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Resumo

Resumo

A terapia génica é uma tecnologia promissora para o tratamento de inUmeras doencas.
Esta consiste na introducdo de material genético nas células. Actualmente o método mais
eficiente de transferéncia génica compreende a utilizacdo de vectores virais, dos quais se
destacam 0s vectores retrovirais que sdo uns dos mais utilizados em testes clinicos de
terapia génica.

Os vectores retrovirais permitem a estavel integracdo do gene terapéutico no genoma
celular garantindo assim um tratamento a longo prazo. Tradicionalmente a produgédo de um
vector retroviral com determinado gene terapéutico requer o desenvolvimento integral de
uma linha celular produtora destes vectores ou o desenvolvimento de uma linha celular
produtora a partir de packaging cells lines. Ambos 0s casos requerem um extenso rastreio
de clones de modo a seleccionar um com uma elevada produtividade viral, sendo este um
processo laborioso, demorado e imprevisivel em relagdo as produtividades virais a se obter.

Uma estratégia recente que recorre a utilizacdo de um sistema de recombinagéo de troca
de cassette, permitiu o desenvolvimento de uma packaging cell line que serve de plataforma
a producdo de vectores retrovirais com diferentes genes terapéuticos. A producdo de
vectores retrovirais a partir da nova packaging cell line n&o requer a realizagdo do rastreio
referido, tendo sido eliminada a aleatoriedade inerente ao desenvolvimento de linhas
celulares produtoras, o que se traduz numa reducéo de tempo e custos.

Este trabalho contribuiu para o desenvolvimento de packaging cells lines produtoras de
vectores retrovirais ndo replicativos com diferentes tropismos. Com este intuito, foram
construidos trés vectores de expressao com os genes env 4070A, Galvl0Al e 10A1 de
modo a permitir o desenvolvimento de trés linhas celulares independentes, cada uma
produtora de vectores retrovirais com um determinado tropismo. Além disso, foram
estabelecidas as condi¢Oes de presséo selectiva e de transfeccdo mais adequadas a utilizar.
Apoés transfeccao e seleccao foram obtidos varios clones produtores de particulas retrovirais
infecciosas a partir das células transfectadas com os genes env 4070A e 10A1. Para os trés
clones com o gene env 4070A que apresentaram maior titulo viral foi determinar a taxa
especifica méxima de crescimento e de produtividade viral.

Em paralelo, foi também desenvolvido um vector de expressdo com um sistema de
recombinacdo de troca de cassette para ser aplicado ao gene env de modo a estabelecer

uma plataforma celular de producgéo de vectores retrovirais com diferentes tropismos.

Palavras-Chave: Vectores retrovirais, tropismo, sistema de recombinacao de troca de
cassette.




Abstract

Abstract

Gene therapy is a promising technology for the treatment of many diseases that involves
the transfer of genetic material into the patient’s cells. Currently, the most efficient procedure
to deliver the genetic material uses viral vectors. The retroviruses vectors are one of the
most used, since they allow the stable integration of the therapeutic gene in the cell genome
and consequently a long-term treatment.

Traditionally, the production of each retroviral vector with a specific therapeutic gene
requires the development of a retroviral producer cell line either from the beginiging or from
one established packaging cell line. Both methodologies require a screening for the selection
of a higher retroviral producer clone, which makes this procedure laborious and time
consuming.

Recently a new strategy to develop a packaging cell line capable of producing different
retroviral vectors was developed. This strategy uses recombination-mediated cassette
exchange system, which finish randomness associated with development of packaging cells
lines, that means a reduction of time and save money.

This work aims to contribute to the development of packaging cells lines to produce
retroviral vectors with different tropisms. With this purpose, three constructs containing the
env genes GALV10A1l, 4070A and 10A1 were developed, allowing the production of three
independent cells lines. Each one produces retroviral vectors with a specific tropism.
Moreover, the most suitable conditions for selective pressure and transfection were
established. After transfection some clones were obtained, from which the three with 4070A
tropism the highest viral yield were selected to determine the maximum specific growth rate
and viral productivity. In parallel, an expression vector with a recombination-mediated
cassette exchange system Cre/LoxP for the env gene was developed in order to establish a

robust cellular platform for the production of retroviral vectors with distinct tropisms.

Key-words: Packaging cells lines, retroviral vectors, tropism, recombination-mediated
cassette exchange system




Lista de abreviaturas

Lista de abreviaturas:

AAV- Adeno-Associated Virus: virus adeno-associados

ADA - Adenosine Deaminase Deffiency

ALV- Avian Leukosis Virus

bp — base pair’'s: pares de bases

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

FBS - Fetal Bovine Sorum: soro fetal bovino

Ha-MuSV- Harvey Murine Sarcoma Virus

ICTV - International Comitee on Taxonomy of Viruses: Comité Internaciolal de Taxonomia de
Virus

IRES - Internal Ribosomal Entry Site

LTR — Long Terminal Repeat

MLV - Murine Leukemia Virus

Mo-MLV- Moloney Murine Leukaemia Virus

OTC - Ornithine Transcarbmaylase: Ornitina Transcarbamilase
PEI- polietilenamina

SCID — Severe Commbined Immunodificiency: Imunodeficiéncia Severa Combinada
SV40 - Simian Vacuolating virus 40

SIN — self-inactivating vectors

VSV-G - vesicular stomatitis virus G protein

Flp- enzima Flipase

FRT- flipase recombinase target sites

RMCE - recombinase-mediated cassette exchange: recombinac¢éo de troca de cassette
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Introducao

1. Introducéo

A terapia génica consiste na introducdo de material genético em células com o intuito de
promover a cura ou abrandar a progressdo de determinadas doencas '. Esta tecnologia é
bastante promissora apresentando potencial de ser aplicada a um grande numero de
doencas. E vista como uma revolucdo em relacio as terapias convencionais, principalmente
devido a potencialidade de corrigir a origem das doencas e nado se limitar ao tratamento dos
seus sintomas °.

1.1. Origem da terapia génica

O termo “terapia génica” foi criado com o intuito de substituir e de se distanciar da ma
conotacao atribuida de uma forma incorrecta a expressédo “engenharia genética humana”
que por sua vez deriva de “engenharia genética”. Esta ultima foi utilizada pela primeira vez
no Sixth International Congress of Genetics em 1932 para descrever a aplicacdo de
principios genéticos no melhoramento de animais e plantas °.

A terapia génica envolve um vasto conhecimento nas areas da biologia celular e
molecular pelo que o seu surgimento esteve dependente de varios avangos na ciéncia que
ocorreram maioritariamente na segunda metade do século XX. Alguns destes avangos
foram: o estabelecimento das bases de transferéncia de genes em bactérias, o
desenvolvimento de linhas celulares e métodos de transfeccdo, a descoberta da tecnologia
do DNA recombinante, o conhecimento da biologia viral, entre outros *°.

Os primeiros estudos de transferéncia génica em células animais utilizavam métodos nao
virais para introduzir o material genético no interior das células. Um destes métodos recorria
a utilizacédo de dietilamino-dextrano para facilitar a passagem de moléculas de DNA através
da membrana celular. Em 1973 Graham e van der Eb desenvolveram um método de
transfeccdo semelhante ao anterior baseado na utilizacdo de fosfato de célcio que
apresentava melhores resultados sendo estes reprodutiveis °. A base deste método é ainda
hoje muito utilizada. Baseando-se neste novo método e em estudos de transfecgdo de
células da medula 6ssea, alguns investigadores desenvolveram um protocolo para tentar
combater a doenga B-talassémia (uma doenca genética que se caracteriza pela alteracédo do
nuamero de cadeias de hemoglobina nos glébulos vermelhos). Esta foi a primeira tentativa
clinica de terapia génica ex-vivo, no entanto ndo chegou a ser realizada devido a falta de
aprovacdo pelo National Institute of Health dos Estados Unidos da América *. Além dos
métodos referidos, outros métodos de transfeccdo foram desenvolvidos e testados no
decorrer do tempo, como a utilizagdo de lipossomas e vesiculas com material genético no
seu interior, a formacdo de complexos de DNA com proteinas nucleares, a aplicacdo de

choques eléctricos para destabilizar as membranas celulares e facilitar a entrada de DNA
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para o interior das células, entre outros. O método mais promissor, apesar da sua
complexidade, parecia ser a utilizacdo de vectores virais. A utilizacdo destes permitia obter
elevadas eficiéncias de transfeccdo e € uma metodologia de facil aplicagdo quer em ex-vivo
ou in-vivo °.

Os primeiros vectores retrovirais para estudos de terapia génica comecaram a ser
desenvolvidos no inicio da década de 1980, no entanto ainda antes do desenvolvimento da
tecnologia do DNA recombinante, no inicio da década de 1970, ja era claro que os virus
possuiam varias caracteristicas essenciais para potencial utilizacdo em transferéncia génica
* e em 1968 foi publicado um artigo intitulado Use of viruses as a carriers of added genetic
information. Este artigo continha um estudo dirigido a introducdo de material genético
heter6logo em células utilizando como “transporte” um virus .

Ao contrario dos métodos de transfecgcdo que utilizam apenas moléculas de DNA
complexadas com outros compostos, a transdugdo providenciada pelos vectores virais
permite um maior controlo no nimero de cépias do transgene inserido no interior das
células. No caso dos vectores retrovirais também permite obter de uma forma mais eficiente
a estavel integracéo do transgene no genoma celular.

O desenvolvimento dos primeiros vectores virais permitiu que a transferéncia génica em
células animais cresce-se bastante, tendo-se realizado grandes avancos na transducgéo de
células hematopoéticas. Estes primeiros estudos utilizavam como modelo células de rato
sendo os primeiros vectores virais derivados de MLV (do inglés, Murine Leukemia Virus)
como o Harvey Murine Sarcoma virus (Ha-MuSV) ou o Moloney Murine Leukaemia Virus

(Mo-MulV) 8 Em 1983 e 1984 sdo publicados os primeiros trabalhos que descrevem a

9 10

transducao estavel de células hematopoéticas de rato progenitoras ° e ploripotentes *,
respectivamente. Pouco tempo depois estes vectores sdo utilizados para testar a introdugéo
e expressdo de genes humanos com accéo terapéutica como por exemplo, a introducdo do
gene da B-glucuronidase num modelo de rato para combater a Mucopolissacaridose do tipo
VIl (sindrome de Sly). Neste estudo foi demonstrado pela primeira vez a reversao de uma
doenca hereditaria **.

O dificil acesso a células estaminais hematopoéticas e algumas dificuldades técnicas
levaram os investigadores a utilizar células mais maduras ou mais diferenciadas para
avancar com os estudos de transferéncia génica. O primeiro teste clinico de terapia génica
aprovado em humanos, realizou-se nos Estados Unidos da América em 1990 com o intuito
de corrigir a deficiéncia na enzima adenosina desaminase (ADA, do inglés adenosine
deaminase deffiency) de duas criangcas. Foram recolhidos e isolados limfécitos dos
pacientes sendo posteriormente transduzidos com vectores retrovirais que transportavam
material genético contendo a sequéncia nucleotidica da enzima adenosina desaminase e o
marcador selectivo neomicina. As células resistentes a neomicina foram seleccionadas e

novamente introduzidas nos pacientes. A condicao fisica destes melhorou e foi detectado no
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seu sangue, durante varios anos subsequentes, a sequéncia da enzima adenosina
desaminase . Este caso contribuiu para fortalecer a ideia que a terapia génica poderia ser
uma boa solucdo para o tratamento de determinadas doencas e aumentar credibilidade na

utilizacdo de vectores virais.

1.2. Doencas com potencial aplicacdo de terapia génica
A transferéncia génica pode ocorrer ex-vivo ou in-vivo. No método ex-vivo as células do

paciente sado recolhidas, sofrendo posteriormente o processo de transferéncia génica. Apos
selecgéo e andlise, as células sdo novamente implantadas no paciente. A metodologia ex-
vivo permite obter uma maior eficiéncia de transferéncia génica, e a propagacado das células
ocorre em ambiente controlado permitindo posteriormente administrar a quantidade
desejada de células modificadas ao paciente. No entanto as técnicas de propagacao celular
sdo bastantes dispendiosas e dificeis de realizar com um elevado nivel de qualidade e
controlo. Além disso as células possuem especificidades imunolégicas caracteristicas de
cada paciente, o que dificulta a sua introdugdo noutros pacientes devido a sua
imunogenicidade 2.

Na alternativa in-vivo, a transferéncia génica ocorre directamente no paciente o que
requer uma menor logistica e menos custos . Uma desvantagem serd a infeccdo e
transducdo de outras células para além das células que se pretende transduzir, além da
dificuldade de aceder a determinado 6rgédo ou tecido. Na utilizagdo de vectores, estes séo
produzidos numa linha celular independente previamente -caracterizada quanto a
especificidades imunolégicas, podendo ser aplicados a um maior nimero de pacientes. No
entanto poderd surgir uma resposta imunitaria relacionada com a imunogenicidade e
citotoxicidade do vector utilizado ****,

Devido a falta de conhecimentos e a pouca experiéncia existente, a terapia génica
comecou por ser desenvolvida para doencas monogénicas recessivas como a fibrose
cistica. Estas doencas sao causadas por uma mutacdo em ambos os alelos de um gene
autossémico, ou no caso do homem no Unico alelo de um dos cromossomas sexuais como é
0 caso da distrofia muscular de Duchenne. Este tipo mutacdes resulta na formac¢do de um
produto (MRNA ou proteina) ndo funcional, que seria necessario ao normal funcionamento
do organismo.

Posteriormente comecaram a ser projectados protocolos de terapia génica para doencas
mais complexas como defeitos cardiovasculares e alguns tipos de cancro, ambas causadas
por mutacdes em Varios genes que podem resultar de factores ambientais, hereditarios ou
ambos.

O tratamento dos dois tipos de doencas referidas baseia-se geralmente na adicdo de
informagdo genética (figura 1.1) com o intuito de que: o gendtipo defectivo seja

complementado; as células ganham uma nova fun¢do que acabe com o fenétipo maligno
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(exemplo de doencas cardiovasculares); seja induzida a morte de determinadas células

como por exemplo as células cancerigenas.
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Figura 1.1: Doengas monogénicas recessivas e doencas complexas. Respectivas metodologias de
terapia. Adaptado de (Goncgalves, 2005).

As doencas monogénicas dominantes como a doenca de Huntington sdo causadas por
um alelo mutado que origina um produto toxico para o organismo. O tratamento destas
doencas requer estratégias mais elaboradas que passam pela reparacdo da informacédo
genética ao nivel do DNA e ou do RNA através eventos de recombinacdo homéloga e via
exon skipping, respectivamente. Outra alternativa serd a adi¢cao de informagdo genética que
codifique produtos que inactivem ou interfiram com a accao do alelo dominante ao nivel do
RNA e ou das proteinas, através da utilizacéo de RNA interferéncia (iRNA) (figura 1.2) *.

Hoje h4 um grande numero de doencas para as quais existe potencial de se utilizar a
terapia génica como tratamento para promover a sua cura ou o abrandar sua a progressao.
Entre estas encontram-se doencas tdo variadas como doencas monogenicas,

cardiovasculares, infecciosas, neuroldgicas, cancerigenas, entre outras 15
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Figura 1.2: Doencas monogénicas dominantes e respectivas terapias. Adaptado de (Gongalves,

2005).

1.3. O desenvolvimento da terapia génica — testes clinicos

Apesar de os primeiros testes clinicos de terapia génica terem sido aprovados no ano de
1990, esta década nao foi a mais favoravel para a terapia génica. A maioria das grandes e
inimeras expectativas no inicio da década ndo foram alcancadas, e dos 167 testes clinicos
realizados até ao final de 1995, poucos foram bem sucedidos *°. Nessa altura comegaram a
aparecer artigos que reportavam este insucesso, e juntamente com as expectativas
irrealistas por parte da populagdo em geral, o investimento nesta tecnologia emergente foi
bastante prejudicado. Ainda no final da década, a 17 de Setembro de 1999 ocorreu o
primeiro caso de morte associado a terapia génica, o que veio denegrir a sua imagem. Uma
jovem de 18 anos que sofria de uma deficiéncia metabdlica OTC (do inglés, ornithine
transcarbmaylase) faleceu devido a uma reaccao inflamatéria atribuida a elevada dose de
vectores adenovirais que lhe foi administrada *'.

A comunidade cientifica reconheceu que o desenvolvimento da terapia génica era mais
dificil do que o estipulado no inicio e que a primeira geracdo de vectores virais produzidos
ndo contribuiu para sucesso que era esperado. Assim foram determinados quais os factores
gue deveriam ser melhorados no futuro desenvolvimento destes vectores. Os factores
incidiam principalmente na especificidade e eficiéncia da transferéncia génica, na
especificidade e duracdo da expressao génica, nas reac¢des imunoldgicas provocadas
pelos vectores e na sua producéo 2.

Em 2000 surgiram noticias animadoras vindas de Franca que reportavam o tratamento de
criancas que sofriam de uma rara imunodeficiéncia ligada ao cromossoma X (SCID-X1).
Esta doenca caracteriza-se pela ndo diferenciacdo das células progenitoras em linfocitos do

tipo T e NK (do inglés, natural killer). Células estaminais hematopoéticas dos pacientes
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foram recolhidas e transfectadas ex-vivo com vectores retrovirais que transportavam
sequéncias nucleotidicas com a potencialidade de corrigir a deficiéncia, sendo
posteriormente introduzidas na paciente. Em 2002, duas das dez criancas tratadas
desenvolveram leucemia. Posteriormente foi demonstrado que a leucemia foi causada pela
integracdo do material genético, transportado pelo vector retroviral, perto da regido
promotora do proto-oncogene LMOZ2, o que induziu a sua expressdao de uma forma

desregulada levando ao desenvolvimento da leucemia ***°.

O protocolo e condigbes
utilizadas foram analisados e mais tarde o tratamento foi reiniciado utilizando doses mais
baixas de células modificadas. Mesmo assim em 2005 uma terceira crian¢a desenvolveu
outra doenca relacionada com a desregulacdo da expressdo de um outro oncogene. E
igualmente importante referir que os restantes pacientes ndo desenvolveram reacgdes

adversas e beneficiaram deste tratamento *°.

Com todos estes acontecimentos, 0S
investigadores que participaram nos testes clinicos realizados em Franca afirmam que
mesmo com o risco de leucemia, a terapia génica é ainda uma alternativa ao transplante de
medula 0ssea para pacientes incompativeis, e uma avaliacdo criteriosa da relacdo risco /
beneficio devera ser o Unico critério ético subjacente & decisdo de cada paciente .

Testes clinicos semelhantes aos anteriores, ambos utilizando vectores retrovirais mas
com protocolos diferentes, foram realizados no Reino Unido 2L & na Australia %2 tendo sido
obtidos bons resultados.

N&o esquecendo os maus acontecimentos do passado e com base em todos os dados
obtidos, a tecnologia da terapia génica nunca mostrou tanto potencial como hoje em dia,
investindo-se cada vez mais na sua investigacdo para que possam ser desenvolvidos
protocolos comercidveis o mais rapidamente possivel.

Os vectores virais estdo cada vez mais optimizados quer em relacdo a especificidade
quer em relacdo a sua seguranca e 0s novos avancos tém contribuido para aumentar o
namero de doencas para as quais se poderao realizar testes clinicos de terapia génica.

Desde 2005 até a actualidade ja se realizaram cerca de meio milhar de testes clinicos
(Anexo 1), no entanto para a maioria das doencas, estes ainda se encontra numa fase
bastante preliminar do seu desenvolvimento. A maioria dos testes clinicos realizados séo
testes de fase | e ou Il (Figura 1.3) com o objectivo de demonstrar a seguranca desta nova
tecnologia de transferéncia génica e obter informagfes para fases superiores como a Il ou
\VAS




Introducao

Cancro 64.5% (n=1060)
Doengas cardiovasculares 7% (n=143)

Fase | 60.5% (n=995)
Fase |/Il 18.7% (n=308)
Fase || 16.2% (n=267)
Fase ||/l 0.8% (n=13)
Fase ||| 3.5% (n=57)
Fase |v 0.1% (n=2)
Single subject 0.1% (n=2)

Doengas monogénicas 8.2% (n=134)

Doengas infecciosas 8% (n=131)
Doengas neurolégicas 1.8% (n=30)

Doengas oculares 1.1% (n=18)
Outras doengas 2.4% (n=40)

@

Marcagdo génica 3% (n=50)

Voluntdrios saudaveis 2.3% (n=38)

Figura 1.3: Dados relativos aos testes clinicos aprovados até ao fim do primeiro semestre de 2010.
Adaptado de (http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/).

