVCMVIRESeGFP pPLVEF-1a-IRESeGFP

Transfeccdo transiente das construgdoes pLVCMVeGFP e pLVEF-1a-eGFP em células 293T: Os
vetores foram transfectados em células 293T usando lipofectamina. Apds 48 h as células
foram observadas no microscépio de fluorescéncia (aumento 40x) usando luz visivel (painel
superior) e fluorescéncia a 509 nm (painel inferior).
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4.2 Transducao lentiviral em células-tronco mesenquimais de pele

Para que fosse possivel comparar quantitativamente a expressao da proteina eGFP entre
os diferentes promotores, foi necessario o calculo do MOI (multiplicidade de infec¢do) para
que se tenha numero de cdpias similares de vetores virais integrados. O titulo produzido
pela construcdo com o promotor Pcyy foi de 10’ UFC/mL e pela construcdo com o promotor
Per.1o foi de 108 UFC/mL. As células HU foram transduzidas com vetores lentivirais contendo
os promotores Pcyv € Per.1q. A eficiéncia de transducdo foi medida através de citometria de
fluxo (FACS) como a porcentagem de células eGFP+ (positivas), pela intensidade do sinal de
fluorescéncia e por microscopia de fluorescéncia em células transduzidas com diferentes
MOIs (1, 5 e 10 pfu/célula). Para evitar mutagénese insercional, as células foram
transduzidas com baixa quantidade de particulas virais. Além disso, foi mostrado
anteriormente que ha expressao do transgene pelos vetores lentivirais ndo integrados ao
genoma até 10 dias depois da transdugdo e essa expressao diminui gradualmente com a
diluicdo do genoma do vetor através das divisGes celulares (PHILIPPE et al., 2006). Portanto,
a eficiéncia de transdugdo foi analisada 10 dias apds a transdugdo para que fosse evitada a

deteccdo da expressao do transgene a partir de vetores lentivirais ndo integrados.

4.3 Analise da eficiéncia de transdugao das construgdes lentivirais em células HU.

Para analisar a eficiéncia dos promotores Pcyyv € Per1q €m vetores lentivirais, as MSC de
pele foram incubadas com meio contendo as construcées lentivirais pLVCMVeGFP ou
pLVEF-1a-eGFP com MOIs 1, 5 e 10. A eficiéncia de transducdo foi avaliada pelo
monitoramento da expressdo do gene eGFP por microscopia de fluorescéncia e por
citometria de fluxo 10 dias apds a incubagao. A figura 4 mostra os resultados obtidos por
microscopia de fluorescéncia nas 3 diferentes MOls (1, 5 e 10) nas células transduzidas com
os dois promotores. A expressao do gene eGFP pelo promotor Pcyy foi menor se comparada
com a expressao dirigida pelo promotor Pg.1,. Foi feita anadlise quantitativa da intensidade
do sinal do eGFP por FACS (fig 5). Essas analises mostraram que a intensidade do sinal da
proteina eGFP dirigida pelo promotor Pg.14 foi maior nas 3 condices testadas (MOI 1, 5 e
10) (fig 5). Além da intensidade do sinal de eGFP ser maior quando ¢é dirigida pelo promotor

Per1o, €Sta também aumenta substancialmente conforme a multiplicidade de infecgdo
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aumenta se comparada com a intensidade do sinal dirigida pelo promotor Pcyvy. Em relagao a
porcentagem da populagdo positiva para a expressdo do gene eGFP realizada por FACS, os
resultados foram diferentes. A média da populagdo eGFP positiva transduzida pelo promotor
Pcmv foi igual nas MOIls 5 e 10, e menor na MOI 1 (fig 6). Esses resultados mostram que a
transducdo do gene a partir do promotor Pcyy obteve maior nimero de células positivas,

porém com menor intensidade de sinal quando comparado com a do promotor Pgr.1,.

Figura 5 - Andlise da eficiéncia de transdugdao dos vetores lentivirais através da
intensidade do sinal de fluorescéncia medido por citometria de fluxo.

1000-
o (04\Y\Y
£ 800 g3 EF1
m ]
3 600 ]
% h .-..-. : l.:'
3 400 c-.
m I-..-.
= o
§ 200- .':: R 2 :E:E:E
= “ e
0_ " % : h s
N % R
MOI

As MSC de pele HU foram transduzidas com vetores lentivirais contendo os promotores pCMV
e pEF-1a. As células foram analisadas 10 dias apds a transdugado pela intensidade da expressao
de eGFP positiva em diferentes multiplicidades de infeccdo (MOI 1, 5 e 10) por citometria de
fluxo. *p < 0,05.
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Figura 4 - Andlise da eficiéncia de transducao dos vetores lentivirais através de microscopia de fluorescéncia.