Até a presente data j& foram aprovados e realizados 1644 testes clinicos recorrendo a
terapia génica. As doencgas cancerigenas representam a maior parte de testes realizados
(64,5%) principalmente devido ao elevado nimero de doentes existentes em comparacao
com as restantes categorias de doencas. De seguida aparecem as doencas
cardiovasculares, doencas monogénicas e doencas infecciosas, todas representando cerca
de 7-8% de todos os testes clinicos ja realizados (figura 1.3). E nas doencas monogénicas
gue se encontra a maior taxa de sucesso de tratamento devido relativa facilidade de

tratamento, comparando com outros tipos de doencas ™.

1.4. Métodos de transferéncia génica

Na actualidade existem varios métodos para a introducdo de material genético nas
células.Estes podem agrupar em trés grupos: os métodos fisicos, ndo virais e virais.

Os métodos fisicos baseiam-se na utilizacdo de needle-free injectors e electroporacao.
No caso do primeiro existem dois tipos de aparelhos que “disparam”, moléculas de DNA
para o citoplasma ou espacos intersticiais das células. A electroporacdo foi um método
muito utilizado para transfectar células in-vitro, sendo no entanto pouco utilizada em testes
clinicos de terapia génica devido a elevada taxa de mortalidade celular provocada pelo
campo eléctrico gerado. Os métodos fisicos apresentam a vantagem de serem pouco
imunogénicos, no entanto s&o pouco praticos e dificeis de adaptar a transfec¢des in-vivo 2.

Os métodos ndo virais baseiam-se em interac¢ces quimicas entre moléculas de material
genético e outros compostos de modo a facilitar a passagem dos acidos nucleicos para o
interior da célula. Estes podem-se dividir em trés categorias: naked DNA, DNA complexado
com lipidos e DNA complexado com particulas i6nicas. Estes métodos sao os mais faceis de
produzir e os menos dispendiosos 2.

A utilizacdo de vectores virais é de uma forma geral aquela que confere uma maior
eficiéncia de transfecgéo, sendo as suas maiores desvantagens os limites de tamanho de
material genético a inserir nas particulas virais, o seu caracter imunogénico e a sua dificil e
dispendiosa manufactura. Os primeiros vectores virais a serem desenvolvidos e utilizados
em estudos de terapia génica com células animais foram vectores retrovirais, na década de

1970, mas ainda na década de 1980 comecaram a ser desenvolvidos vectores com outra
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origem viral como os adenovirus ou os AAV (do inglés, adeno-associated virus) *.
Actualmente existem varios tipos de vectores virais sendo 0os adenovirus e 0s retrovirus os

vectores mais utilizados, respectivamente, como se pode observar na figura 1.4.

Adenovirus 23.8% (n=400)
@ Retrovirus 20.5% (n=344)
@ Naked DNA 17.7% (n=304)
@ Vacciniavirus 7.9% (n=133)
® Lipofeccdo 6.5% (n=109)
@ Poxvirus 5.5% (n=93)
@ Adeno-associated virus 4.5% (n=75)
@ Herpes simplex virus 3.3% (n=56)
@ lentivirus 1.7% (n=29)
@ Outras categorias 4.9% (n=82)
@ Desconhecido 3.3% (n=55)

Figura 1.4: Vectores utilizados nos testes clinicos de terapia génica. Adaptado de
(http://lwww.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/).

Na tabela 1.1 encontra-se representado um resumo das vantagens e desvantagens dos

varios sistemas de transferéncia génica referidos.
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Tabela 1.1: Vantagens e desvantagens de varios sistemas de transferéncia génica. Adaptado de

Mountain, 2000.

Vector Vantagens Desvantagens
- Baixa eficiéncia de transducao in-vivo
- Elevada eficiéncia de transducdo - Apenas consegue transduzir células que se
ex-vivo encontrem em divis&do
Retrovirus - Exqre_sséo prolongada do gene - Pgss.ibilidade d_(i insercdo do gene
terapéutico terapéutico em regides do genoma celular
- Experiéncia clinica ex-vivo gue sejam prejudiciais ao paciente
- Baixa imunogenicidade - Producédo, purificacdo e armazenamento
muito dificeis
- Limite no tamanho da sequéncia a ser
incorporada nas cépsides virais (8 kb)
~ 1ul divisio Questdes de imunogenicidade relacionadas
Lentivirus -Transdu;;ao. qle~ce ulas em divisao  om a sua origem
ou em nao divisdo ST
- Pouca experiéncia clinica
- Producgdo, purificacdo e armazenamento
muito dificeis
- Limite no tamanho da sequéncia a ser
- Elevada eficiéncia de transducéo incorporada nas capsides virais (7,5 kb)
- Transducéo de células em divisdo - Pouco tempo de expressdo do gene
Adenovirus  ou em néo divisdo terapéutico
- Experiéncia clinica - Elevada imunogenidade
- Producgédo, purificacdo e armazenamento
dificeis
- Limite no tamanho da sequéncia a ser
incorporada nas capsides virais (4,5 kb)
- Possibilidade de inser¢cdo do gene
- Elevada eficiéncia de transdugdo terapéutico em regides do genoma celular
de vérios tipos de células in-vivo gue sejam prejudiciais ao paciente
AAV -Expressdo prolongada do gene - Producdo, purificacio e armazenamento
terapéutico in-vivo muito dificeis
- Baixa imunogenidade - Pouca experiéncia clinica
- A readministracdo é afectada pela resposta
imunitaria gerada por anticorpos
neutralizantes
- Baixa eficiéncia de transfecg¢éo ex-vivo e in-
-Facilidade de producdo, Vivo
N purificagdo e armazenamento - Tempo de expressdo do gene terapéutico
aked DNA L ; ,
- Baixa imunogenecidade reduzido
- Seguro -Dificuldade de realizar mais do que uma
transfecgéo
- Transfecgéo ex-vivo eficiente - Baixa eficiéncia de transfec¢éo ex-vivo e in-
- Facilidade de producdo de vivo
Lipidos producéo, purificacdo e - Tempo de expressao do gene terapéutico
catidnicos armazenamento reduzido
- Baixa imunogenicidade -Dificuldade de realizar mais do que uma
- Seguro transfecgéo
- Transfecgéo ex-vivo eficiente
-Produgdo, purlflca(;a_o € . Baixa eficiéncia de transfec¢éo in-vivo
DNA armazenamento relativamente =
P - Pouco tempo de expressdo do gene
complexado féceis e com poucos custos terapéutico
com outras - Muito pouco imunogénico A
. - Pouca experiéncia clinica
moléculas - Seguro

- Possivel realizacdo de mais do
gue uma transfeccao
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1.5. Retrovirus

1.5.1. Descoberta dos retrovirus e sua taxonomia

Os retrovirus foram descobertos no inicio do século XX no decorrer de investigacdes em
galinhas sobre doencas neoplésicas. Em 1908 o grupo liderado por Vilhelm Ellermann e Oluf
Bang demonstram que a formacao de leucoses em galinhas é causada por um virus. Estes
virus actualmente pertencem a um grupo de virus conhecidos como ALV (do inglés, Avian
Leukosis Virus). Desde entdo até a actualidade foram descobertos varios géneros de
retrovirus.

Os genes utilizados neste trabalho pertencem a estirpe Mo-MLV (do inglés, Moloney Murine
Leukemia virus). Esta estirpe é caracterizada por infectar ratos e foi descoberta em 1960
tendo sido baptizada com o nome do seu descobridor, J. B. Moloney ?°. Foi ainda através de
estudos com retrovirus, e posteriormente com a descoberta da enzima transcriptase
reversa, que se verificou que o dogma central da biologia estava errado, verificando-se que
estes virus possuem genoma de RNA e que este pode ser reversamente transcrito em DNA
4.

Os Retrovirus compreendem uma vasta e diversa familia de virus de RNA com um invélucro
lipidico, possuindo semelhancas ao nivel da estrutura, organizagdo gendomica e
propriedades replicativas ?* . No passado, eram agrupados principalmente com base na sua
morfologia ?° existindo trés grupos maioritarios designados de B, C e D. Actualmente, a
taxonomia recomendada pelo ICTV (do inglés, International Comitee on Taxonomy of

Viruses) divide a familia Retroviridae em sete géneros como se observa na tabela 1.2.

Tabela 1.2: Taxomomia dos virus pertencentes a familia Retroviridae. Adaptado de
(http://ictvonline.org/index.asp).

Ordem Familia Sub-familia Género Morfologia
Alpharetrovirus C
Betaretrovirus BeD
~ - . Orthoretrovirinae De_Itaretrovw_us
N&o atribuido Retroviridae Epsilonretrovirus
Gammaretrovirus C
Lentivirus
Spumaretrovirinae Spumavirus

Uma das principais caracteristicas da familia Retroviridae é a sua estratégia replicativa que
inclui a transcricdo reversa do RNA viral em dupla cadeia de DNA e posterior integracdo do

provirus no genoma celular %.

1.5.2. Biologia da particula viral
Os retrovirus possuem cerca de 120 nm de diametro ? e s&o constituidos por uma dupla
camada lipidica que se encontra a envolver uma capside proteica que contém no seu interior

o0 genoma viral. O seu genoma é constituido por duas cadeias lineares de RNA de
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polaridade positiva com um tamanho entre os 7 e 11 kb. As cadeias de RNA, proteinas
necessérias a replicagéo viral (transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e protease (PR))
entre outras proteinas formam a nucleocapside (NC). Esta por sua vez encontra-se no
interior de uma capside proteica (CA). A interligar a capside e a dupla camada lipidica
existem as proteinas da matriz (MA) *°.

A dupla camada lipidica das particulas virais tem origem na membrana celular das células
hospedeiras e possui na sua constituicdo glicoproteinas virais especificas que irdo permitir a
entrada da particula viral na célula hospedeira. Estas glicoproteinas séo constituidas pelas
subunidades transmembranar (TM) e de superficie (SU) que se encontram interligadas por
uma ligacdo dissulfureto. A subunidade SU ir4 interagir com os receptores das ceélulas
permitindo assim que a subunidade TM sofra alteragdes conformacionais que irdo promover

a fusdo da membrana viral com a membrana celular 22,

proteinas Gag proteinas Pro-Pol
CA - -
NE -

proteinas Env
T ..

LN

Figura 1.5: Estrutura de um retrovirus. Adaptado de Palu et al. 2000.

1.5.3. Genoma viral

Os retrovirus, consoante o seu genoma viral, podem ser classificados em retrovirus
simples ou retrovirus complexos. A diferenca entre ambos consiste na complexidade do seu
genoma. Os retrovirus complexos ao invés dos retrovirus simples, possuem genes
acessorios que conferem func¢des adicionais na regulacdo da expressao dos seus genes, na
montagem das particulas virais e na replicac&o viral *’.

Todos os retrovirus possuem quatro familias de genes em comum: gag, pro, pol e env. O
gene gag codifica as trés principais proteinas estruturais MA, CA, NC e a proteina p12 que
participa na montagem dos virus. O gene pro situado entre o gene gag e pol codifica as
proteases responsaveis pela clivagem dos transcritos Gag e Gag-Pol e pela maturacdo das
particulas virais. A sequéncia pol codifica as enzimas RT e IN. A primeira é responsavel pela
transcricdo reversa do RNA viral em dulpa cadeia de DNA (Anexo Il), sendo esta estrutura
agora designada de provirus. A IN é responsavel pela integracdo do DNA proviral no
genoma celular. Por fim, o gene env codifica as duas subunidades (SU e TM) das
glicoproteinas que em conjunto com a bicamada lipidica formam a estrutura designada de
invélucro viral ou envelope.

Nas extremidades do genoma encontram-se regides cis-acting que contém elementos

gue regulam a expressdo dos genes, a transcricdo reversa e a integracdo do provirus no
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genoma celular. Na fase inicial da transcricdo reversa as regides U5 e U3 (do inglés,
untranslated region) séo duplicadas originando os LTR's (do inglés, long terminal repeats) do
genoma proviral que apresentam a estrutura U3-R-U5 (Anexo IlI). A regido R das
extremidades do genoma viral possui uma sequéncia idéntica para ambas, o que irda
fornecer a homologia necessaria para a continuagdo da transcricdo reversa apos o inicio da
formagdo da primeira cadeia simples de DNA. A regido U3 possui o promotor e 0 enhancer
que irdo regular a expresséo dos genes.

No genoma viral, a jusante da regido U5 encontra-se uma sequéncia designada de PBS
(do inglés, primer binding site) complementar ao tRNA celular utilizado como primer no inicio
da transcricdo reversa. Por sua vez, a jusante desta, esta a sequéncia psi (W) que ira
permitir a incorporagdo do RNA viral nas novas particulas virais formadas. A montante da
regido U3 do genoma viral encontra-se a regido PPT (do inglés, polypurine tract) onde se
inicia a sintese da cadeia positiva de DNA durante a transcric&o reversa %

Genoma viral

v

cap—R|US| | gag |pro | pol | env | U3 R|-AM
PBS PPT
i Transcripgao reversa
Provirus

SP SIA

—U3[R|US | | gag |pro | pol | env | [U3R[U5S|-
LTR LTR

Figura 1.6: Estrutura do genoma de um retrovirus simples e do respectivo provirus. Adaptado de
Palu et al, 2000.

No caso dos retrovirus simples, existem dois locais de splicing no genoma viral. O SD (do
inglés, splice donor) localizado imediatamente a montante do PBS e o SA (do inglés, splice
acceptor) que se encontra na regiao 3’ do gene pol. Estes locais sao necessarios a
formac&o do mRNA que iré originar as glicoproteinas Env *.
1.5.4. Ciclo de vida dos retrovirus

O ciclo de vida dos retrovirus inicia-se com a infeccdo. Este processo resulta da
interaccdo entre as glicoproteinas codificadas pelo gene env, situadas a superficie da
particula viral, e os receptores da membrana celular da célula hospedeira. Esta interacgao
ird promover a fusdo de ambas as membranas lipidicas e permitir a entrada da capside viral
no interior das células. Apdés a entrada da capside, esta € parcialmente degradada e é
iniciado o processo de transcricdo reversa originado o complexo de pré-integracdo. Este
altimo consiste num complexo de proteinas virais e celulares com o genoma viral j& na

forma de dupla cadeia de DNA.
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O complexo de pré-integracéo é transportado até junto da membrana nuclear precedendo
0 préximo passo que sera a entrada no nucleo e integracdo permanente do agora designado
provirus no genoma celular, através da acgéo da enzima integrase *’. No caso dos retrovirus
complexos, como o HIV, o complexo de pré-integracdo entra no nicleo passando através
dos poros da membrana nuclear. Ao contrario destes, o complexo de pré-integracdo dos
retrovirus simples como os MLV ndo passa através dos poros nucleares, estando
dependente da desintegracéo da membrana nuclear aquando a ocorréncia de mitose %34,
ApoOs a integracdo no genoma celular, o provirus é transcrito em mRNA através da
DNApolimerase celular. Este mRNA pode ir directamente para o citoplasma onde sera a
unidade de traducé@o das proteinas Gag, Pro e Pol ou entdo ser incorporado nas novas
particulas virais. No nacleo, o mMRNA pode ainda sofrer um evento de splicing, no caso dos
retrovirus simples, sendo posteriormente traduzido nos ribossomas do reticulo
endoplasmatico, sendo a proteina resultante glicosilada no complexo de Golgi originando
assim as glicoprotéinas Env. Nos retrovirus complexos ocorrem varios eventos de splicing
gue originardo os mRNA's das varias proteinas acessorias.
A montagem das particulas virais e a incorporagdo do genoma viral no interior
destas, ocorre em regides especificas junto a membrana celular. As novas particulas virais
formadas saem para o meio extracelular através de um processo designado de budding e é

ja fora das células que ocorre a sua maturagao através da accao das proteases virais.

| Adsor¢do /‘,@.
\ ™

r — /o Budding |
), O
membrana I\ 11 1 ,'\_)y v ¥
celular "/ 5 o - _—
\ \n S Montagemg
Uncoating | & < yp |incorporagio
[ Traducio ,
TrRanscrn;ao ( A <
eversa P
L2 N o,

T . /
{Intogrx'z’o» \ _/ splicing
Citoplasma :Transcrig‘a'o ]
Ndcleo

Figura 1.7: Ciclo de vida dos retrovirus. Adaptado de Palu et al, 2000.

1.6. Desenvolvimento de vectores retrovirais
Os retrovirus sdo potencialmente patogénicos e a sua utilizacdo clinica implica o

desenvolvimento de vectores retrovirais que transportem 0s genes terapéuticos, mas que
sejam incapazes de transferir as suas funcgdes virais ou de se replicar, sendo assim o0 menos
imunogénicos e citotoxicos possivel . No entanto em algumas terapias como a viroterapia

oncolitica, tenta-se tirar partido de varias caracteristicas virais como a sua replicagdo, para
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desenhar vectores com o0 objectivo de matar determinadas células, como por exemplo
células tumorais *°.

Neste trabalho pretende-se desenvolver linhas celulares para a producdo de vectores
retrovirais sem capacidade replicativa.

Na natureza existem vectores retrovirais recombinantes que transferem genes nao virais
para as células. Alguns destes virus terdo adquirido genes celulares (oncogenes) apos a
insercdo do provirus perto destes, o que podera ter levado a sua incorporagdo nas
particulas virais formadas apds a transcricdo conjunta do genoma viral e dos oncogenes.
Estes virus contém todos 0s elementos necessarios para a transcrigdo reversa e integracao
do provirus no genoma celular, mas sao defectivos para parte das suas sequéncias
codificantes estruturais. Assim, apenas se conseguem replicar na presenca de outros virus
replicativamente competentes. Foi baseado nestes virus sem capacidade replicativa que
foram desenvolvidos os primeiros vectores retrovirais %’

Os vectores retrovirais simples, designados daqui para a frente de vectores retrovirais,
podem ser produzidos através de co-transfecgéo transiente de plasmideos com os genes
estruturais e a sequéncia a ser inserida no interior das particulas virais formadas, ou através
de linhas celulares estaveis (packaging cells lines) em que a sequéncia com o transgene

pode ser inserida de uma forma transiente ou estavel, nas mesmas 3

1.6.1. Packaging cells lines

Sao designadas de packaging cells lines as linhas celulares a partir das quais é possivel
a producéo de vectores retrovirais apés a expressao do transgene nas mesmas. A formacgéo
destas linhas celulares resulta da inser¢do de vectores de expressao (geralmente sobre a
forma de plasmideos) com os genes virais gag, pro, pol e env, no genoma celular.

Os genes gag, pro, pol e env sdo inseridos num plasmideo diferente do de onde se
encontra o transgene (gene terapéutico). A construcdo genética com o transgene, depois de
transcrita, ird ser a Unica a ser incorporada nas particulas virais formadas. Assim o0s
vectores retrovirais produzidos ndo serdo replicativamente competentes (Anexo ).

Ao longo do tempo, foram desenvolvidas varias packaging cells lines para a producédo de
vectores retrovirais. A primeira geracao de packaging cells lines contém um genoma
retroviral ao qual foi removida a sequéncia de “empacotamento” (V). Esta cassette genética
tem como funcdo a produgdo das proteinas Gag, Pol, Pro e Env. Para a produgédo de
vectores retrovirais é introduzida nestas células uma segunda cassette genética contendo
um genoma retroviral onde as regides codificantes das proteinas referidas foram
substituidas pelo gene terapéutico. E esta Ultima cassette que ir4 ser incorporada nas
particulas virais formadas *. Nas linhas celulares produtoras de vectores retrovirais, apesar
da distribuicdo dos elementos virais pelas duas constru¢des genéticas e da remocao da

sequéncia ¥ de uma delas, a producdo de vectores com capacidade replicativa €&
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relativamente facil de ocorrer através de um evento de recombinacdo homodloga entre as

construcdes **, como se observa na figura 1.8.

LTR
> W gene terapéutico LR
[ 3
R
IER . } gay P pol any walRlo
LTR LTR

Figura 1.8: Construcfes genéticas que compSem a primeira geracdo de packaging cell lines.
Adaptado de Palu et al, 2000.

A segunda geragdo de packaging cells lines difere da primeira devido a alteracdes
adicionais na construgdo genética com os genes que codificam as proteinas estruturais. Um
exemplo deste tipo de packaging cells lines é a linha celular PA317, ainda utilizada para a

% Nesta linha celular, o LTR da extremidade 3’ e o PPT, da

producdo de vectores
construcdo genética referida anteriormente, foram substituidos pela sequéncia de
poliadenilagdo (pA) do virus SV40. Assim, nas linhas celulares produtoras de vectores
retrovirais serdo necessarios dois eventos de recombinacdo homodloga que para sejam

produzidos vectores replicativos >’ como se observa na figura 1.9.

e gene terapéutico

________________

LTR
Figura 1.9: Construcdes genéticas que compdem a segunda geracdo de packaging cell lines.
Adaptado de Palu et al, 2000.

A terceira geragdo de packaging cells lines é caracterizada por possuir duas cassettes de
expressao independentes com 0s genes estruturais. Uma possui 0s genes gag, pro e pol e a
outra o gene env. Desta maneira, nas células produtoras de vectores retrovirais sao
necessarios trés eventos de recombinacdo homologa entre as trés para gerar vectores com
capacidade replicativa >, como de pode observar na figur 1.10. No entanto mesmo com esta
“arquitectura”, a produgéo de vectores virais replicativos ja foi reportada “°.

De modo a reduzir as sequéncias homologas entre as construgdes genéticas, podem
realizar-se ainda outras alteragbes, como a utilizagdo de LTR’s de espécies de virus
diferentes ou a sua parcial ou completa substituicdo por promotores (P) e outras sequéncias

heterdlogas ' (figural.10).

LTR L LTR
gene terapeutico
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Figura 1.10: Construgdes genéticas que compdem a terceira geracdo de packaging cell lines.
Adaptado de Palu et al, 2000.

Esta ultima geracdo de linhas celulares produtoras de retrovirus é de facto a mais segura, ja

tendo sido adoptada para construcéo da linha celular a 293 FLEX *°.

1.6.2. Construcdo genética com o transgene (gene terapéutico)

A construcao genética onde se encontra o transgene, além de ter que ser incorporada nas
capsides produzidas, tem que ter a capacidade de ser reversamente transcrita e integrada
no genoma celular das células transduzidas com os vectores retrovirais. Para permitir estas
funcdes a construcdo tem que possuir determinadas sequéncias cis-acting pertencentes ao

genoma viral .

1.6.2.1. Estrutura da cassette

Como ja referido, por razbes de seguranca, € conveniente que a construgdo genética
com o transgene possua 0 minimo de sequéncias virais, apenas as estritamente
necessarias para assegurar as fungdes anteriormente mencionadas. Essas sequéncias sao
o RSL (do inglés, R-region stem loop), o sinal ¥, o PBS, o PPT e partes dos LTR que s&o
essenciais para os processos de transcricdo reversa e integracdo no genoma viral (as
regides R, U5 e pequenas sequéncias denominadas de sequéncias attachment localizadas
no inicio e fim da das regides U3 e U5, respectivamente).

Como se pode observar na figura 1.11, determinadas sequéncias presentes na
construcdo genética formam estruturas secundarias apos a sua transcri¢cdo. Estas estruturas
irdo desempenhar determinadas fun¢cdes como é o caso dos stem-loop formados nas pelas
regides RSL e PBS que irdo conferir estabilidade ao mRNA e assim aumentar a quantidades

deste no citoplasma *°.

att att att att
R PBS V¥ Gene u3 R U5
DNA u3 US =sp SA _
PBS
RSL RSL
j? ‘u'
6 ORF
mRNA & sD__J(___sa PPT AAAAAAAAAAAAAA

Figura 1.11: Esquema de uma cassette com o gene terapéutico e respectivo mRNA apos a
transcricdo. ORF-(do inglés, open reading frame). Adaptado de Schambach et al, 2007.

Para aumentar a seguranca dos vectores, foram também desenvolvidos os self-
inacticating vectors (vectores SIN) *'. Nestes, a estrutura da construcdo genética com o
transgene € um pouco diferente da referida anteriormente. As sequéncias que se situam na

regido U3 dos LTR’s e que regulam a expressdao de toda a construgcdo génica, sao
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removidas originando uma regido AU3. Assim terdo que se adicionar sequéncias
heterélogas para promoverem a transcricdo da cassette, como se observa na figura 1.12.
Aquando a transcri¢ao reversa (Anexo Il) (ap06s a infec¢do das células com as particulas
virais produzidas) sera originado um pseudo-provirus com o LTR 5’ defectivo, incapaz de
promover a transcricdo do gene terapéutico apds a integracdo deste no genoma celular.
Assim torna-se necessério a insercao de um promotor interno a montante do transgene,
para que este possa ser expresso. Como consequéncia desta estrutura, nas packaging cells
lines resultantes, sdo produzidos dois mMRNA’s com o transgene. No entanto sé um possui a

sequéncia W que lhe ira permitir ser incorporado nas particulas virais formadas (figura 1.12)
36

":!"'}Pssq: M [ e
Enh. | Prom. )| R USI-SD—- Prom. Gene —; AU3 | R U5‘

cap PBS W AAAAA
cap AAAAA
Figura 1.12: Esquema de uma cassette com 0 gene terapéutico e respectivos mRNA apés a
transcricdo, pertencentes a um vector SIN. Adaptado de Schambach et al, 2007.

Os vectores SIN possuem algumas vantagens quando comparados com 0s vectores cujo
a expressdo é promovida pela regido reguladora presente no LTR (LTR-driven retroviral
vectors): a probabilidade de producdo de vectores replicativamente competentes apds um
evento de recombinag&o € menor; o risco de desregulacéo da expressdo de genes celulares
induzida pela forte regido reguladora presente no LTR, ap6és a inser¢cdo do vector no
genoma celular ** é minimizado; a auséncia da forte regido reguladora também ir& evitar
interferéncias com outros sistemas de expressao do transgene; se as células estiverem a
expressar um transgene proveniente de um vector SIN, caso sejam infectadas por um virus
com capacidade replicativa, € pouco provavel que as novas particulas virais formadas
incorporem o mMRNA do transgene uma vez que este nao possui o sinal ¥ que permite a sua
incorporagdo nas particulas virais.
Apesar de todas estas vantagens o “desenho” da estrutura e produgao destes vectores é
complicado, exigindo mais pré-requisitos no que diz respeito ao desenvolvimento da
construcao génica com o transgene. Geralmente os titulos virais dos vectores SIN também
sao mais baixos que os dos vectores que preservam a regido reguladora do LTR. No
entanto, actualmente ja existem varias estratégias ou alternativas para tentar resolver os

problemas que possam surgir durante o desenvolvimento dos vectores SIN .

1.6.2.2. Expressédo do trasngene
A sequéncia nucleotidica transportada pela maioria dos vectores retrovirais utilizados

apenas possui um transgene a ser expresso nas ceélulas. Neste caso, a transcricdo do
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transgene pode ser promovida pela prépria regido promotora existente no LTR (pois esta é
activo em varios tecidos) ou alternativamente por um promotor heter6logo como no caso dos
vectores SIN.

Caso a expressdao do transgene seja regulada por um promotor heterélogo situado
imediatamente a montante do gene, e a regido promotora do LTR (ou outra em substituicdo
desta) continuar presente, a expressdo do transgene pode ser comprometida pela
interferéncia do promotor da regio LTR sobre o promotor heterélogo .

Para a expressdao de mais que um transgene na mesma constru¢cdo génica (co-
expressao), existem varias alternativas possiveis a seguir:

- Promotor heterélogo: entre os transgenes pode ser inserido um promotor heterélogo
criando duas unidades de transcricdo independentes (figura 1.13). No entanto poder&o

surgir algumas interferéncias entre os promotores, como ja referido.
LTR LTR

!l

-
Gene 1 | Geng 2
mRMNA -

mRMA >

Figura 1.13: Construcdo genética com dois transgenes genes terapéutico e respectivas unidades de
traducdo. Adaptado de Palu et al, 2000.

A utilizagcdo de promotores heterélogos especificos podera permitir que o transgene

apenas seja expresso em determinados tipos de células e assim contribuir para a

especificidade da accéo terap@utica do vector retroviral *°.

- Splicing: assim como para 0s genes estruturais dos retrovirus, os dois transgenes

by

podem pertencer a mesma unidade de transcricdo, estando um deles flanqueado por
regibes reconhecidas por endonucleases. Ao realizar-se o splicing apds a transcri¢do, serao
originados duas unidades de traducéo independentes como se observa na figural.14. No
entanto, o evento de splicing é dificil de controlar ndo podendo ser inactivado, 0 que ira

baixar a eficiéncia de transducéo dos titulos virais produzidos *°.
LTR LTR

4 Gene 1 Gene 2
i

Sh SA
mRNA

mRNA - -
—

Ty

Figura 1.14: Construcao genética dois transgenes e respectivas unidades de tradugdo. Adaptado de Palu et al,
2000.

- Proteinas de fusdo: os transgenes podem se encontrar na mesma unidade de
transcricdo e na mesma grelha de traducao originando assim um polipéptido que resulta da
fusdo entre cada proteina codificada por um transgene. Apesar de ser uma alternativa
simples, através da fus@o das proteinas poderdo resultar alteracBes conformacionais que

poderdo afectar as suas fungdes “°*’.
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- IRES (do inglés, Internal Ribosomal Entry Site): para evitar interferéncias que podem
ocorrer entre promotores heterdlogos, pode inserir-se entres 0s genes uma sequéncia IRES
(figura 1.15). Neste caso, a transcricdo dos genes ocorre normalmente, formando-se um
unico mRNA com duas unidades de traducdo. Uma a partir da extremidade 5’ e outra a partir
da sequéncia IRES. A sequéncia IRES, ap0s transcrita, forma uma estrutura secundaria que
ird promover a traducdo a partir desta. Apesar de ndo existirem interferéncias entre
promotores durante a transcricdo, geralmente observa-se uma maior traducdo do gene
regulado pela sequéncia IRES, ndo sendo esta a melhor alternativa a utilizar caso seja

requerido a mesma quantidade de express&o de ambas as proteinas 2">°.

LTR LTR
——— ~ .
Gene Geng 2
il |
>

Figura 1.15: Construgdo genética com dois transgenes separados por uma sequéncia IRES, e respectivo mRNA.
Adaptado de Palu et al. 2000.

- 2A self-clevage sites “®: Neste caso, ambas as proteinas séo produzidas como proteinas
de fusdo, estando separadas por um péptido especifico. Este é constituido por
aproximadamente 20 aminoacidos e o seu C-terminal possui a sequéncia prolyl-glycyl-prolyl
(PG|P) que sera clivada pelo mecanismo de skipping do ribossoma. A clivagem originara
assim duas proteinas independentes. Esta estratégia permite a uma expressao idéntica para
ambas as proteinas e poderd ser aplicada mais que uma vez na mesma construgdo
genética *°.

-Promotores bidireccionais: esta metodologia foi utilizada por Amendola et al, (2005) e
consiste na utilizacdo de dois promotores orientados de uma forma antisense partilhando o
mesmo enhancer, permitindo a transcricdo de dois genes em direc¢des opostas. No entanto

estas construcdes geralmente ndo permitem a obtencao de titulos virais elevados *°.

1.6.3. Tropismo dos vectores

De um modo geral, o tropismo dos virus depende da especificidade da interaccdo entre
as proteinas que se encontram a superficie da particula viral e 0s receptores que se
encontram & superficie das células hospedeiras. No caso dos MLV, existem diferentes
genes env que codificam para véarias glicoproteinas que por sua vez interagem com
diferentes receptores a superficie das células. Como exemplo, a glicoproteina 4070A
interage com o receptor Ram1 e a glicoproteina 10A1 pode interagir com o receptor Raml e
Glvr1®.
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1.6.4. Pseodotyping

Um aspecto importante tanto para a seguranca como para a eficiéncia da transferéncia
génica utilizando vectores virais é a especificidade de infec¢cdo. Se um vector for modificado
de modo a infectar apenas determinadas células, a eficiéncia de transducao seré optimizada
e as células que ndo precisam de tratamento ndo serdo transduzidas, minimizando assim o
risco de surgimento de efeitos indesejados.

No caso dos retrovirus, é possivel a integracao de proteinas heter6logas ndo especificas
nos seus involucros lipidicos ’. Este processo é designado de pseudotyping.

Na ultima geragdo de packaging cells lines, o facto de se inserir o gene env numa
construcdo independente, permite a facil producdo de vectores com diferentes
glicoproteinas Env. Podem ser produzidos vectores com glicoproteinas Env de diferentes
espécies ou diferentes familias de retrovirus como é o caso dos vectores produzidos pela
linha celular 293 FLEX que produz vectores cujas proteinas Env pertencem ao Gibbon Ape

Leukemia virus *.

Por exemplo, foi descoberto que 0s mesmos vectores retrovirais
derivados de MLV sao mais resistentes ao soro humano com as glicoproteinas Env
derivadas de retrovirus endogeno de felideos RD114 do que com as derivadas de do MLV
4070A. Também ja foram produzidos vectores retrovirais com a subunidade SU da VSV-G
(do inglés, vesicular stomatitis virus G protein) que além de permitir a eficiente infec¢éo de
varios tipos de células, possui a vantagem da sua estrutura monomeérica resistir a ultra-
centrifugacdo durante o processo de purificacdo. No entanto esta proteina é citotdxica para
muitas células o que dificulta a sua expressao constitutiva nas packaging cells *>**. Um outro
exemplo é o caso de vectores retrovirais com as proteinas Env do HIV-1 (do inglés, Human
Immunodeficiency Virus — Type 1) que infectam especificamente as células CD4 positivas *,
confrmando assim a importadncia do estudo e seleccdo destas proteinas para o
desenvolvimento de terapias mais especificas e consequentemente mais seguras.

Além da utilizagdo de proteinas Env de outros virus, estas proteinas podem também ser
modificadas geneticamente ou quimicamente, tendo como objectivo aumentar a eficiéncia e
ou a especificidade da infeccdo. Ao N-terminal de glicoproteinas truncadas podem ser
adicionados polipéptidos ou entdo substituir parte da sequéncia nucleotidica SU por
sequéncias de partes de outras proteinas como a eritropoétina ou partes de anti-corpos, de
modo a permitir a interaccdo da particula viral com outras moléculas a superficie da
membrana celular das células hospedeiras **°***. Outra alternativa também testada é a
utilizacdo de moléculas adicionais, como anticorpos multivalentes ou liga¢des entre biotina e
streptavidina, para tentar promover a infecgéo viral. Estas moléculas funcionam como uma
ponte de ligacdo entre as glicoproteinas virais e os receptores celulares. No entanto estudos

realizados demonstram que a eficiéncia de infeccdo ndo foi significativamente melhorada
55,56
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1.6.5. Formacéo acidental de vectores retrovirais replicativos

Desde o inicio do desenvolvimento de linhas celulares produtoras de vectores retrovirais
que a formacdo acidental de vectores replicativos é uma realidade com que o0s
investigadores se tém vindo a deparar. A infeccdo de células de um paciente com estes
vectores podera fazer com que estas se transformem em células produtoras de vectores
replicativos com capacidade de infectarem outras células o que poderé levar ao surgimento
de efeitos indesejados e até letais, pois seria muito dificil de controlar a sua replicagao.
Estudos realizados em macacos Rhesus com vectores retrovirais replicativos produzidos em
células derivadas de MLV, demonstram que estes conseguem replicar-se induzindo o
aparecimento de linfomas *".

Existem dois mecanismos predominantes que podem gerar vectores retrovirais com
capacidade replicativa, a recombinacéo e retroinfec¢do. Além da recombinagéo resultante
da integracdo das construgdes no genoma celular para formar as packaging cells, devem
ser considerados fendmenos de recombinacdo ao nivel do DNA, ap0s a estavel integracéo
das construgdes, e ao nivel do RNA. Os primeiros resultam de processos mediados pela
“‘maquinaria” de reparagao das células. A recombinacido ao nivel do RNA esta acoplada ao
ciclo de vida viral sendo mediada pela transcriptase reversa. Para que a recombinagdo ao
nivel do RNA ocorra, é necessario que além da sequéncia que transporta o transgene, outra
sequéncia de RNA também seja incorporada nas particulas virais. Apesar desta segunda
sequéncia de RNA néo possuir o sinal de empacotamento é possivel que seja incorporada
nas particulas virais, embora em quantidades minimas **%. Ao ocorrer recombinacéo entre
a sequéncia com o sinal de empacotamento e o RNA derivado da transcricdo das
construcbes com 0s genes estruturais, podem-se formar vectores replicativos. Para evitar
esta possibilidade, desenvolveram-se linhas celulares com duas unidades independentes de
expressao dos genes virais que ndo devem ser incorporados nas particulas virais. Outro
melhoramento € a utilizacao de sequéncia heterélogas nas constru¢cdes de modo a diminuir
a homologia entre sequéncias, como referido anteriormente.

Além dos RNA’s das construgcdes genéticas, também foi verificado a incorporacdo de
RNA'’s celulares sem qualquer sequéncia viral (retroinfecgéo) ®*. Caso ocorra recombinagéo
destes RNA'’s celulares com o RNA que transporta o gene terapéutico, € pouco provavel que
se formem vectores replicativamente competentes. No entanto existe alguma preocupacao
quanto a utilizagdo destes vectores pois 0s RNA celulares poderdo transportar sequéncias
gue apos integracdo no genoma das células infectadas poderéo provocar efeitos adversos,
como o caso de alguns oncogenes .

O genoma celular pode também conter naturalmente elementos retrovirais provenientes
de retrovirus enddgenos. Estes elementos podem ser introduzidos nas particulas virais e
caso ocorra recombinacdo como ja referido, poderdo formar-se vectores retrovirais

replicativos. Assim, um requisito na construcdo de linhas celulares para futura producéo de
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vectores retrovirais serd a identificacdo da presenca de sequéncias pertencentes a virus

enddgenos no genoma celular das células produtoras de vectores "%

1.7. Problemas e solu¢fes no desenvolvimento de linhas celulares produtoras de
retrovirus

O desenvolvimento de linhas celulares produtoras de retrovirus envolve processos
complexos e dispendiosos. Apesar de ja se ter evoluido bastante na sua producdao, os titulos
virais obtidos para a maioria das linhas celulares ndo é muito elevado, sendo o tempo de
meia-vida dos vectores retrovirais curto, cerca de 2-9 horas a 37°C ®*%. Uma vez que os
varios protocolos para utilizacdo clinica necessitam de uma elevada quantidade de vectores
retrovirais, como se pode observar na tabela 1.3, a produgédo destes € um ponto-chave a

optimizar.

Tabela 1.3: Testes clinicos de terapia génica ex-vivo realizados no tratamento de imunodeficiéncias.
Adaptado de Cruz et al, 2007.