CMV 1 B EF11

CMV 5

CMV 10

As MSC humanas de pele HU foram transduzidas com vetores lentivirais contendo os promotores pCMV e pEF-1. As células foram analisadas 10 dias
apos a transducdo pela expressdo de eGFP por microscopia de fluorescéncia. A. Expressdo do eGFP dirigida pelo pCMV com MOI 1 (painel superior), MOI 5
(painel central) e MOI 10 (painel inferior). B. Expressdao do eGFP dirifida pelo pEF-1 com MOI 1 (painel superior), MOI 5 (painel central) e MOI 10 (painel
inferior). Aumento 100x.
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Figura 6 - Analise da eficiéncia de transducdo dos vetores lentivirais através da
porcentagem da populacdo eGFP positivas medido por citometria de

fluxo.
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As MSC humanas de pele HU foram transduzidas com vetores lentivirais contendo os
promotores Pcyy € Perag. As células foram analisadas 10 dias apds a transdugdo pela
porcentagem da populacdo eGFP positiva em diferentes multiplicidades de infecgcdo (MOI 1,
5 e 10) por citometria de fluxo.

4.4 Andlise comparativa da eficiéncia de transdug¢do das construgdes lentivirais em células

HU

Para a anadlise comparativa da eficiéncia dos promotores Pcyy € Pgr1q €m vetores
lentivirais na MSC de pele, estas foram incubadas com meio contendo as construgdes
lentivirais pLVCMVeGFP ou pLVEF-1a-eGFP com MOI 1. A multiplicidade de infeccdo 1 foi
utilizada para que fosse possivel comparar quantitativamente a atividade dos dois
promotores, excluindo a possibilidade de diferentes niveis de expressdo do eGFP serem
resultado de diferentes nimeros de cépias integradas ao genoma, e garantindo que a maior
parte das células transduzidas contenham somente 1 a 2 particulas virais integradas.
Trabalhos anteriores ja mostraram que utilizando MOI 1, o numero de cOpias que sdo
integradas nas células eGFP positivas varia de 1 a 2 (NORRMAN; et al. 2010). Os resultados
das populagdes transduzidas pelos vetores lentivirais sao representativos de 3 transdugdes
independentes que foram analisadas por FACS. A atividade do promotor foi medida 10 dias
apos a incubacdo das células com os lentivirus contendo os promotores Pcyyv € Perig,

respectivamente. As células foram transduzidas na passagem 9 e analisadas na passagem 13
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(as passagens eram realizadas a cada 2-3 dias). As células utilizadas nesse trabalho estdo
caracterizadas até a passagem 20.

Quando comparadas somente na multiplicidade de infec¢ao 1, a diferenga na intensidade
do sinal de eGFP nas células-tronco transduzidas pelos dois promotores é significativa (figura

7).

Figura 7 - Analise comparativa da atividade dos promotores Pcyy € Perig €m células HU
através da intensidade do sinal fluorescente.
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As MSC humanas de pele HU foram transduzidas com vetores lentivirais contendo os
promotores Pcyy € Pgra,. Para andlise comparativa entre os dois promotores testados a
multiplicidade de infec¢do foi de 1. As células foram analisadas 10 dias apds a transdugado pela
intensidade da expressdao de eGFP por citometria de fluxo.

Quando analisada a porcentagem de células eGFP positivas, ha também diferenca
significativa da porcentagem de células transduzidas entre os dois promotores (fig. 7). A
porcentagem de células eGFP positivas transduzidas com lentivirus contendo o promotor
Pcwv foi menor, de aproximadamente 78 %, e das células transduzidas com lentivirus

contendo o promotor Pgr.1, 83 % (tabela 3).
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Tabela 3 - % de células HU eGFP positivas transduzidas com lentivirus contendo

0s promotores P¢my € Per10.

MOl Pcvv

Pef-10

1 76,77 £ 2,75

82,70 £1,58

Figura 8 - Analise comparativa da atividade dos promotores Pcyy € Per1q €m células-
tronco mesenquimais de pele através da porcentagem de células eGFP

positivas.
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As MSC humanas de pele HU foram transduzidas com vetores lentivirais contendo os promotores
pCMV e pEF-1la. Para analise comparativa entre os dois promotores testados a multiplicidade de
infeccdo foi de 1. As células foram analisadas 10 dias apds a transducdo pela porcentagem de

células eGFP positivas por citometria de fluxo.

4.5 Expressao génica das células HU transduzidas pelos promotores PCMV E PEF-1a.

A expressao relativa dos genes CD29, CD105, CD90 e CD44, caracteristicos de células-tronco

mesenquimais, e OCT4, cKIT e ABCG2 relacionados a pluripoténcia, foi analisada ao nivel de

mMRNA através de qRT-PCR (Fig 9). Houve uma diferenga de expressdo significativa entre a

célula HU ndo transduzida (controle) em relacdo as células transduzidas pelos dois

promotores testados somente no gene CD90. Na expressao do gene OCT4 somente houve

diferenca nas células transduzidas pelo promotor Pcyy. Com os outros genes testados, ndo

houve diferencga de expressao.
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lativa das células HU transduzidas.
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OCT4

ref

Expresséo relativa

Comparacgdo dos niveis de expressdao dos mRNAs correspondentes ao genes CD29, ABCG2, CD44,
CD90, CD105, cKIT e OCT4. As MSC humanas de pele HU foram transduzidas com vetores lentivirais
contendo os promotores pCMV e pEF-1a. Para analise da expressdo génica comparativa entre os dois
promotores testados e as células ndo transduzidas (HU) a multiplicidade de infec¢do foi de 1. As
células foram analisadas 10 dias apds a transduc¢do. Os dados foram obtidos a partir de dois
experimentos independentes. Ref.: referéncia (controle — célula HU ndo transduzida) para
comparagOes com os restantes das amostras. *p < 0,05.
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5 DISCUSSAO

Para evitar mutagénese insercional, as células foram transduzidas com baixa quantidade
de particulas virais e a eficiéncia de transducdo foi analisada 10 dias apds a transducdo para
que fosse evitada a deteccdo da expressao do transgene a partir de vetores lentivirais ndo
integrados (PHILIPPE et al., 2006).

Tem sido descrito um grande numero de diferentes promotores constitutivos com a
capacidade de manter a expressdo do transgene em diferentes tipos de células-tronco, e que
sdo bons candidatos para aplicacdbes como, por exemplo, rastreamento de linhagens
celulares, geracao de linhagens fluorescentes e superexpressao de fatores de transcricao.
Grandes esforcos estdo focados em técnicas de integracdo estavel do transgene, porém
tentativas de comparagao quantitativa da eficacia dos promotores constitutivos em
monitorar e tracar o destino celular em células-tronco mesenquimais ainda sdo limitadas
(NORRMAN et al., 2010). Neste trabalho nds comparamos quantitativamente a eficiéncia dos
promotores CMV e EF-1a em dirigir a expressdo de eGFP em células-tronco mesenquimais
de pele humana. Para tanto, foi feito a entrega génica através de vetores lentivirais para
garantir uma grande eficiéncia da transducdo do transgene e integracdo do transgene no
genoma da célula hospedeira. O sistema lentiviral foi escolhido por ser mais favoravel a
integracdo estavel do transgene, do que outros métodos de entrega do transgene como a
transfeccdo ou a transducdo por adenovirus, que sdo mais apropriados para a expressao
transiente. Além disso, vetores derivados do HIV-1 sdo eficientes ferramentas para
modificacdo genética de células-tronco humanas, pois existe uma menor possibilidade de
silenciamento do que de vetores tradicionais como, por exemplo, os retrovirus (HONG et al.,
2006). Esses vetores também apresentam uma transducdo eficaz, expressdo estavel do
transgene e baixa citotoxidade. Os vetores lentivirais tém sido usados como um eficiente
método de entrega génica em células-tronco embriondrias e adultas (GROPP et al., 2006).
Para maximizar o potencial de entrega génica dos vetores lentivirais é necessario o uso de
promotores eficazes. Um estudo mostrou que a expressdao do transgene mediada por
lentivirus em células progenitoras endoteliais é dependente de um promotor génico
apropriado (LIU et al., 2006). . Este trabalho mostra dados relativos de caracteristicas de
promotores em células-tronco mesenquimais de pele humana usando o eGFP como gene

reporter e os resultados apresentados sdo representativos para a atividade dos promotores
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constitutivos detectados através da expressao do eGFP. Porém, nao se pode excluir a
possibilidade de uma possivel interferéncia entre o promotor e o gene repdrter possa
influenciar a expressdao do transgene, portanto estudos futuros terdo que resolver de
diferentes combinacdes de promotores/genes reporter irdo resultar em outros resultados
diferentes dos que apresentados aqui.