Dose por C A
Gene Células paciente Ef|C|enC|a~de Células A
. Doenca L transducéo Referéncias
terapéutico administradas (células (%) produtoras
transduzidas/kg)
Gp9lphox  X-CGD 3.6-5.1 x 10° 40-45 PG13 (OSO%%‘;""
Células cd34+ (Cavazzana-
. SCID- transduzidas 6
Cadeia y. X1 5.7-6.1 x 10 20-40 y-CRIP Calvo
et al., 2000)
. 6 ) (Aiuti et al.,
DA ADA- Limfécitos T 0.2-2.2x10 21-25 GprAm12 2002)
SCID transduzidos 1-10 x 10° 1-10 PA317 (Blaese et
al., 1995)

Os titulos de vectores retrovirais dependem directamente de varios factores como a
natureza da linha celular, as condi¢des de cultura e a expressdo dos genes necessarios a
producdo das particulas virais. Em relagéo a este ultimo factor, estudos realizados indicam
que para se obter valores mais elevados de titulos virais € necessaria uma elevada
expressao da construcdo genética a ser incorporada nas particulas virais, bem como uma
expressdo elevada e com uma estequiometria adequada de todos os componentes do

vector viral %7,

1.7.1. Linhas celulares
Muitas das primeiras packaging cells lines desenvolvidas derivam de linhas celulares de

rato como por exemplo a NIH/3T3 %7°

, mas actualmente estas tém sido substituidas por
linhas celulares humanas. Esta mudanca deve-se a varias razdes: foi descoberto que as
células NIH/3T3 expressam varias sequéncias enddgenas pertencentes a MLV "' o que néo
€ desejado pelas razbes de seguranca j4 referidas; as modificacbes poOs-traducdo das

proteinas como a glicosilagdo nas células de rato, permite ao sistema imunolégico humano
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detectar e rapidamente inactivar os vectores retrovirais; as linhas celulares de rato
desenvolvidas ndo possuem titulos infecciosos elevados.

A linha celular 293 HEK (do inglés, Human Embryonic Kidney) tem sido bastante utilizada
para desenvolver packaging cells lines. Para as packaging cells lines derivadas da linha

72,73

celular 293 HEK tem sido verificado a auséncia de sequéncias de MLV endbgenos e

que os virus produzidos possuem uma maior eficiéncia de transducdo >™

quando
comparados com a linha celular produtora de vectores retrovirais y-CRIP derivada de rato
5. Além disso, packaging cells lines derivadas de linhas celulares humanas produzem virus

mais resistentes a inactivacéo pelo sistema imunitario humano """,

1.7.2. Desenvolvimento de packaging cells lines — expresséo dos elementos virais

No desenvolvimento das packaging cells lines, as células séo transfectadas com vectores
de expressdo (plasmideos) que contém os genes necessarios a produgcdo dos vectores
retrovirais. Apoés a transfeccédo, alguns plasmideos irdo integrar-se naturalmente no genoma
celular, o que permite a estavel expressao dos genes heterélogos. Este processo de
integracdo ocorre de uma forma aleatéria 2. A expressdo dos genes heterélogos podera ser
influenciada pela regido do genoma celular onde estes se integraram e pelas regides
vizinhas, o que se ira traduzir em Ultima andlise em influéncias sobre as produtividades

980 @ até outros promotores ¥ que

virais. Além de sequéncias como enhancers, silencers
podem afectar directamente a transcricdo, também podem existir elementos moduladores da
cromatina ® que interfiram com a expresséo dos genes heterélogos.

Geralmente, a transfeccdo das células com os vectores de expressao sdo eventos
independentes. Ap6s cada transfeccdo é necessario seleccionar um numero elevado de
clones para posterior andlise, rastreio e caracterizacdo da expressdo dos genes
heterdlogos. Identificado um clone com uma expressédo elevada dos genes heter6logos
integrados no genoma celular, avanca-se para a transfeccdo do seguinte plasmideo,
repetindo-se novamente todo o processo de seleccdo e analise de clones. A andlise dos
niveis de expressdo de cada componente viral durante a construgdo das linhas celulares
permite identificar e eliminar limitagbes de expressao existentes obtendo-se como resultado
uma linha celular com uma elevada produtividade de vectores retrovirais. No entanto este
processo € bastante demorado e dispendioso. Normalmente obtencdo de um clone produtor
de vectores retrovirais a partir de uma linha celular j& com os genes gag-pro-pol e env
demora, no minimo, 6 meses .

Através do trabalho desenvolvido por Karreman et al, (1996), Schucht et al. (2006) e
Coroadinha et al. (2006) foi delineada uma nova estratégia de producao das linhas celulares
produtoras de vectores retrovirais. Esta estratégia consiste caracterizacdo prévia de varios
loci através da andlise da expressdo de um gene repérter que se encontra inserido hum

sistema de recombinacdo de troca de cassette. Apos a seleccdo de um clone com apenas
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uma copia do sistema de recombinacdo de troca de cassette integrado no genoma celular,
em que se verifica uma expressao elevada do gene reporter, o desenvolvimento da linha
celular avanga com a integracao dos restantes elementos virais (gag-pro-pol e env) como ja
referido. No final do processo pretende-se obter uma linha celular caracterizada quanto a
expressao de todos os elementos virais e do gene reporter. Esta linha celular pode agora
servir de plataforma a producdo de vectores retrovirais com diferentes genes terapéuticos
sem a necessidade de se realizar um rastreio ao clone com uma elevada expresséo do gene
terapéutico uma vez que este pode ser inserido no locus previamente caracterizado onde se
encontra o gene reporter, através do sistema de recombinacéo de troca de cassette .

Dados obtidos por Schucht et al. (2006) e Coroadinha et al. (2006) demonstram a
eficiéncia do processo de recombinacdo especifica sendo assim desnecessario o passo de
rastreio de clones quanto a expressao do gene terapéutico uma vez que a estequiometria de
expressao dos varios elementos do vector é mantida, o que permite prever os titulos virais
produzidos.

Este metodologia possui varias vantagens como: a expressao eficiente da sequéncia a
ser incorporada nas particulas virais sem recorrer a utilizagdo de marcadores selectivos que
poder&o ser prejudiciais as células a serem infectadas #®:; o estudo e adaptacdo prévia das
células as condi¢des propicias a maximizar a produ tividade viral; a redugdo do tempo e

custos necessarios para desenvolver linhas celulares produtoras de vectores retrovirais %

1.7.3. Estequiometria dos componentes virais

A disrupcdo da estequiometria de expressao dos varios componentes virais (transgene,
gag-pro-pol e env) provocada pela separacdo destes em varias construcbes genéticas,
também pode contribuir para os valores moderados de produtividade das linhas celulares
produtoras de vectores retrovirais °. Um estudo recente indica que os ratios de expressao
entre 0s genes gag-pro-pol/transgene e env/gag-pro-pol sdo determinantes para o aumento
de produtividade das linhas celulares e quando optimizados permitem diminuicdo da
producdo de particulas virais defectivas %. Estas Gltimas representam um grande problema
no que respeita a purificagdo dos vectores virais pois como possuem caracteristicas fisicas
e quimicas iguais ou semelhantes as dos vectores infecciosos torna-se impossivel separa-
las aquando os processos de purificacdo. A presenca de uma elevada percentagem de
vectores virais defectivos ir4 ter como consequéncia a reducao da eficiéncia de transducéo
além da possibilidade de provocar efeitos adversos nos pacientes ®.

A estequiometria de expressdo dos Vvarios elementos virais é assim também um ponto-
chave a optimizar de modo a contribuir para aumentar a produtividade de particulas virais
infecciosas e melhorar a qualidades dos titulos virais diminuindo o namero de particulas

virais defectivas.
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1.8. Sistemas de recombinacéo de troca de cassette

Na natureza existem sistemas de recombinacdo heteréloga que permitem a
recombinacdo especifica entre determinadas sequéncias. Alguns destes sdo hoje em dia
utilizados como ferramentas em engenharia genética. Os mais utilizados em estudos com
células de mamifero sdo o sistema FIp/FRT existente na levedura Saccharamyces
cerevisiae ¥’ e o sistema Cre/loxP do bacteriéfago P1 %. Em ambos, as enzimas Flipase e
Cre reconhecem sequéncias nucleotidicas especificas, FRT (do inglés, flipase recombinase
target sites) e loxP, respectivamente. Estas enzimas promovem, um processo de
recombinacdo entre as respectivas sequéncias, genericamente designadas de RTs (do
inglés, recombination target sites).

Os processos de recombinacéo especifica referidos tém sido utilizados em células de
mamifero para introduzir cassettes de expressdao em regibes pré-definidas do genoma
celular (figura 1.16). Este técnica € designada de recombinagéo de troca de cassette, RMCE
(do inglés, recombinase-mediated cassette exchange) e envolve dois passos. O primeiro
designado de “tagging” consiste na introducdo de uma cassette flanqueada por duas
sequéncias RT heteroespecificas incompativeis no genoma celular. Este processo de
integragdo no genoma celular ocorre de uma forma aleatoria. Posteriormente é efectuado o
“targeting” que consiste na troca da cassette por outra flanqueada pelas mesmas

sequéncias RT heteroespecificas, sendo este processo mediado por uma recombinase °.

loxP/FRT loxP M#/FRT mut

AL O Goex__H———-

>

D oy -

loxP/FRT loxP MWFRT mut

. [ Gmev ]

Figura 1.16: Principio de funcionamento do sistema de recombinacdo de troca de cassette mediado
pelos sistemas FIp/FRT e Cre/loxP. A- regido do genoma celular com a primeira cassette genética
flanqueada pelas sequéncias RT heteroespecificas e incompativeis apés o “tagging”. Neste caso é
utilizada uma regido RT mutada. B- vector com a cassette desejada, flanqueada pelas mesmas
sequéncias RT heteroespecificas e incompativeis. C- genoma celular ap6s a ocorréncia de
recombinacéo de troca de cassette (“targetting”). Adaptado de Wirth, D. et al, 2007.

1.9 Objectivos

Neste trabalho pretende-se desenvolver bases para a constru¢do de linhas celulares
produtoras de vectores retrovirais sem capacidade replicativa e com diferentes tropismos, a
partir das células 293#3 gp 11 e 293#3 gp22.
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De modo a alcancar o pretendido, os principais objectivos deste trabalho séo: a
construcao de trés vectores de expressao (plasmideos) com os genes env 10A1l, 4070A e
GalV10A1l, a construcédo de um vector de expressdo com o gene env 4070A inserido huma
cassette que ird permitir a sua substituicdo através do sistema recombinacao de troca de
cassette mediado pela enzima Cre e a confirmagdo da funcionalidade de todos os
plasmideos construidos em relacdo a expressdo dos respectivos genes env, nas células
293#3 gp 11 e 293#3 gp22. Adicionalmente seréo optimizadas condi¢cdes de transfecgéo e
pressdo selectiva. Numa fase final as células 293#3 gp 11 e 293#3 gp22 serdo
transfectadas com os plasmideos produzidos e os clones obtidos serdo analisados e

comparados com outras linhas celulares produtoras de vectores retrovirais ja estabelecidas.

1.10. Células 293#3 gpl1l e 293#3 gp22

As células 293#3 gpll e 293#3 gp22 pertencem a uma populacdo precursora de uma
linha celular produtora de vectores retrovirais, a 293 FLEX.

Ambas as células 11 e 22 possuem duas cassettes genéticas integradas no seu genoma,
uma com 0s genes gag-pro-pol e outra com o transgene, as mesmas para ambas as células.
A construcdo genética com o transgene possui ainda a particularidade de se encontrar
flanqueada por duas regides FRT o que permite a sua eficiente substituicdo através do
sistema de recombinacéo de troca de cassette mediado pela enzima Flipase como se pode
observar na seguinte figura 1.17:

Cassette integrada no genoma celular (tagging)

FRT . FRI®
Mm,\neom lacZ/GFP }—MES hygtk I. .
17 I/
"l’ LTR

/) Cassette com o gene que se pretende inserir /)
no genoma celular (targeting) |

/ v
IRES/P
Ij—( H Transgene H
FRT

LTR LTR

Figura 1.17: Sistema de recombinacgéo de troca de cassette mediado pela enzima Flipase nas células
293 FLEX. Adaptado de Coroadinha et al, 2006.

Nas células 293#3 gpll e 293#3 gp22 ocorre a formacdo de cépsides virais, chegando
mesmo a ser segregadas particulas virais para o meio extracelular. No entanto nenhuma
destas particulas é infecciosa devido a auséncia as glicoproteinas codificadas pelo gene
env. 39,86

A origem das células 293#3 gpl1l e 293#3 gp22 encontra-se representada na figura 1.18.
O seu desenvolvimento teve inicio na transducdo das células 293 HEK com vectores
retrovirais que transportavam a cassette de expresséo do transgene (figura 1.17), permitindo

assim a sua integracdo no genoma celular. O clone 293#3 resultante foi escolhido, entre os
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inumeros clones formados, para se avancar com o desenvolvimento da linha celular. As
razbes da sua escolha sdo: i) contem apenas uma coépia da cassette com o transgene
integrado no seu genoma; ii) apresenta uma elevada expressdo da mesma. Assim,
posteriormente, o clone 293#3 foi transfectado com um plasmideo que contem a cassette de
expressao com 0s genes gag-pro-pol. Esta cassette tera se integrado no genoma celular de
algumas células, formando-se assim varios clones entre 0s quais os 293#3 gpll e 293#
gp22 *.

Transdugao do
transgene

= l
" 7 »
ﬁ\ @ - = - @ 293#3
D\ s
/\\ A =

Transfecgdo de

/ \ gag-pro-pol
[

| 28

293#gpll 293#3 gp22

Figura 1.18: Desenvolvimento das células 293#3 gpl1 e 293#3 gp22.

As células 293#3 gpll e 293#3 gp22 sao idénticas em relagdo a expressdao do
transgene, no entanto o0 mesmo ja ndo acontece em relacdo a expressao dos genes gag-
pro-pol sendo a intensidade da expressdo destes genes significativamente maior no clone
11 em relacdo ao clone 22. Uma vez que a cassette de expressdo dos genes gag-pro-pol é
a mesma para ambas as células, as diferencas de expressdo deverdo dever-se aos
diferentes locais de integracdo da cassette com 0s genes gag-pro-pol no genoma celular e
ao diferente numero de cépias da cassette integradas.

Para as células referidas produzirem particulas virais infecciosas, s6 € necessario que
estas expressem adicionalmente um gene env.

Sabendo que para ambas as células 293#3 gpll e 293#3 gp22 a expressdo do
transgene é idéntica, que para as células 293#3 gp22 a expressdo de transgene nao é
limitante em relacdo a expressdo de gag-pro-pol e que estas possuem uma menor
expressdo de gag-pro-pol em relacéo as células 293#3 gpll ¥, ao serem utilizadas estas
Ultimas é dada a oportunidade de se originarem células com uma maior produtividade viral

caso a expressao do gene env seja suficientemente elevada.

27



Denvolvimento de linhas celulares produtoras de vectores retrovirais para terapia génica

No entanto, a possibilidade de se formar um elevado nimero de capsides virais, devido a
elevada expresséo dos genes gag-pro-pol nas células 293#3 gpl1, podera fazer com que a
quantidade minima necessaria de glicoproteinas codificadas pelo gene env para se produzir
particulas virais infecciosas também seja maior. Esta hip6tese serd verdadeira supondo-se
que as glicoproteinas codificadas pelo gene env séo distribuidas pelo elevado niamero de
capsides virais de uma forma relativamente homogénea. Esta distribuicdo podera fazer com
que a quantidade de glicoproteinas codificadas pelo gene env por particula viral ndo seja
suficiente para esta se tornar infecciosa.

Se a distribuicdo das glicoproteinas pelas capsides virais formadas ocorrer de uma forma
mais heterogénea, a quantidade minima necessaria de glicoproteinas Env para se formarem
particulas virais infecciosas podera ser menor. No entanto irdo ser também originadas em
grande numero, particulas virais defectivas com poucas ou henhumas proteinas Env, o que
ndo é desejado pelas razdes ja referidas (ver seccdol.7.3 Estequiometria dos componentes
virais).

O facto de se utilizar ambas as células 293#3 gpll e 293#3 gp22 no desenvolvimento
das linhas celulares produtoras de vectores retrovirais e ndo apenas as células 293#3 gp11,
gue teoricamente apresentam condi¢bes para se formarem células produtoras de vectores
retrovirais com produtividades mais elevadas, tem a ver com a probabilidade de se obter as
linhas celulares e produtividades virais desejadas. Esta probabilidade esta directamente
relacionada com a necessidade de se obter uma estequiometria adequada entre os 3
vectores de expresséo. Na tabela 1.4 encontra-se sumariado as vantagens e desvantages
na utilizacdo das células 293#3 gpll e 293#3 gp22 para o desenvolvimento de linhas
celulares produtoras de vectores retrovirais.

Para ambas as células 293#3 gp 11 e 293#3 gp 22 espera-se que quanto maior for a
expressdo do gene env, até a expressao deste deixar de ser limitante, maior serd o nimero
de particulas virais infecciosas e menor o numero de particulas defectivas produzidas.

Tabela 1.4: Vantagens e desvantagens da utilizagdo das células 293#3 gpll e 293#3 gp22 no
desenvolvimento de linhas celulares produtoras de vectores retrovirais

Vantagens Desvantagens

- Dificuldade de se obter titulos
- Potencial de se obter titulos virais | virais com uma baixa percentagem
293#3 gpll elevados (devido a elevada | de particulas virais defectivas
expressao de gag-pro-pol) (devido a requisicdo de uma
expressao elevada do gene env)

- Facilidade de se obter titulos
virais com uma baixa percentagem
de particulas virais defectivas
293#3 gp22 - Ja foram obtidos titulos virais
elevados a partir células produtoras
de vectores virais derivadas das
células 293#3 gp22 *°

- A expressdo de gag-pro-pol é
limitante na producao de particulas
virais para valores elevados de
expressao do gene env
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2. Materiais e Métodos.

2.1. Material bioldgico

2.1.3. Linhas celulares
As células 293#3 gpll e 293#3 gp22 *° derivam da linha celular 293 HEK (do inglés,

Human Embryonic Kidney) niumero ATCC (do inglés, American Type Culture Collection)
CRL-1573 e foram utilizadas para desenvolver as novas linhas celulares produtoras de
vectores retrovirais.

A linha celular 293 FLEX *° foi utilizada como controlo positivo na caracterizacdo das
novas linhas celulares geradas.

As células Te671 (ATCC CRL-8805) foram utilizadas para serem infectadas pelas

particulas virais infecciosas produzidas pelas células produtoras de vectores retrovirais.

2.1.4. Bactérias
As bactérias One Shot® StbI3™ (gendtipo: F- mcrB mrr hsdS20 (rB-, mB-) recAl13

SUpE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20 (Str ) xyl-5 A- leu mtl-1r) Chemically Competent E.
coli (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) foram utilizadas para a producéo de plasmideos.

2.1.5. Plasmideos

Os plasmideos phGalLV10Al e pENVA (Anexo V e VI) possuem as sequéncias que
codificam para as glicoproteinas recombinante GaLV10Al e viral 4070A respectivamente,
tendo sido gentilmente cedidos pelo Dr. Otto Merten (Genethon, Franca). O plasmideo
comercial pVPack-10A1 (Stratagene, Santa Clara, Califérnia, E.U.A.) (Anexo VII) possui a
sequéncia que codifica para a glicoproteina viral 10A1. Foi a partir destes plasmideos que
foram amplificadas as sequéncias com os genes GalV10A1, 4070A e 10Al respectivamente.

O plasmideo comercial pMONO-zeo-mcs (InvivoGen, San Diego, Califérnia, E.U.A) é o
vector de expressdo onde foram inseridas as sequéncias com os genes GalV10Al, 4070A e
10A1.

O plasmideo comercial pSELECT-GFPzeo-LacZ (InvivoGen) (Anexo X) possui uma
sequéncia que codifica para uma proteina GFP (do inglés, Green Fluorescent Protein). Este
plasmideo foi utilizado como controlo positivo nos ensaios de transfec¢éo.

O plasmideo pTagLoxP-mcs (Anexo X) foi desenhado no ambito deste trabalho pela Dr.2
Ana Coroadinha e sintetizado pela GENEART (Regensburg, Germany). Este plasmideo
contém uma cassette de expressdo flanqueada por regides LoxP que irdo permitir o
funcionamento do sistema de recombinacéo de troca de cassette mediado pela enzima Cre.

E nesta cassette que sera inserida a sequéncia amplificada com o gene 4070A.
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2.2. Cultura, manutencéo e propagacao das células animais
Foi efectuado um banco celular de todas as células animais referidas anteriormente,

tendo sido o trabalho aqui descrito desenvolvido a partir destas células congeladas. O banco
celular foi desenvolvido a partir de células em cultura. Estas foram congeladas a -80°C em
CryoTubes™ (Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, Alemanha) de 1,5 ml, numa solucao
de FBS (do inglés, Fetal Bovine Sorum; Gibco, Paisley, Reino Unido) com 5% de DMSO (do
inglés, Dimethyl sulfoxide; Sigma-Aldrich, Missouri, E.U.A).

Para descongelar as células anteriores e as manter em cultura, as células passaram por
um processo de descongelamento da aliquota em agua a 37°C. Quando a aliquota se
encontrava totalmente descongelada, todo o volume desta foi passado para um T-Flask (BD
Falcon™, Erembodegem, Bélgica) com DMEM (do inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium; Gibco) suplementado com 10% (v/v) de FBS (Gibco) previamente e tamponizado e
aquecido na incubadora com atmosfera humida a 7% de CO2 e a uma temperatura de 37°C.
O T-Flask foi colocado novamente na incubadora por um periodo de 3 horas para que as
células sedimentem e adiram a sua superficie que esta tratada para este efeito. Ao fim deste
periodo o meio de cultura foi trocado por meio novo pois 0 DMSO (Sigma-Aldrich) torna-se
téxico para as células a temperatura ambiente.

Nas condi¢des referidas as células irdo replicar-se formando uma monocamada. Quando
as células atingiram cerca de 90% de confluéncia da superficie do T-Flask o sobrenadante
foi aspirado e a monocamada lavada com DPBS (do inglés, Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline) (Gibco) sem cloreto de magnésio e sem cloreto de calcio. Este foi posteriormente
aspirado com o objectivo de remover todo o meio de cultura anterior, pois 0 FBS possui
componentes que inibem a tripsina (Gibco) que foi posteriormente adicionada para fazer
com que as células desadiram da superficie do T-Flask. Estando as células em suspensao
foi adicionado novo DMEM (Gibco) suplementado com 10% (v/v) de FBS (Gibco) para inibir
a accao da tripsina e diluir as células. Dependendo da diluicdo desejada é retirado
determinado volume da suspensdao celular e colocada num novo T-Flask com novo DMEM
(Gibco) suplementado com 10% (v/v) de FBS (Gibco) até que estejam suficientemente

confluentes para serem passadas novamente.

Todos os procedimentos realizados com as células animais foram efectuados em
condicdes estéreis em camaras de fluxo laminar Nuaire (tipo Il), utilizando material estéril
descartavel ou autoclavado por um periodo de 90 minutos a temperatura de 121°C e a

presséo de 1,2 bar.

2.3. Amplificagao das sequéncias com os genes env GalV10A1, 4070A e 10A1
As sequéncias com os genes env foram amplificadas por PCR (do inglés, Polimerase
Chain Reaction) a partir dos plasmideos phGaLV10Al, pENVA e pVPack-10A1l, utilizando
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0s primer’s representados na tabela 2.1. Os primers forward (FW) e reverse (RV) utilizados
nesta reacgcdo possuem na extremidade 5 uma sequéncia reconhecida por endonucleases,
as mesmas sequéncias que também existem no multiple cloning site do plasmideo pMONO-
zeo-mcs, onde se pretende inserir as sequéncias amplificadas. As enzimas de restricdo
escolhidas ndo poderdo efectuar outras restricbes para além das localizadas no multiple
cloning site do vector e das extremidades das sequéncias amplificadas de modo a néo
originarem outros produtos. Ao utilizar enzimas de restricdo, que originam diferentes
extremidades coesivas, para cada primer, irA ser assegurada inser¢cdo da sequéncia
amplificada na posicdo desejada.

Foram realizadas trés reaccdes de amplificacdo com diferentes temperaturas (42°C, 47°C
e 52°C) de emparelhamento dos primer’s com a sequéncia a amplificar utilizando a enzima
GoTaq® DNA Polymerase (Promega, Madison, Wisconsin, E.U.A.)

Os primer’s utilizados para a amplificagcdo dos genes env foram sintetizados pela Thermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, E.U.A.).

Tabela 2.1: Primer’s utilizados para amplificacdo das sequéncias com 0s respectivos genes env.
Gene env Primer
FW 5- ATGAGGATCCTGTTTTGACCTCCATAGAAG -3

Galv10AL RV 5- TAGTCCTAGGGCCGATGATTAATTGTCAAC -3’
10A1 FW §&- ATGAACCGGTTAGAGAACCCACTGCTTACT -3
RV 5-TAGTCCTAGGGTTATCATGGCTCGTACTCT -3

4070A FW 5- ATGAACCGGTTTTTGTCTTTTATTTCAGGTC -3’
RV 5-TAGTCCTAGGTACATAAGCGGATAACGGAT -3’

4070A* FW 5- ATGAACCGGTTTTTGTCTTTTATTTCAGGTC -3’

RV 5-TAGTGCATGCTACATAAGCGGATAACGGAT -3’
*Primer’s utilizados na amplificacdo do gene 4070A a ser inserido no plasmideo pTagLoxP-

mcs

2.4. Construcao dos plasmideos pMONO-zeo-GalV10Al, pMONO-zeo0-4070A, pMONO-
ze0-10A1 e pTagLoxP-4070A
A construcdo dos plasmideos pMONO-zeo-GalV10Al, pMONO-ze0-4070A, pMONO-zeo-

10A1 e pTagLoxP-4070A envolveu em primeiro lugar a purificagdo das sequéncias
amplificadas anteriormente. Antes de se proceder a sua purificacdo, os amplicdes foram
separados do plasmideo que lhes deu origem através de uma electroforese em gel de
agarose. Apos a excisao do pedaco de agarose com o amplicdo, este foi purificado através
do lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE LifeScienses, Madrid, Espanha).
De seguida foram efectuadas reacc¢fes de restricdo independentes do plasmideo pMONO-
zeo-mcs e das sequéncias anteriormente amplificadas com as respectivas enzimas de
restricdo tabela 2.2. Os produtos de restricdo foram novamente purificados com lllustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare) sendo as extremidades do
plasmideo pMONO-zeo-mcs posteriormente desfosforiladas pela enzima Antarctic
Phosphatase (New England Biolabs (NEB), Ipswich, Massachusetts, E.U.A). Por fim as

sequéncias amplificadas e respectivos plasmideos pMONO-zeo-mcs e pTagLoxP-mcs
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(ambos na forma linear e desfosforilados) foram submetidos a uma reaccdo de ligacéo

promovida pela enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs).

Tabela 2.2: Enzimas (NEB) utilizadas nas reaccdes de restricdo para a construcéo dos vectores de
expressao com o0s respectivos genes env.

Reaccdes de restricdo

Sequencias |\ 1oNG ze0-mes | pTagloxP-mes | GalV10AL 10A1 4070A 4070A*
nucleotidicas
Enzimas de BamHI + Avrll
. Agel + Sphl BamHI + Avrll | Avrll + Agel | Avrll + Agel | Agel + Sphl
restricao Avrll + Agel g P I I J P

2.5. Producéo de plasmideos
Os plasmideos anteriormente referidos e os vectores construidos neste trabalho foram

todos produzidos utilizando o mesmo método, que consiste na transformacéo de bactérias
comerciais quimicamente competentes, seguida de plaqueamento das mesmas em meio
sélido LB com antibiético ficando cerca de 16 horas a 37°C. Apdés o aparecimento de
coldnias, sdo inoculados 200 ml de meio liquido TB com o respectivo antibiético ficando a
incubar a 37°C durante 15 horas a 180 rpm. Quando a suspensao celular atingiu uma
densidade Optica entre 4 e 8 as células foram recolhidas por centrifugagédo e o plasmideo
produzido foi extraido e purificado utilizando o sistema Genopure Plasmmid maxi kit (Roche,
Basel,

Suica). Ap6s a purificagdo foi realizada uma reaccdo de restricdo sendo

posteriormente analisada por uma electroforese em gel de agarose 1% (p/v).

2.6. Estudos de curva-de-morte
Inocularam-se placas de 12 pocos (Nunc) com 1 ml de suspensdo celular a uma

concentracdo de 4,4x10* células/ml, com as respectivas concentracbes dos antibiéticos
Zeocina (150 pg/pl, 200 pg/ul e 300 pg/ul) (InvivoGen) e Puromicina (0,5 pg/ul e 1 pg/ul)
(Invivogen). Aproximadamente a cada 24 horas, as células de 1 pogo foram recolhidas com
300 pl de tripsina (Gibco) e 500 ul de DMEM (Gibco) suplementado com 10% (v/v) de FBS

(Gibco) para ser determinada a concentracéo celular.

2.7. TransfeccBes com fosfato de célcio, PEI (polietilenamina) e subsequente pressao
selectiva

Para ambos os métodos de transfec¢cdo com fosfato de célcio (Sigma-Aldrich) e PEI
(Polysciences, Eppelheim, Alemanha), foram inoculadas placas de 6 pocos (Nunc) com 2ml
de uma suspensdo celular a 6x10° célula/ml em DMEM (Gibco) suplementado com 10%
(v/v) de FBS (Gibco). Apo6s a inoculacdo as placas foram colocadas a 37°C na incubadora
com atmosfera humidificada a 7% CO,. No dia seguinte foram adicionados 300 pl das
respectivas solucbes de transfeccdo as células com diferentes quantidades de plasmideo
(0,5 pg, 1 ug, e 2 ug), ficando novamente a incubar durante a noite nas condi¢des referidas.
No caso das transfeccbes com os vectores de expressao, apos esse periodo o meio de

cultura foi trocado por meio novo e 24 horas depois recolhido, filtrado (0,45 pm) e
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armazenado a -80°C. As células foi adicionado meio de cultura com 150 pg/ml de Zeocina

(InvivoGen) para se iniciar a pressao selectiva.

2.8. Electroporacgéo e subsequente pressao selectiva

A electroporacéo foi realizada utilizando o sistema Neon Transfection System (Invitrogen,
Paisley, Reino Unido). As condi¢cBes da electroporacdo (voltagem, nimero e duracdo dos
pulsos eléctricos) utilizadas foram as recomendadas pelo fabricante para as células 293 em
transfeccbes com um volume de 100 pl. Com as células 293#3 gpll foi utilizada a
concentracdo celular 5x10° células/ml e para as células 293#3 gp22 foi utilizada uma
concentracdo 10x inferior. Apds a electroporacdo das suspensbes celular com as
respectivas quantidades de plasmideo (0,5 ug, 1 pug e 2 ug), estas foram inoculadas num
poco de placa de 6 pocos (Nunc) com DMEM (Gibco) suplementado com 10% (v/v) de FBS
(Gibco) previamente aquecido a 37°C na incubadora com atmosfera humidificada a 7% CO..
No dia seguinte o meio foi recolhido, filtrado e guardado a -80°C sendo adicionado as
células meio de cultura novo com 150 pg/ml de Zeocina (InvivoGen).

2.9. Seleccéo de clones (limiting dilution) e rastreio das produtividades virais

O limiting dilution foi realizado em placas de 96 pogos (Nunc). A estes foram adicionados
100 pl de meio de cultura condicionado previamente aquecido na incubadora a 37°C com
atmosfera humidificada a 7% CO,. De seguida os pogos foram inoculados com 100 pl de
uma suspensao celular com uma concentracdo celular 10 células/ml em DMEM (Gibco)
suplementado com 30% (v/v) de FBS (Gibco) e com 75 pg/ml de Zeocina (InvivoGen). Aos
pocos das extremidades da placa foi adicionado 100ul de PBS (Gibco) de modo a evitar que
a placa seque. De seguida a placa foi colocada na incubadora a 37°C com atmosfera
humidificada a 7% CO,.

Nos pocos em que se verificou o aparecimento de uma Unica col6nia, quando esta atingiu
um tamanho consideravel foi recolhida e inoculada num poco de uma placa de 24 pocgos
(Nunc) com 1 ml de DMEM (Gibco) suplementado com 10% (v/v) de FBS (Gibco) com 75
pg/ml de Zeocina (InvivoGen). A medida que as células cresciam foram sendo recolhidas e
inoculadas em placas de 6 pocos com o dobro do volume do meio de cultura e o dobro da
concentracdo de antibidtico anterior repetindo-se o processo mas agora inoculando as
células num T-Flask de 25 cm? com 5 ml de meio de cultura com 150 pg/ml de zeocina
(InvivoGen) até atingirem a cerca de 80% de confluéncia da area do pogo para serem
congeladas a -80°C.

Aquando o congelamento das células, alguma foram inoculadas num poco de uma placa
de 6 pogos (Nunc) com 2 ml de DMEM (Gibco) suplementado com 10% (v/v) de FBS (Gibco)
e 150 pg/ml de Zeocina (InvivoGen). Quando este pogo se encontrava 80% confluente em
células, o meio de cultura foi trocado por meio novo sem antibiotico sendo recolhido e

filtrado 24 horas depois para posterior analise do titulo viral.
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2.10. Técnicas analiticas

2.10.3. Contagem das células
Para determinar a concentracgdo e viabilidade celular, foram utilizados neste trabalho, dois

métodos de contagem de células vivas e mortas. O método mais utilizado foi o método de
exclusdo do azul de tripano através de observacdo directa ao microscopio 6ptico de
contraste de fase, utilizando a camara de contagem Fuchs-Rosenthal (Brand, Wertheim,
Alemanha). Neste foi utilizado uma solucéo de azul tripano (Merck, Darmstadt, Alemanha)
a 0,1% (v/iv) em PBS. Ao adicionar a solucdo de corante a suspensao celular, foi possivel
a distincdo entre células vivas e mortas pois as Ultimas sdo permeaveis ao corante ficando
azuis, ao contrario das primeiras.

O outro método utilizado foi a contagem através do aparelho CASY®1, Schéarfe System
GmbH (Reutlingen, Alemanha). Este aparelho foi utilizado para determinar a concentragéo e
viabilidade celular para os estudos de titulagdo dos clones obtidos ap0s o processo de

limiting dilution.

2.10.2. Titulagao das particulas virais infecciosas
Para titular as particulas virais infecciosas foram inoculadas placas de 96 pocgos (Nunc)

com 100pl uma suspensao de células de Te671 em DMEM (Gibco) suplementado com 10%
(viv) FBS (Gibco) a uma concentacdo de 1,65x10° células/ml. Depois de inoculadas, as
placas foram colocadas a incubar por 24 horas a 37°C na incubadora com atmosfera
humidificada a 7% CO,. ApOs esse periodo, o0 meio de cultura foi aspirado dos pocos e
procedeu-se a infecgdo das células em triplicado sendo adicionados 50 pl da suspensédo
viral previamente diluida em DMEM (Gibco) suplementado com 10% (v/v) de FBS (Gibco) e
com 8 ug/ml de polibereno (Sigma-Aldrich). As células foram colocadas novamente a
incubar entre 3 a 4 horas nas condi¢bes anteriormente referidas sendo posteriormente
adicionados 150 pl de meio de cultura novo, ficando a incubar por 48 horas nas condi¢cbes
referidas. Apds este Ultimo periodo de incubacdo as células foram fixadas: o meio foi
removido, as células foram lavadas com DPBS e ficaram a incubar a temperatura ambiente
com 100 pl de uma solucdo de DPBS (Gibco) com 0,3 % (v/v) formaldeido (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e 1,35% (v/v) gluteraldeido (Sigma-Aldrich) durante 3 minutos.
Depois de fixadas, as células foram novamente lavadas com 100 pl de DPBS (Gibco) e foi
adicionada uma solugcédo com 0,2 mg/mL de x-gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactosideo)
(Stratagene), 5mM KsFe(CN)s (Merck, Darmstadt, Alemanha), 5mM K ;Fe(CN)e (Merck),
e ImM MgCl, (Merck) em DPBS (Gibco).
O titulo viral foi determinado através da equacdo:

Titulo viral = xm% Xy (eq, 1)
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onde Xmedio, V € Y S0 respectivamente a média do numero de células coradas nos

triplicados, o volume de infeccéo (0,05 ml) e o factor de diluicdo da solucéo viral.

2.11. Estudos de crescimento
Os estudos de crescimento foram efectuados em T-flask’s de 25 cm? Estes foram

inoculados com 5 ml de uma suspensdo celular 2x10° células/ml em DMEM (Gibco)
suplementado com 10% (v/v) FBS (Gibco). Os T-Flask’s foram colocados a incubar a 37°C
na incubadora com atmosfera humidificada a 7% CO,. Aproximadamente a cada 24 horas
as células de um T-Flask foram recolhidas para se determinar a concentracdo celular de
células viaveis e foi recolhida uma amostra do sobrenadante, que depois de filtrada (0,45
pm), foi armazenada a - 80°C para posteriormente se determinar o nimero de particulas

virais infecciosas.

2.12. Determinacédo da taxa especifica maxima de crescimento e da produtividade viral
A taxa especifica de crescimento maxima (Umax) foi determinada de acordo com a

equacdo 2 utilizando os valores de concentracdo de células viaveis referentes a fase

exponencial de crescimento das células:

1 d
Umax =;d_9: (eq.2),

onde dx e x representam respectivamente a variacdo da concentracdo de células viaveis no
intervalo de tempo dt e a concentracao média de células viaveis nesse intervalo de tempo.

A produtividade viral foi determinada a partir da equagéo:

Produtividade viral = L] (eq. 3),

[células vidveis
onde [p.i.]. representa o numero de particulas virais infecciosas por unidade de volume , e

[células viaveis] o nimero de células viaveis por unidade de volume.

2.13. Anélise estatistica
O erro associado a cada medicdo foi determinado ou pelo desvio padrdo de

diferentes leituras independentes ou assumindo o valor de erro da leitura para cada medicdo
anunciado pelo fabricante dos equipamentos utilizados.

Para a determinacdo do numero de particulas infecciosas por milhdo de células foi
calculado o erro propagado através da lei da propagacdo do erro para uma funcdo de

multivariaveis:

Af ~ Ax,. (Aa_D + 815 (L) + -+ A (A%) (eq. 4)

Ax,
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3. Resultados e discussao

Neste trabalho, foram construidos e produzidos trés vectores de expresséao (plasmideos)
com diferentes genes env e um vector de expressdo com um sistema de recombinacao de
troca de cassette. Para comprovar funcionalidade dos vectores de expressao relativamente
a expressao dos genes env, as células 293#3 gpll e 293#3 gp22 foram transfectadas com
os plasmideos. Posteriormente, com a aplicacdo da pressao selectiva ap6s a adicdo de
antibidtico ao meio de cultura, pretendeu-se obter clones produtores de vectores retrovirais.

Para comprovar a funcionalidade do sistema de recombinacao de troca de cassette para
0 gene env, a sua troca tem que ser efectuada através de nova transfeccéo e seleccdo de
clones.

Assim neste trabalho comecgou-se por efectuar estudos de curva-de-morte e de
transfeccdo para averiguar quais as condicbes mais apropriadas a utilizar no

desenvolvimento das linhas celulares.

3.1. Estudos de curva-de-morte

Os estudos de curva de morte tém como objectivo determinar qual a melhor
concentracdo de antibidtico a utilizar durante a pressdo selectiva de modo a permitir
sobrevivéncia das células transfectadas e a induzir a morte das células nédo transfectadas
num intervalo de tempo. A longo prazo, esta pressao selectiva permite apenas a
sobrevivéncia das células em que ocorreu integracdo dos plasmideos no genoma celular e
consequentemente a expressdo estavel da sua cassette genética onde se encontra o gene
gue confere resiténcia ao antibiotico.

Foram realizados estudos de curva de morte com dois antibidticos, a Zeocina e a
Puromicina (figuras 3.1 e 3.2, respectivamente). O primeiro antibiético foi utilizado para
selecionar as células transfectadas com os plasmideos com diferentes genes env e com 0
plasmideo que possui o sistema de recombinacdo de troca de cassette. A Puromicina sera
utilizada para seleccionar as células em que ocorreu a troca de cassette.