Para as analises deste trabalho, vetores lentivirais foram construidos com os promotores
CMV e EF-la a partir de um sistema ja utilizado com eficacia (NARDI, 1999). Os vetores
foram testados através de transfeccdo transiente em células 293T e os resultados
mostraram uma forte expressdao do gene reporter eGFP em ambas as construgdes, sendo
possivel a utilizacao das construcdes realizadas.

Para a realizacdo desse trabalho, primeiro foi feita a analise a eficiéncia dos promotores
nas células-tronco mesenquimais de pele. Para tanto, as células foram transduzidas pelos
vetores lentivirais com diferentes multiplicidades de infecgdo (1, 5 e 10). Quando analisada a
intensidade do sinal de fluorescéncia, o promotor EF-1a mostrou ser o promotor mais forte
guando com o promotor CMV. Estudos anteriores com o promotor EF-1a tém demonstrado
que este expressa eGFP forte e estavelmente em células-tronco embriondrias humanas.
Além disso, o promotor de EF-1a tem sido usado para gerar expressdo estavel do transgene
em 95% das células (KIM et al., 2007). Neste trabalho a maior porcentagem conseguida
através do promotor EF-1a foi de 82% na multiplicidade de infecgao 1. Quando analisadas as
outras MOIs, a porcentagem de células transduzidas cai conforme o aumento da MOI,
chegando a aproximadamente 60 % na MOI 10. Esse resultado contrasta com resultados
anteriores que mostram um aumento da porcentagem de células transduzidas conforme o
aumento da multiplicidade de infecgdo (NORRMAN et al., 2010). Esse resultado pode ser
explicado pela morte celular resultante de um maior nimero de particulas virais utilizadas
na transdugdo. Porém, ndao foram feitos estudos de morte celular nesse trabalho, o que
serdo feitos posteriormente.

Na analise da eficiéncia de transducdao do promotor CMV, este mostrou também ser
eficiente para transduzir células-tronco mesenquimais humanas. A porcentagem de células
transduzidas, ao contrdrio do que aconteceu com o promotor EF-1a aumentou conforme a
maior MOI. A intensidade do sinal de fluorescéncia também aumentou conforme o aumento
da multiplicidade de infeccdo, sendo maior na MOI 10. Porém, trabalhos ja demonstraram

que o promotor CMV ndo é estavel em células indiferenciadas de mamiferos (HONG et al.,



44

2007; KIM et al., 2007). Portanto hd a necessidade de novos estudos para ver a consisténcia
da expressao do transgene direcionada por esse promotor.

Para as analises comparativas entre os dois promotores, a multiplicidade de infecgao
utilizada foi a 1. Essa multiplicidade foi escolhida, pois seria necessario numeros similares de
copias de vetores virais integrados, e também para evitar mutagénese insercional. Para a
comparacdo, foram comparadas a intensidade de fluorescéncia do sinal do eGFP por
microscopia de fluorescéncia, andlise de FACS e PCR em tempo real. Também foi analisada a
porcentagem de células eGFP positivas apds a transducdo. Em todos os experimentos
realizados, o promotor EF-1a mostrou ser o mais eficiente, expressando o transgene de
interesse com maior intensidade e em um maior nimero de células. Esse resultado
corrobora trabalhos anteriores que ja demonstraram a potencialidade do promotor em

outros tipos de células-tronco (KIM et al., 2007; NORRMAN et al., 2010).
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6 CONCLUSOES

Pela analise de presenca de células 293T eGFP positivas apds transfeccdo transitoria,
pode-se concluir que os vetores utilizados nesse projeto sdo vidveis para producdo de
lentivirus.

Pela andlise de presenca de células-tronco mesenquimais de pele humanas eGFP
positivas apds a transducdo com vetores lentivirais contendo diferentes promotores, os
promotores testados CMV e EF-1a dirigiram a expressdo do transgene de interesse de forma
eficiente nas trés condicOes testadas (diferentes multiplicidades de infec¢do), podendo ser
usados para expressao de um transgene de interesse.

Pela analise comparativa realizada entre os promotores CMV e EF-1a, o promotor EF-1a
mostrou ser mais eficiente em células-tronco mesenquimais de pele humanas, expressando

o transgene com maior intensidade e em um maior nimero de células.
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