Como se pode observar na figura 3.1, para ambas as células 293#3 gpll e 293#3 gp22
verificou-se o decréscimo da concentracdo de células viaveis ao longo do tempo para todas
as concentracbes de antibidtico testadas, a excepcdo do controlo negativo (0 pg/ml
Zeocina). Neste ultimo, observou-se o aumento exponencial da concentracdo de células
viaveis ao longo do tempo. Também em ambos 0s casos nao se verificaram diferencas
significativas no decréscimo da concentracdo celular entre as varias concentracfes de
antibidtico testadas. A semelhanca de comportamento para ambas as células estd de
acordo com o previsto uma vez que ambas apenas diferem na expressdao dos genes gag-

pro-pol. Destaca-se apenas o valor elevado de concentracdo celular ao fim das primeiras
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24h apo6s a adicdo dos 300 pg/ml de antibiético ao meio de cultura para as células 293#3
gpll. Este valor parece ndo estar de acordo com o0s restantes para 0 mesmo tempo de
pressao selectiva. Seria de esperar que quanto maior a concentracdo de antibidtico, menor
o valor da concentracdo de células vidveis nos momentos iniciais do estudo, tal como se
verificou para as células 293#3 gp22, embora neste Ultimo caso a diferenca seja muito
ligeira. No entanto para todos os outros pontos do estudo verificou-se que a concentracao
de células viaveis para os 300 pg/ml de antibiético € menor ou igual aos valores obtidos para
as restantes concentragfes de antibidtico testadas.
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300 ug/ml Zeocina 0 ug/ml Zeocina 300 ug/ml Zeocina ¢ 0 ug/ml Zeocina

Figura 3.1: Curvas-de-morte com o antibiético Zeocina. A- Curvas-de-morte para as células 293#3
gpll. B- Curvas-de-morte para as células 293#3 gp22. O eixo secundario das ordenadas refere-se a
concentracao de células viaveis do controlo negativo.

Uma vez que se demonstrou ndo existirem diferengas significativas entre as trés
concentracdes de Zeocina testadas, visto todas realizarem a pressdo selectiva desejada,
seleccionou-se a concentragao inferior (150 pg/mL) para ser usada nas pressoes selectivas.

Um estudo semelhante ao realizado para a Zeocina foi efectuado para a Puromicina
(figura 3.2). Neste ultimo também se observou para ambas as células um decréscimo da
concentracdo de células viaveis com o tempo para todas as concentracfes de antibidtico
testadas a excepcdo do controlo negativo (0 pg/ml Puromicina). Neste observou-se o
aumento exponencial da concentracédo de células viaveis ao longo do tempo.

Na figura 3.2, para ambas as células é evidente que a concentrac@o de antibidtico de 1
pg/ml induz uma pressao selectiva mais forte, que se traduz numa maior velocidade de
morte. No entanto o valor de concentracdo de células viaveis ao fim de 96 horas é muito
semelhante para as duas concentracdes de antibittico testadas em ambas as células.

De modo a exercer uma forte pressao selectiva nas primeiras 24-48 horas e assim evitar
crescimento celular de células ndo transfectadas como se observa nas células 293#3 gp22,

a concentragdo de antibiotico escolhida para utilizar nas futuras transfecgdes foi de 1 pg/ml
de Puromicina.
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Figura 3.2: Curvas-de-morte com o antibidtico Puromicina. A- Curvas-de-morte para as células 293#3
gpll. B- Curvas-de-morte para as células 293#3 gp22. O eixo secundario das ordenadas refere-se a
concentracao de células viaveis do controlo negativo.

3.2. Producéo do plasmideo pSELECT-GFPzeo-LacZ
Nos estudos de transfecgéo foi utilizado o plasmideo pSELECT-GFPzeo-LacZ (Anexo 1V)

que possui um gene que codifica para uma GFP (do inglés, Green Fluorescent Protein).
Este gene teve a funcao de gene reporter nos estudos de transfeccéo.

Apo6s a producdo do plasmideo realizou-se uma reaccao de restricdo do mesmo com a
endonuclease BsrGl, sendo a restricdo analisada numa electroforese em gel de agarose
(figura 3.3). Esta andlise permite observar de uma forma qualitativa se o plasmideo tem o
tamanho suposto, o que permite inferir sobre a ocorréncia de problemas durante a sua
producdo com por exemplo a ocorréncia de recombinac¢des. No caso de um plasmideo que
resulte de uma reaccdo de ligagédo, além da producéo, indica se a prépria ligagdo correu
como previsto. Por fim, também permite saber se as sequéncias reconhecidas pela enzima
de restricdo se encontram presentes.

Na figura 3.3 observam-se as 3 bandas no po¢o 2 onde ocorreu a restricdo. Estas
possuem o0s tamanhos que correspondem aos fragmentos do plasmideo ap0s a restricao
com o tamanho esperado (Anexo 1V), o que indica que todos locais de restricdo da enzima
BsrGl se encontram presentes e que ndo ocorreu nenhuma alteracdo ao tamanho do
plasmideo durante a sua producéo.

Figura 3.3: Electroforese em gel de agarose (1%) da restricdo do plasmideo pSELECTGFPZeo-LacZ.
1- pSELECTGFPZeo-LacZ.. 2- pSELECT-GFPzeo-LacZ + BsrGl. M- Marcador.
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3.3. Estudos de transfecc¢éo
Foram testados dois métodos quimicos de transfeccdo: a transfeccdo com fosfato de

célcio e com polietilenamina (PEI). Estes métodos baseiam-se em interac¢cdes quimicas
entre as moléculas de DNA e os compostos utilizados, o que ira fazer com que a carga dos
complexos formados tenda a ser neutra, facilitando assim a passagem do material genético
através da membrana celular.

Estes estudos de transfeccdo tiveram como objectivo determinar qual o método que
confere uma maior eficiéncia de transfeccdo com a menor concentracdo de plasmideo uma
vez que para o futuro funcionamento do sistema de recombinagdo de troca de cassette é
requerido que exista apenas uma copia da cassette de expressdo, ou seja que exista
apenas uma coépia das sequéncias LoxP heterospecificas incompativeis no genoma celular.
Assim em ambos os estudos foram testadas trés quantidades de plasmideo: 2 ug, 4 ug e 6
Hg.

A andlise efectuada aos resultados obtidos foi baseada em fotografias de microscopia de
fluorescéncia que permitiram avaliar de uma forma relativa a quantidade de células
fluorescentes em cada ensaio.

Nas figuras 3.4 e 3.5 observa-se que para ambos 0os métodos, nos ensaios em que se
utilizou 2 pug e 6 pg de plasmideo obteve-se mais de 50% de células fluorescentes. No
entanto, comparando os dois métodos, € possivel observar que nos ensaios do fosfato de
célcio se obtém mais células fluorescentes que nos ensaios com PEI, sendo assim o
primeiro método o que apresenta uma maior eficiéncia de transfeccdo para as quantidades
de DNA referidas.

Na transfecgdo realizada com o PEI, observa-se um aumento do numero de células
fluorescentes a medida que a quantidade de plasmideo utilizada aumenta. Ao contrario
deste ultimo, observa-se em todos os ensaios da transfeccdo com fosfato de célcio grandes
espacos vazios em vez da monocamada celular que se observava antes da transfeccgéo.
Estes espacos vazios na monocamada celular podem dever-se a toxicidade do peréxido de
hidrogénio formado apés a exposicdo do HEPES-buffered saline solution (solugéo utilizada
na transfeccdo com fosfato de célcio) & luz ambiente .

No ensaio de transfeccao com 4 pg de plasmideo, para ambas as células 293# gpll e
293#3 gp22, os niveis de toxicidade parecem ter sido mais elevados, ndo existindo no
entanto dados que a relacionem com as poucas células viaveis aderentes nestes ensaios.
Sabendo que: i) quanto maior o tempo de incubacéo da solucéo de transfec¢édo, maior serdo
os tamanhos dos complexos de DNA formados; ii) quanto maior o tamanho dos complexos
de DNA, mais téxicos estes serdo para as células; uma possivel justificagdo para a maior
toxicidade nos ensaios com 4ug de DNA € a de que esta podera dever-se a formacao de
complexos de maior tamanho devido a um ligeiro aumento do periodo de incubagédo da

solugéo de transfeccéo.
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Apesar da possivel toxicidade, a transfeccao com o fosfato de célcio utilizando 2 pg/ml de
plasmideo foram o método e a concentragdo de DNA escolhidos, respectivamente, para
serem utilizados na transfec¢do das células com os plasmideos construidos e produzidos

neste trabalho.

CaPO4 PEI

Centro

Periferia

Centro

_Periferia

2ug 2ug

4ug

4ug

6ug |

Figura 3.4: Células 293#3 gpll 71 horas ap0s a transfec¢cdo com o plasmideo pSELECTGFPZeo-
LacZ. Fotografias do centro e periferia do po¢o. Ampliagéo de 50x.
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Figura 3.5: Células 293#3 gp22 71 horas apoés a transfec¢cdo com o plasmideo pSELECTGFPZeo-
LacZ. Fotografias do centro e periferia do poco. Ampliagéo de 50x.

3.4. Desenvolvimento das linhas celulares produtoras de vectores retrovirais com

diferentes tropismos
Nesta parte do trabalho foram construidos vectores de expressao com os diferentes

genes env. Todas as sequéncias com os diferentes genes env foram inseridas no
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plasmideo pMONO-zeo-mcs, sendo assim a transcricdo destes genes regulada pela
mesma regido promotora. Apds a sua construgcdo e produgdo, as células foram
transfectadas com os plasmideos, sendo posteriormente seleccionadas e isoladas. No

final obtiveram-se clones produtores de vectores retrovirais

3.4.1. Producéo dos plasmideos pMONO-zeo-mcs, pENVA, pVPack-10A1, phGaLV10Al

Tal como anteriormente, apds a producdo dos plasmideos, realizou-se uma reaccéo de
restricio dos mesmos com as respectivas enzimas de restricdo, sendo a restricdo
posteriormente analisada numa electroforese em gel de agarose. Na figura 3.6 verifica-se
gue todos os plasmideos produzidos possuem o tamanho esperado (Anexos IV, V, VI e VII),
apesar de a enzima Clal ndo ter efectuado um corte nas restricdes com os plasmideos
phGalLV10Al e pVPack-10A1. Existem varias hipGteses para a auséncia de restricao: i) a
enzima pode ndo estar funcional; ii) a sequéncia reconhecida pela enzima ndo se encontra
presente ou foi alterada; iii) a sequéncia reconhecida pela enzima sofreu metilagdo Dam

durante a sua producao, por parte das bactérias, bloqueando a ac¢do da enzima.

Figura 3.6: Electroforese em gel de agarose (1%) da restricdo dos plasmideos phGalLV10A1l,
PMONO-zeo-mcs e pVPack-10A1. M- Marcador; 2- phGalLV10Al; 3- phGalLV10Al1 + Clal; 4-
phGaLV10Al + EcoRI; 5- phGaLV10Al + Clal + EcoRl; 6- pMONO-zeo-mcs; 7- pMONO-zeo-mcs +
BamHI; 8- pMONO-zeo-mcs + Hindlll; 9- pMONO-zeo-mcs + BamHI + Hindlll; 10- pVPack-10A1; 11-
pVPack-10A1 + Clal; 12- pVPack-10A1 + EcoRl; 13- pVPack-10A1 + Clal + EcoRl.

A restricdo do plasmideo pENVA foi efectuada e analisada de forma idéntica as anteriores
verificando-se que o numero e o tamanho dos fragmentos obtidos correspondiam ao

esperado (dados ndo apresentados).

3.4.2. Amplificagdo das sequéncias com os genes env Galv10Al, 4070A e 10A1

As sequéncias com o0s genes env Galvl0Al, 4070A e 10A1 foram amplificadas a partir
dos plasmideos phGaLV10Al, pENVA e pVPack-10A1l, respectivamente. O resultado das
amplificacbes foi analisado numa electroforese em gel de agarose como se observa na
figura 3.7. Como a temperatura a que ocorre o emparelhamento entre os primer’s e a
sequéncia alvo durante o PCR influencia directamente a especificidade e o rendimento

deste acontecimento, foram realizadas reac¢gdes com varias temperaturas de
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emparelhamento, com o objectivo de determinar qual a temperatura mais propicia a evitar a

producéo de produtos de amplificacéo indesejados.

GALV10A1 4070A
42°C  47°C  52°C 42°C  47°C 52

S’
——
p——
——
C—
———t
C—
C—

Figura 3.7: Electroforese em géis de agarose (1%) para as varias reac¢fes de PCR realizadas para
amplificar as sequéncias com 0s respectivos genes env. A — Marcador (M), PCR para o gene
GAIV10Al a 42°C, 47°C e 52°C respectivamente, PCR para o gene 4070A a 42°C, 47°C e 52°C
respectivamente. B — Marcador (M), PCR para o gene 10A1 a 42°C, 47°C e 52°C respectivamente.

Na figura 3.7 observa-se que para as sequéncias com os genes env Galvl0Al e 4070A,
qualquer uma das temperaturas utilizadas produziu apenas um produto de amplificagéo cujo
tamanho corresponde ao produto desejado (Anexo IX e VII). Assim, para a construgdo dos
plasmideos pMonoZeo-Galvl0Al e pMonoZeo-4070A, podera utilizar-se um amplicdo
proveniente de qualquer reaccado efectuada. Foi utilizado o amplicdo da reaccdo efectuada a
47°C.

No gel realizado para a sequéncia com o gene 10A1l, verifica-se que para todas as
temperaturas, além da banda correspondente ao produto desejado (2052 bp), também se
observa uma banda com um tamanho na ordem dos 4500 bp e outra banda muito ténue
com um tamanho superior aos 10000 bp. Estas duas ultimas em principio ndo deverao ser
produtos de amplificacdo, pois ndo foi dado tempo de extensao suficiente a polimerase para
produzir bandas de tais tamanhos. Além disso, o facto de estas duas bandas apresentarem
uma intensidade semelhante nas trés reaccfes realizadas reforca esta hipétese, pois se
resultassem de um emparelhamento inespecifico dos primer’s deveria observar-se uma
menor intensidade das bandas para as reac¢cdes com as temperaturas de emparelhamento
mais elevadas. O plasmideo pVPack-10A1 possui 6762 bp, pelo que a banda na ordem dos
4500 bp poderé ser o plasmideo na sua forma super-enrolada. Por sua vez a banda com um
tamanho superior a 10000 bp poderé& ser o plasmideo huma conformagéo circular.

Assumindo que as bandas de maior tamanho sdo o plasmideo phGalLV10Al, verifica-se
que nas varias reacgfes com diferentes temperaturas ndo ocorreram amplificacdes
inespecificas. Assim, tal como nos casos anteriores, poderd utilizar-se um amplicdo
proveniente de qualquer reaccdo efectuada. Foi utilizado o amplicdo da reacc¢éo efectuada a
47°C.
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3.4.3. Construcao dos vectores de expressdo pMonoZeo-Galv10Al, pMonoZeo-4070A
e pMonoZeo-10Al

Para a construcdo dos vectores de expressao, foram efectuadas reaccoes de restricdo
das sequéncias amplificadas e do plasmideo pMONO-zeo-mcs. Apds a restricdo, as
extremidades 5 deste ultimo sofrem ainda uma desfosforilacdo promovida por uma
fosfatase de modo a evitar a religacdo do mesmo sem a inser¢cdo das sequéncias
amplificadas aquando a reaccédo de ligacao. Esta reaccdo de ligacdo é promovida por uma
T4 ligase, sendo este o Ultimo passo para a construcdo dos vectores de expressao.

De modo a confirmar a correcta construcédo de cada vector de expressdo, apds as suas
producdes foi realizada uma reacgéo de restricdo, sendo esta analisada por electroforese
num gel de agarose (figura 3.8).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

M
NNKW SmHm=
O QU ool
OO0 OO0
OO0 OO0O0Q

Q
S

Figura 3.8: RestricAo dos vectores de expressdo: pMonoZeo-10A1, pMonoZeo-Galvl0Al e pMonoZeo-4070A.
M- marcador; 1- pMonoZeo-10Al; 2- pMonoZeo-10Al1+BamHI; 3- pMonoZeo-10A1+Bstxl; 4- pMonoZeo-
10A1+BamHI+Bstxl; 5- pMonoZeo-Galvl0Al; 6- pMonoZeo-Galvl0Al+Bspel; 7- pMonoZeo-Galv10Al+BamHI;
8- pMonoZeo-Galv10Al1+Bspel+BamHI; 9- pMonoZeo-4070A+Agel; 10- pMonoZeo-4070A+Avrll; 11- pMonoZeo-
4070A+Agel+Avrll; 12- pMonoZeo-4070A.

Na figura 3.8, verifica-se que as restricdes originaram o niumero de bandas com o tamanho
esperado (Anexos VIl e 1X). Apenas na restricdo correspondente ao poco 11, apareceram
trés bandas onde era suposto aparecer apenas as duas bandas de menor tamanho. A
banda de maior tamanho corresponde ao tamanho do plasmideo, pelo que se pode inferir

gue esta Ultima resultou da restricdo parcial do plasmideo por parte de uma das enzimas.

3.4.4. Titulac&o das particulas virais resultantes da expresséo transiente dos genes
env

Estando as condicbes de transfeccdo estabelecidas e o0s vectores de expressdo
produzidos, procedeu-se a transfeccdo das células 293#3 gpll e 293#3 gp22.
Aproximadamente 16 horas ap0s a transfec¢do, o meio de cultura foi trocado por meio
fresco e 24 horas depois o0 sobrenadante foi recolhido, filtrado e guardado a -80°C para se
determinar a existéncia de particulas virais infecciosas (Tabela 3.1). As células foram
transferidas para novos pog¢os numa diluicdo de 1:2 em meio fresco com antibiotico,

iniciando-se assim o processo de pressao selectiva.
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Tabela 3.1: Titulos virais produzidos 40 horas apés a transfeccao das células 293#3 gpll e 293#3
gp22 com os vectores de expressdo pMono-Zeo-10A1, pMono-Zeo-4070A e pMono-zeo-GALV10AL.
O erro apresentado corresponde ao desvio patrdo (n=3).

Células Titulos virais (p.i./ml)
293#3 gpll 10A1 7,63x10° £ 1,87x10°
293#3 gp22 10A1 1,2x10% + 8,49x10"
293#3 gp11 Galv10Al 0
293#3 gp22 Galv10Al 0
293#3 gpl1 4070A 9,1x10% + 1,14x10°

293#3 gp22 4070A 4,98x10" + 7,55x10°

A titulacdo dos sobrenadantes revelou a produgcdo de particulas infecciosas para as
células transfectadas com os vectores de expressdo pMono-Zeo-10A1l e pMono-Zeo-4070A,
nao se verificando titulo viral para a transfeccédo realizada com o pMono-Zeo-GALV10Al em
ambas as células 11 e 22. Uma vez que as transfec¢des foram realizadas ao mesmo tempo
e que as condi¢cbes utilizadas foram as mesmas para os trés plasmideos, estes dados
indicam que os dois primeiros referidos estdo funcionais, ou seja que os genes 10Al e
4070A estao a ser expressos ao contrario do gene Galv10Al.

A zona que regula a expressdo dos genes env € a mesma para todos os vectores de
expressao, 0 que juntamente com os resultados permite concluir que esta é funcional. A
andlise das construgbes realizadas através da electroforese em gel de agarose apenas
fornece informacéo relativa ao tamanho dos fragmentos formados durante a restricdo, néo
sendo possivel observar pequenas alteracdes que ocorrem nestes. Assim, uma hipotese
para tentar explicar a auséncia de particulas virais infecciosas no sobrenadante das células
transfectadas com o plasmideo pMono-zeo-Galvl10Al é a de que pode ter ocorrido alguma
mutacdo durante a construcdo e ou producdo do plasmideo na regido reguladora da
expressao do gene ou na propria sequéncia do gene, o que impedira a sua correcta
transcricdo ou traducéo.

Mais tarde, verificou-se que embora poucas, algumas células transfectadas com o
plasmideo pMono-zeo-GALV10Al resistiram a pressao selectiva, chegando mesmo a
multiplicar-se. Este novo dado podera indicar que esta a ocorrer a transcricao da sequéncia
com o gene Galv1l0Al, pois este gene faz parte do mesmo mRNA que o gene de resisténcia
ao antibiético zeocina, estando estes separados por uma sequéncia IRES. Assim podera
supor-se que se ocorreu uma mutagdo que impeca a expressdo correcta das proteinas
GALV10ALl, esta tera ocorrido na zona codificante do gene env e ndo na regido reguladora
da transcricdo, pois apesar de fazerem parte do mesmo mRNA, o gene env e 0 gene de
resisténcia ao antibidtico possuem regifées de inicio de traducdo independentes. A traducdo
do gene env é iniciada na regido 5 UTR que se encontra a jusante do promotor do gene em
questdo, enquanto que a tradugéo do gene de resisténcia ao antibibtico € iniciada através de
uma regido IRES que se encontra a jusante do gene env (Anexo 1X). No entanto ndo
existem dados suficientes para confirmar o proposto ou simplesmente determinar a causa

do sucedido, pelo que sO se poderia confirmar a existéncia de uma mutagdo realizando
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analises adicionais, como por exemplo a sequenciacdo da regido onde se encontra o gene
Galv10ALl.

3.4.5. Obtencao de clones e titulacdo das suas particulas virais infecciosas
Apds 3 semanas sobre pressdo selectiva, observou-se a formacao de coldnias a partir

das poucas células que sobreviveram a ac¢do do antibidtico. Ao multiplicarem-se, irdo
apenas sobreviver as células em que ocorreu a integracdo do vector de expressao no
genoma celular.

De uma forma geral, a cada coldnia corresponde um clone. Espera-se obter varios clones
com diferentes valores de expressao dos genes env e consequentemente com diferentes
produtividades virais pois como ja referido, a expressao dos genes env destes ir4 depender
do namero de cépias e do local onde os vectores de expressao se inserirem no genoma
celular.

Quando se obtiveram células em numero suficiente procedeu-se ao isolamento de clones
realizando um limiting dilution para cada populacéo de células com inser¢do dos genes env.
Este processo consiste em isolar uma célula por poco de modo a que esta se replique de
modo a amplifica cada clone. Este processo € bastante moroso, durando aproximadamente
dois meses. Posteriormente efectuou-se um rastreio dos clones obtidos através da titulacédo
das particulas virais infecciosas produzidas por estes num periodo de 24 horas (Anexo XI,

X1l e XIlI).

Tabela 3.2: Numero de clones obtidos apos a pressao selectiva e valores maximos de produtividade
viral registados. O erro apresentado corresponde ao desvio patrao (n=3).
Produtividade viral

A o
Células N° de clones (p.i./lOscéIuIas.dia)
293#3 gpll 10A1 6 57,2 + 96,2
293#3 gp22 10A1 12 142,8 + 116,5
293#3 gp11 4070A 37 512.8 +514,6
293#3 gp22 4070A 31 24046,9 + 525,1

Os resultados obtidos demonstram que foram desenvolvidos clones produtores de
vectores retrovirais, apesar das produtividades virais obtidas para este rastreio terem sido
mais baixas que o esperado.

A excepcao dos clones 293# gp22 4070A, onde se registou uma diferenca de 1000x nas
produtividades virais obtidas, todos os outros clones apresentam pouca heterogeneidade
nos valores de produtividade viral registados (Anexo Xl e XIIl). As diferencas de valores de
produtividade viral traduzem-se em diferencas de expressdo dos genes env, podendo estas
Ultimas dever-se principalmente a dois factores: os locais do genoma celular onde a cassette
de expressao se integrou e 0 numero de copias integradas no genoma celular. Por sua vez,
a pouca variedade e os baixos valores de produtividades virais poderdo dever-se a diminuta
heterogeneidade dos clones obtidos (que pode ter origem numa baixa taxa de transfeccao)

apos a pressao selectiva, uma vez que se observou a formacdo de um pequeno nimero de
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colonias apds este processo de seleccao, e talvez ao valor insuficiente de expressao do
gene env conferido pela regido promotora da cassette de expresséo, respectivamente.

Outro facto interessante é a diferenca dos valores de produtividades virais para as células
transfectadas com o plasmideo pMono-Zeo-4070A, sendo estes de uma maneira geral mais
elevados para os clones derivados das células 293# gp22. Esta diferenca entre as células
293#3 gpll e as células 293#3 gp22 parece ir ao encontro da hipGtese j& mencionada
anteriormente, relativa as diferengas de expressao de gag-pro-pol entre as duas células e a
dificuldade de producéo de particulas virais infecciosas, caso 0 gene env ndo possua uma
expressao suficientemente elevada. No entanto ndo existem dados suficientes para afirmar
gue a hipétese referida sustenta os dados obtidos existindo outra hipétese como por
exemplo o facto de todos os clones 293#3 gpll isolados possuirem uma baixa expressao
dos genes env relativamente aos clones 293#3 gp22.

Por fim, seria de esperar que os titulos obtidos para os sobrenadantes das populacdes
recolhidos aproximadamente 40 horas apés as transfecgbes (tabela 3.1), fossem
significativamente mais baixos que os titulos mais elevados obtidos no rastreio individual
dos clones (tabela 3.2), mas tal facto ndo se verificou. Uma justificagéo para o sucedido sera
a de que possivelmente aquando a recolha do sobrenadante das populagbes, existiam
muitas células com um ou mais plasmideos no seu interior sob a forma epissomal (devido a
proximidade do evento de transfec¢éo) o que permitiu a expressao do gene env a partir de
um grande numero de plasmideos e células. Esta justificacdo também podera explicar o
facto de ndo se ter observado diferengas nos titulos virais das populacdes para ambos os
genes env entre as células 293#3 gpll e as células 293-3 gp22, pois desta forma a
expressdo dos genes env ndo pode ser condicionada por factores inerentes ao genoma
celular. Posteriormente, em muitos destas células podera nao ter ocorrido a integracdo dos
vectores de expressao no seu genoma celular acabando-o por “perder”, ou entdo podera ter
ficado integrado numa regido do genoma celular que ndo permita uma expressao
significativa do gene env. A ideia anterior também fornece uma hipétese para o facto de se

terem originado tdo poucas col6nias durante o processo de pressao selectiva.

3.4.6. Caracterizagao de clones (determinagao das taxas especifica maxima de crescimento
e das produtividade virais)

ApOs o rastreio inicial dos clones obtidos, foram escolhidos os trés clones 293#3 gp22
4070A que apresentavam uma maior produtividade viral para se determinar as suas taxas
especificas maximas de crescimento e as produtividades virais. Assim para cada um foram
efectuados estudos de crescimento em sistema estético utilizando T-Flask’s com uma area
de 25 cm?.

Como se pode observar na figura 3.9, para todas as células verifica-se um padréo de

crescimento semelhante, o que estd em concordancia com os valores de densidade celular
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maxima e taxa especifica de crescimento maxima determinados (tabela 3.2), ndo existindo

diferencas significativas entre estes.
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Figura 3.9: Estudo de crescimento das células 293 FLEX e do clones 293#3 gp22 4070 6, 10 e 15.

Tabela 3.2: Taxa especifica maxima de crescimento para as células 293 FLEX e do clones 293#3
gp22 4070 6, 10 e 15.

Taxa especifica de crescimento Densidade celular
méaxima (h™) méaxima (10°células/ml)
293#3 gp 224070A-6 0,0019 + 0,00039 2,9+0,50
293#3 gp 224070A-10 0,0029 + 0,00047 2,9+0,088
293#3 gp 22407A-15 0,0026 + 0,00017 2,8+0,028
293 FLEX 0,0037 £+ 0,00066 2,4 £0,48

Em relagédo aos valores maximos de produtividade viral (tabela 3.3), verifica-se de facto
gue os clones produzidos possuem uma produtividade viral inferior a das células 293 FLEX.
Para esta diferenca podem contribuir varios factores tais como: i) a diferenca de proteinas
Env entre as células 293#3 gp22 4070A e as 293 FLEX uma vez estas interagem
respectivamente com os receptores celulares Ram-1 e Galvr-1; ii) a diferenga estrutural
entre as cassettes de expressao com o0 gene env das células 293#3 gp22 4070A e as 293
FLEX, pois a regido promotora das cassettes é diferente iii) o niumero de cassettes de
expressao com 0s genes gag-pro-pol integradas no genoma e a influéncia na sua expressao
provocada pelos locais onde estas se integraram.

Além da diferenca entre os valores maximos de produtividade viral, verifica-se ainda que
os perfis de produtividade ao longo do crescimento celular (figura 3.10) séo diferentes entre
os clones 293#3 4070A e as células 293#3 FLEX. Para os clones 293#3 4070A o perfil de
produtividade ao longo do crescimento celular € muito semelhante, atingindo o maximo de
produtividade ainda no inicio da fase exponencial. Para as células 293 FLEX o maximo de
produtividade foi atingido aproximadamente a meio da fase exponencial continuando com

produtividades elevadas ainda na fase estacionéria.
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Tabela 3.3: Valores maximos de produtividade viral para células 293 FLEX e do clones 293#3 gp22
4070 6, 10 e 15.

Produtividade viral
(p.i./10°célula)
293#3 gp 224070A-6  5,1x10"+ 5,1x10"
293#3 gp 224070A-10  2,7x10* + 2,7x10"
293#3 gp 22407A-15  3,8x10" + 7,7x10°
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Figura 3.10: Perfis da concentracdpo de particulas infeciosas em funcdo da concentracdo celular
para as células 293 FLEX e do clones 293#3 gp22 4070 6, 10 e 15.

3.4.7. Titulac&o das particulas virais resultantes da expresséao transiente do novo
vector de expresséo pMono-Zeo-Galv10Al

De modo a comprovar que a inexisténcia de particulas virais infecciosas na transfec¢éo
realizada anteriormente com o pMono-Zo-Galvl0al se deve ha ocorréncia de algum erro ou
mutacdo durante a sua construcdo e ou producéo, foi realizado uma nova transfec¢cdo com o
mesmo plasmideo e com o plasmideo de onde a sequéncia com o gene Galvl0Al foi
amplificada, o phGaLV10A1.

As titulagdes dos sobrenadantes resultantes das transfecc¢des, recolhidos 48h apos as
mesmas, mostraram mais uma vez a inexisténcia de particulas virais infecciosas para a
transfeccdo com o pMono-Zo-Galvl0Al. Ao contrario deste, a transfeccdo com o
phGalLV10A1 deu a origem a titulos virais na ordem das 10* p.i./ml para ambas as células
293#3 gpll e 293#3 gp22 (dados ndo apresentados), confirmando-se assim a néo
funcionalidade do plasmideo pMono-Zeo-galv10Al construido.
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Paralelamente ao trabalho realizado anteriormente, foi produzido um novo vector de
expressdo pMono-zeo-Galvl0Al, repetindo todos 0s processos e utilizando as mesmas
metodologias, desde a amplificacdo da sequéncia com o gene 10A1l até a transfeccdo do
novo plasmideo. Os resultados das titulag6es dos sobrenadantes recolhidos 40 horas apos
a transfeccao das células com este novo plasmideo sao positivos (tabela 3.3), indicando que
neste novo pMono-Zeo-Galvl0Al ocorre a expressdo do gene env, permitindo assim a
producdo de particulas infecciosas.

Tabela 3.3: Titulos virais produzidos 40 horas apds a transfeccdo das células 293#3 gpll e 293#3
gp22 com a nova construgdo pMono-zeo Galvl0Al. O erro apresentado corresponde ao desvio
padrao (n=3).

Titulos virais
(p.i./ml)
293#3 gpll Galvl0Al 8,4x10°+ 0,08x10°
293#3 gp22 Galvl0Al  8,2x10°+ 1,6x10°

Células

3.4.8. Perspectivas futuras
Uma vez verificado a funcionalidade dos plasmideos construidos, que as metodologias

utilizadas e as condigbes estabelecidas permitem a obtencdo de células produtoras de
particulas virais infecciosas, 0s principais objectivos a alcangar no futuro sdo a obtencao de
clones com os genes env GalV10Al e 10A1 e novos clones com o gene env 4070A de
modo a ser possivel determinar se as baixas produtividades virais obtidas para os clones
produzidos neste trabalho se devem simplesmente as influéncias do local do genoma celular
onde a cassette de expressao com 0 gene env se integrou ou se é a propria estrutura da
cassette que ndo permite niveis suficientes de expressdo do gene env 4070A, estando
assim a limitar o nimero de particulas virais infecciosas produzidas. Posteriormente, quando
se produzirem clones com maiores produtividades virais pretende-se determinar qual o valor
de expressdo das glicoproteinas Env e 0 niumero de copias deste inserido no genoma

celular com o intuito de se estabelecer as linhas celulares produtoras de vectores retrovirais.

3.5. Desenvolvimento da linha celular produtora de vectores retrovirais com o sistema
de recombinacédo de troca de cassette para 0 gene env

Nesta parte do trabalho foi construido o vector de expressdo com o0 gene env 4070A
integrado sistema de recombinacdo de troca de cassette (pTagLoxP-4070A). Apds a sua
producédo pretende-se confirmar a sua funcionalidade em relagéo a expressédo do gene env
4070A, transfectando as células 293# gpll e 293#3 gp 22

3.5.1. Producao do plasmideo pTagLoxP-mcs
Este plasmideo foi produzido da mesma forma que os anteriores, tendo sido realizado
uma reacc¢ao de restricdo sendo esta analisada numa electroforese em gel de agarose (1%),

para verificar o tamanho do plasmideo (figura 3.11).
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Figura 3.11: Restricdo do plasmideo pTagLoxP-mcs. 1- pTagLoxP-mcs + Bstx I; 2- pTagLoxP-mcs
Nde I; 3- pTagLoxP-mcs M;- marcador.

Como se pode observar na figura 3.11, o tamanho dos fragmentos de restricdo
obtidos pelas enzimas Bstx | e Nde | possuem um tamanho correspondente ao previsto
(Anexo X), podendo utilizar-se este plasmideo para avancar com a constru¢do do
vector de expressdo com o gene 4070A integrado no sistema de recombinagéo de troca

de cassette.

3.5.2. Amplificagdo da sequéncia com o gene env 4070A

Neste caso, ndo se pode inserir no plasmideo pTagLoxP-mcs a sequéncia com o gene
env 4070A ja amplificada anteriormente uma vez que a enzima de restricdo Avr |l utilizada
para formar uma das suas extremidades coesivas também efectua um corte no interior do
plasmideo pTagLoxP-mcs (a montante do promotro CMV), além do corte no mcs (do inglés,
multiple cloning site) onde se pretende inserir o gene env 4070A (Anexo X). Assim foi
necessario “desenhar” um novo primer reverse e realizar uma nova amplificagdo da
sequéncia com o gene 4070A. Este novo primer reverse é muito semelhante ao anterior ja
utilizado, sendo a Unica modificacdo a troca da sequéncia reconhecida pela enzima Avr I
pela sequéncia reconhecida pela enzima Sph | na extremidade do primer.
Para amplificar a sequéncia, tal como anteriormente, foram realizadas reacc¢des de PCR
com trés temperaturas diferentes de emparelhamento (42°C, 47°C e 52°C) dos primer’s com
a sequéncia alvo (dados néo apresentados). Apds a analise da amplificagdo numa
electroforese em gel de agarose constatou-se que para todas as temperaturas de
emparelhamento dos primer’s com a sequéncia alvo utilizada foi produzido apenas um
amplicdo com um tamanho ente entre as bandas do marcador 2000bp e 2500bp o que

corresponde aos 2258bp da sequéncia a amplificar (Anexo V).

3.5.3. Construcédo do plasmideo pTagLoxP-4070A
A construgdo do plasmideo pTagLoxP-4070A foi realizada de igual maneira que as
anteriores construcdes, inserindo a sequéncia amplificada no plasmideo pTagLoxP-mcs

previamente linearizado. Apés a construcao e producdo do plasmideo pTagLoxP-4070A, foi
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novamente realizada uma reaccdo de restricdo sendo esta analisada por electroforese em

gel de agarose (figura 3.12).
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Figura 3.12: Restricdo do plasmideo pTagLoxP-4070A. M- marcador; 1- pTagLoxP-4070A + Bstx [; 2-
pTagLoxP-4070A + Nde I; 3- pTagLoxP-4071A.

Na figura 3.12 verifica-se que o padrdo de bandas existente na reaccdo com a enzima
Bstxl, ndo esta de acordo com previsto (Anexo X) e que este € semelhante ao padrdo de
bandas existente no po¢co com o plasmideo sem restricdo o que leva a concluir que a
enzima Bstx | ndo efectuou qualquer corte. As bandas presentes em ambos 0s po¢os serdo
provavelmente o plasmideo nas suas conformagfes super-enrolada e circular, sendo esta
Gltima a que corresponde a banda de maior tamanho.

Na restricdo com a enzima Nde |, a banda obtida tem um tamanho que corresponde ao do
plasmideo, o que indica que esta apenas efectuou um corte tal como esperado (Anexo X).
3.5.4. Transfecc¢des e titulos virais

Apos a producéo do plasmideo pTagLoxP-4070A, procedeu-se a transfecgdo das células
293#3 gpll e 293#3 gp22 com 0 mesmo, para verificar a sua funcionalidade em relacéo a
expressao do gene 4070A que se ird traduzir na producdo de particulas virais infecciosas,
como nos casos anteriores. O método de transfeccao utilizado foi o escolhido anteriormente,
transfeccdo com fosfato de célcio.

Para o futuro funcionamento do sistema de troca é requerido que exista apenas uma
cOpia das sequéncias LoxP utilizadas no genoma celular, como j& referido. Assim, aquando
0 processo de transfeccao, pretende-se que ocorra a integracdo de apenas uma copia do
plasmideo no genoma celular. Com este objectivo, além da quantidade de DNA escolhida
anteriormente para se utilizar durante a transfeccdo (2ug), foram também utilizadas
guantidades menores, 1 ug e 0,5 pg.

ApOs a obtencdo de clones das respectivas transfeccbes, pretende-se realizar uma
analise comparativa dos mesmos em relacao ao numero de cépias do plasmideo inseridas
no genoma celular de modo a determinar se entre as 3 quantidades de DNA utilizadas na
transfeccdo, alguma é mais favoravel & obtencdo de clones com apenas uma copia do

plasmideo integrado no genoma celular.
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Na tabela 3.4 encontram-se os resultados das titulacdes dos sobrenadantes recolhidos
23 horas apos as transfecgdes. Verifica-se que em todos 0s casos, a presenca de particulas
virais infecciosas, o que confirma a ocorréncia de transfeccéo para as trés quantidades de
plasmideo utilizadas e a funcionalidade do plasmideo pTagLoxp-4070A em relacdo a
expressao do gene 4070A.

Tabela 3.4: Titulos virais produzidos pelas células 293#3 gp22 e 293#3 gpll, 23 horas apés a
transfeccéo com o pTagLoxP-4070A. O erro apresentado corresponde ao desvio padtrao (n=3).
pTagLoxP-4070 Titulos virais

Células

(H9) (p.i./ml)
0,5 1x10°+ 1x10°
293#3 gp11 Cre/LoxP 4070A 1 1,7x10% + 0,58x10°
2 23x10° + 0,58x10°
0,5 2x10°*0
293#3 gp22 Cre/LoxP 4070A 1 3,7x10%+ 2,5x10°
2 2,3x10° + 2,5x10°

3.5.5. Electroporacéo

Uma vez que o método de transfecgdo com fosfato de célcio e o PEI tem como base a
formacao de complexos entre os compostos utilizados e o DNA, € assim provavel que varias
copias do plasmideo se encontrem no mesmo complexo, o que pode promover a integragédo
de mais de uma copia do plasmideo no genoma celular. De modo a tentar evitar a
possibilidade de mudltiplas integracfes, foi também testado o método de transfeccao por
electroporacdo com as mesmas quantidades de DNA utilizadas para a transfeccdo com
fosfato de calcio.

A electroporagdo consiste na disrrup¢do temporaria da integridade estrutural das
membranas celulares através de choques eléctricos ** o que ird promover a passagem de
DNA presente no meio extracelular através das membranas lipidicas. Neste método o
plasmideo ndo se encontra complexado a elementos quimicos o que podera permitir uma
distribuicdo mais homogénea das inUmeras copias do plasmideo no meio extacelular e
promover assim a passagem de um menor numero de cépias do plasmideo através da
membrana plasmatica. Se for possivel diminuir a quantidade de DNA transfectado por
célula, tal como referido, poderé ser assim promovida a integracdo de apenas uma de coOpia
do plasmideo no genoma celular.

No futuro, além da comparacgéo entre os clones resultantes das transfec¢cdes com fosfato
de célcio com diferentes quantidades de plasmideo, em relagdo ao nimero de cépias deste
inseridas no genoma celular, pretende-se realizar a mesma comparacdo entre os clones
obtidos pela transfec¢cdo com fosfato de calcio e electroporagao.

Foram realizadas duas electrporacdes semelhantes. Uma para as células 293#3 gpll
onde se utilizou uma concentracdo celular inicial de 5x10” células/ml e outra para as células

293#3 gp22 onde se utilizou uma concentracdo celular inicial de 5x10° células/ml com o
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intuito de determinar qual a melhor a utilizar. Uma vez que ambas as células sdo muito
semelhantes, os resultados de uma seréo considerados validos para ambas.

Foram realizados controlos positivos utilizando o plasmideo pSELECT-GFPzeo-LacZ
(figura 3.13 e 3.14), e como anteriormente, a andlise foi efectuada por fotografias de
microscopia de fluorescéncia que permitem avaliar de uma forma relativa a quantidade de
células fluorescentes em cada ensaio.

A andlise da figura 3.13 demonstra que trés dias apds a electroporacdo com a
concentragdo celular de 5x10° células/ml, o numero de células vivas aderentes é muito
pequeno, sabendo empiricamente que este € bem menor que o numero de células no
in6culo inicial. Estes dados indicam que os choques eléctricos devem provocar uma elevada
morte celular, como é descrito na literatura 2. Pode ainda observar-se que o numero de

células fluorescentes & muito diminuto, ndo se observando diferengcas para as trés

concentracdes de plasmideo utilizadas.
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Figura 3.13: Fotografias das células 293#3 gp22, 70 horas ap0s electroporagdo com o plasmideo
pSELECT-GFPzeo-LacZ. 1- Electroporagdo com 0,5 pg DNA, ampliacdo de 50x. 2- Electroporagéo
com 1 ug DNA, ampliacdo de 100x. 3- Electroporagdo com 2 ug DNA, ampliagdo de 100x.

Na electropora¢do com um indculo celular inicial de 5x10” células/ml (3.14), é notério o
elevado numero de células vivas aderentes apds a electroporagdo, o que confirma a
necessidade de uma elevada concentragdo celular para que a transfec¢do através deste
método seja eficiente. E também perceptivel o aumento do nimero de células transfectadas
com o aumento da concentracdo de plasmideo utilizada, tendo-se obtido células
fluorescentes para as 3 concentracdes de plasmideo testadas.

o > > e T . »i,; o.’é“". “‘..\' 2
Figura 3.14: Fotografias das células 293#3 gpll, 20 horas ap0s electroporacdo com o plasmideo
pSELECT-GFPzeo-LacZ. Ampliacdo de 50x. 1- Electroporacdo com 0,5 pg DNA. 2- Electroporagéo
com 1 pg DNA. 3- Electroporag&o com 2 pg DNA.

)
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Comparando os dois ensaios de electroporacdo, a maior concentracdo celular utilizada é
definitivamente a melhor pois permite uma maior viabilidade celular ap6s a transfeccao,
além de um elevado numero de células fluorescentes.

Em relacdo a ambos os métodos de transfeccéo, transfeccdo com fosfato de célcio e
electroporacdo, o ultimo é mais eficiente tendo em conta que neste para a mesma
quantidade de plasmideo (2 pg) o numero e células fluorescentes é muito maior o que se
pode dever a questdo do plasmideo se encontrar distribuido de uma forma mais homogénea
na solucao.

Os sobrenadantes das electroporacdes com o plasmideo pTagLoxP-4070A também
foram recolhidos no momento em que se tirou as fotografias aos controlos positivos, para
posteriormente ser determinada a quantidade de particulas virais infecciosas, como se

observa na tabela 3.5:

Tabela 3.5: Titulos virais produzidos pelas células 293#3 gp22 e 293#3 gpl1, 70 horas e 20 horas
respectivamente, apoés a electroporagdo com o pTagLoxP-4070A. O erro apresentado corresponde ao
desvio padtrao (n=3).

Células pTagLoxP-4070 Titulos virais

(H9) (p.i./mh)
0,5 100 + 152

293#3 gp11 Cre/LoxP 4070A 1 400 + 88
2 500 + 100

0,5 100 + 58
293#3 gp22 Cre/LoxP 4070A 1 167 + 120
2 100 * 58

Apesar da grande diferenca de quantidade de células fluorescentes evidenciada nos
controlos positivos entre as células 293#3 gp 11 e 293#3 gp22, esta ndo se verifica entre 0os
respectivos titulos virais obtidos, sendo estes apenas ligeiramente mais elevados para as
células 293#3 gpll. Os factores que poderdo ter contribuido para os valores diminutos de
particulas virais infecciosas registados para as Ultimas células referidas sdo o pouco tempo
entre a transfec¢do das células e a recolha do sobrenadante e o possivel baixo valor de pH
do meio de cultura aquando a recolha do sobrenadante que tera origem na elevada
concentracdo celular e consequente producdo de acido lactico proveniente do metabolismo
celular. Estudos efectuados com vectores retrovirais demonstram que o intervalo 6ptimo de

pH para a producdo de vectores retrovirais se situa entre os 6,8 e 7,2 %%

enquanto que
estes permanecem estaveis entre os valores de 5,5 e 8 o

Entre as trés transfeccBes realizadas para as células 293#3 gpll observa-se uma
tendéncia decrescente de producdo de particulas infecciosas com a diminuicdo de
plasmideo utilizado na transfeccdo. No entanto, como se pode verificar todos os titulos virais
possuem um grande erro associado o que se deve ao baixo titulo viral obtido. Este foi

determinado no limite inferior de sensibilidade do método de titulacao viral.
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A principal concluséo a retirar é a de que através da electroporacao é possivel transfectar
as células de modo a que produzam particulas virais infecciosas de forma transiente e logo

espera-se obter também com este método clones produtores de vectores retrovirais.

3.5.6. Perspectivas futuras

No trabalho futuro a desenvolver, ap6s a obtencdo de clones produtores de vectores
retrovirais, pretende-se comparar o0 método e as condi¢des de transfec¢cdo que os originou
com o numero de copias do plasmideo pTagLoxP-4070A inseridas no genoma celular das
células. Esta comparacao tem como o objectivo determinar qual o método de tranfeccao e a
concentracao de pTagLoxP-4070A a utilizar de modo a evitar a integragéo de mais de uma
cOpia do plasmideo no genoma celular.

Depois de seleccionado o clone com a maior produtividade viral e apenas uma copia do
plasmideo pTagLoxP-4070A integrado no genoma celular, pretende-se comprovar a
funcionalidade e determinar a eficacia do sistema de recombinacao de troca de cassette
com o objectivo final de estabelecer a linha celular produtora de vectores retrovirais. Esta
serd flexivel, podendo servir de plataforma a producao de vectores retrovirais sem

capacidade replicativa com diferentes transgenes e diferentes tropismos.
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4. Concluséo
Este trabalho permitiu desenvolver varios plasmideos e protocolos que contribuem para o

avanco do projecto que tem como objectivo o estabelecimento de linhas celulares
produtoras de vectores retrovirais com diferentes tropismos. Foram construidos os
plasmideios pMonoZeo-10A1, pMonoZeo-4070A, pMonoZeo-Galv10Al e pTagLoxP-4070A,
tendo-se verificado que estes sao funcionais em relacdo a expressao dos respectivos genes
env, pois permitiram a producdo de particulas infecciosas apds a transfeccdo das células
293#3 gpll e 293#3 gp22 com os plasmideos referidos. Foram ainda analisados varios
métodos de transfeccdo e estabelecido o protocolo para transfeccfes estaveis que nao
requerem a integracdo de uma sO copia dos plasmideos no genoma celular (transfeccao
com fosfato de calcio utilizando 2 pg de DNA).

Com o desenvolvimento futuro das linhas celulares utilizando o plasmideo com o sistema
de recombinacéo de troca de cassette pTagLoxP-4070A espera-se contribuir para o avancgo
do estado da arte no desenvolvimento de linhas celulares produtoras de vectores
retrovirais.O sistema de troca de cassette presente no pTagLoxP-4070A ird permitir a
producdo de vectores retrovirais com diferentes tropismos de uma forma mais rapida e

eficiente, eliminando 0 moroso possesso de rastreio e seleccéo de clones.
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Anexo

Anexo |

Numero de testes clinicos de terapia génica aprovados por todo o mundo entre

1989 e o primeiro semestre de 2010.

2010
2009
2008
2007
2006
2005
2004
2003
2002
2001

2000
1999
1998
1997
1996
1995
1994
1993
1992
1991

1990
1989

Unknown

14

23

38
37

51

68

67

116
89
n
112
101
85
95
108
96
116

82

132

Adaptado de http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/.
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Anexo Il

Processo de transcricdo reversa do genoma retroviral

_/)DmNA
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R U5 PBS PPT U3 R
DNA
-/% synthesis
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e AAA
R US PBS PPT U3 R
RNase H
e nus S !
\“\)ﬁ .5\09 ‘_U§_
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First strand
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‘L RNase H
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3
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Legenda: A linha preta, laranja e vermelha representam respectivamente o RNA viral, a
cadeia de DNA de polaridade negativa e a cadeia de DNA de polaridade positiva
sintetizadas pela enzima transcriptase reversa *.
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Anexo

Anexo Il

Construgdo de packaging cells lines, producdo de vectores retrovirais sem capacidade

replicativa e processo de transdugdo com os vectores retrovirais produzidos.

Virus wild-type f—

genes virais.

Genes estruturais
/ \ (gag-pro-pol e env)

N\ / Tranfecgao

5

—- ﬁ:oNA
:ﬁ : =DNA
o~
. | transcrigio
-m -An)
- =A{n)
R () -
o 5 Vector retroviral
—hA(n)
‘-W-_-nm L ] — O
7 \ montagem e
traducao incorporagédo
RIC ——O . = Infecgdo
*e
= BV o soRNA
A) & RT

Packaging cell

/ transcrigédo reversa

e = dsDNA
5 3 cell

BE_—DNA

integragk/

-

tradugéo\\

J Transcrigdo

=—A(n)

proteina

terapéutica

B
) Célula transduzida

Adaptado de:Gongalves, 2005.

Legenda: Construcdo de packaging cells lines, producdo de vectores retrovirais sem
capacidade replicativa e processo de transducdo com os vectores retrovirais produzidos.

A) As packaging cells lines resultam da integracéo de vectores de expressao com 0s genes
estruturais (gag-pro-pol) e env (representados a verde) de determinados retrovirus no seu
genoma celular, de modo a permitir a sua estavel expressdo. As sequéncias LTR
(representadas a vermelho) e W (representada a amarelo) também poderao ser introduzidas
no vector de expressao com o gene terapéutico. Apos a transfeccao das packaging cells
com este Ultimo, com a expressao de todos 0s genes transfectados, irdo formar-se vectores
retrovirais sem capacidade replicativa.

B) Na transducado de células com os vectores produzidos, ap0s o processo de infeccdo, o
gene terapéutico serd integrado no genoma celular onde a partir do qual ocorrera a
expressao da proteina terapéutica.
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Anexo IV

Plasmideo pSELECT-GFPzeo-LacZ

7:] - hEF1/HTLV prom

CMV enh/prom
EMY? promoter
BsrGI (5374)
pPSELECT-GFPzeo-LacZ
6909 bp
GFPZeo
BsrGI (4809)

BGHpA
SV40 pA

— LACZ

BsrGI (3487)

Plasmideo pMono-Zeo-mcs
SV40 enh

FerH prom

P
S H;'n dIII (429)

pMono-Zeo-mcs

3429 bp
mEF1 5'UTR
Zeo
Agel (1429]
EM7 promoter BamHI (1441)
HirdIII (1870) MCS
AvrII (1466)
FMDV IRES
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Anexo

Anexo V

Plasmideo pENVA
SV40 pro

1bp
| - f Avrll (333)
ampR
\\

PENVA

5454 bp —
env:amphotrope

Agel(2778)

Sequéncia amplificada do plasmideo pENVA

339 bp - env:amphotrope > -2680 bp
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Anexo VI

Plasmideo phGalV10Al

1bp
CcMVv
Amp
Rabbit Beta Globin
HBB2
=" EcoRI (1391)
phGalLV10A1l
6307 bp

ColE1 origin

Clal(4158) / G
SV40 polyA % /

10A1

Clal (3377)

Sequéncia amplificada do plasmideo phGalV10Al

HBB2
Rabbit Beta Globin 10A1
GaLV

699 bp- | -3506 bp
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Anexo

Anexo VIl

Plasmideo pVPack-10A1

1bp
Ampicillin | CWV
%/C@‘a[ (g11)
pUCon EcoRI (1519)
pVPack-10A1 >
6762b
o | __10A1
BGHpA
puromycin :<'_|—j\§ Clal (276g)
IRES
Sequéncia amplificada do plasmideo phGalV10Al
10A1
EcoRI (1519)
Clal (911)
lal (2769)
230 bp-» -2870 bp
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Anexo VIII

Plasmideo pMono-zeo-4070A

SV40 enh
ORI # FerH prom

SV40 pA

A mEF1 5'UTR

280
pMono-Zeo-4070A
EMT promoter —  Agel{iqzg)
5678 bp
FMDV IRES&

AuvrIlig7ig)

env:amphotrope

Plasmideo pMono-zeo-10A1

1bp SV40 enh

ORI m@/mm prom

SV40 pA Bst K1 (871)

/ mEF1 5'UTR

Zeo
pMono-Zeo-10A1

5439 bp
EM7 promoter

FMDV IRES
BstHI (3316)

10A1
BamHI (260a0)
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Anexo

Anexo IX

Plasmideo pMono-zeo-GalV10Al

bp 5V40 enh

1
SVv40 pA/,,—\ mEF1 5'UTR

Zeo
EMY promoter BamHI (1441}
pMono-Zeo-GALV10A1 -
6216 bp
FMDV IRES -
Rabbit Beta Glohin
10A1
HBB2
EspEI{z497)
BspEI(3428)
GalLVv
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Anexo X

Plasmideo pTagLoxP-mcs

1bp AvrIl{z8g)
| Lox2272/66
Eyul(4592) ///;ECORVCCISSJ
AmpR Hdel(711)
CMV

Sacl(1045)

. EcoRV {1103)

pTag LoxP-mcs
Agel{1139)
5136 bp
Ndel{1148)

Col E1 origin BamHI (1151)

Bt ¥l cglozj\‘*/ﬁ ‘Q:
/

Puro (delta) AvrIl{1258)
IRES
Zeocin
SV40 PolyA
LoxP/71

Plasmideo pTagLoxP-4070A

1bp
AmpR I Lox2272/66

Mdel{711)
CMV

Col E1 origin

pTagLoxP-4070A

Bst¥I(ga60) =7 7334 PP
~  env:amphotrope
Puro (delta)
LoxP/71 f/\
SV40 PolyA _&
Zeocin Bst¥I(3015)
IRES
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Anexo

Anexo XI
293#3 gpll 4070A
Clone [Células viaveis] Erro Viabilidade [p.i.] Erro [p.i.] Erro*
(1076 células) (1076 células) % (p.i./ml)  (p.i./ml) (p.i./(1076 células)) (p.i./(10"6 células))

1 1,29 0,065 84,3% 133,3 115,5 103,4 +84,3
2 0,84 0,042 90,9% 133,3 115,5 158,2 +129,1
3 1,22 0,061 88,4% 66,7 115,5 54,6 +91,9
4 1,15 0,058 92,0% 0,0 0,0 0,0 +0,0
5 1,43 0,072 95,3% 0,0 0,0 0,0 +0,0
6 1,29 0,065 84,3% 0,0 0,0 0,0 +0,0
7 1,21 0,061 91,7% 0,0 0,0 0,0 +0,0
8 2,29 0,115 90,9% 0,0 0,0 0,0 +0,0
9 1,60 0,080 86,5% 200,0 200,0 125,0 +118,8
10 1,72 0,086 93,5% 200,0 200,0 116,3 +110,5
11 1,60 0,080 91,4% 66,7 115,5 41,7 +70,1
12 0,87 0,043 91,5% 66,7 115,5 76,8 +129,2
13 1,69 0,085 90,9% 333,3 115,5 197,2 +58,5
14 1,01 0,051 93,5% 66,7 115,5 66,0 +111,0
15 0,83 0,042 85,5% 66,7 115,5 80,2 +134,9
16 0,94 0,047 91,9% 133,3 115,5 142,3 +116,1
17 1,96 0,098 92,9% 133,3 115,5 68,0 +55,5
18 1,20 0,060 90,9% 0,0 0,0 0,0 +0,0
19 0,87 0,043 89,6% 133,3 115,5 153,4 +125,2
20 1,47 0,074 94,8% 66,7 115,5 45,4 +76,3
21 1,45 0,073 85,8% 0,0 0,0 0,0 +0,0
22 1,10 0,055 86,6% 66,7 115,5 60,6 +101,9
23 1,22 0,061 93,8% 400,0 200,0 327,9 +147,5
24 1,27 0,064 91,4% 133,3 115,5 105,0 + 85,7
25 1,97 0,099 82,4% 0,0 0,0 0,0 +0,0
26 1,45 0,073 86,8% 66,7 115,5 46,0 +77,3
27 1,23 0,062 91,1% 333,3 115,5 271,0 + 80,3
28 1,30 0,065 86,1% 666,7 702,4 512,8 +514,6
29 1,48 0,074 90,8% 266,7 305,5 180,2 +197,4
30 1,21 0,061 90,3% 333,3 115,5 275,5 +81,7
31 2,15 0,108 86,3% 400,0 0,0 186,0 +9,3
32 1,29 0,065 90,8% 333,3 230,9 258,4 +166,1
33 0,47 0,024 82,5% 0,0 0,0 0,0 +0,0
34 1,07 0,054 86,3% 66,7 115,5 62,3 +104,8
35 1,45 0,073 92,4% 66,7 115,5 46,0 +77,3
36 1,10 0,055 92,2% 0,0 0,0 0,0 +0,0
37 1,19 0,060 90,2% 66,7 115,5 56,0 +94,2

*O erro apresentado corresponde ao desvio padréo (n=3).
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Anexo XIlI
293#3 gp22 4070A
Clone [Células viaveis] Erro Viabilidade [p.i.] Erro [p.i] Erro*
1076 células 1076 células (p.i./ml)  (p.i./ml) (p.i./(10"6 células)) (p.i./(10"6 células))

1 1,30 0,065 95,2% 0,0 0,0 0,0 +0,0
2 1,57 0,078 85,2% 2533,3 901,8 1618,4 +495,2
3 1,82 0,091 94,3% 27800,0 6630,2 15266,3 +2877,7
4 0,85 0,042 89,3% 4800,0 1600,0 5679,1 +1609,1
5 1,40 0,070 91,6% 25333,3 1154,7 18095,2 + 80,0
6 1,48 0,074 95,3% 3533,3 1418,9 2392,2 +841,1
7 0,42 0,021 93,1% 3466,7 945,2 8329,3 +1854,5
8 0,56 0,028 94,5% 0,0 0,0 0,0 +0,0
9 1,02 0,051 89,8% 24600,0 692,8 24046,9 +525,1
10 0,60 0,030 91,9% 0,0 0,0 0,0 +0,0
11 0,82 0,041 89,5% 0,0 0,0 0,0 +0,0
12 1,50 0,075 90,7% 1866,7 1474,2 1248,6 +923,7
13 2,04 0,102 93,7% 2200,0 529,2 1077,4 +205,3
14 0,80 0,040 86,7% 66,7 115,5 83,3 +140,1
15 1,57 0,078 92,3% 0,0 0,0 0,0 +0,0
16 1,33 0,066 80,8% 2533,3 461,9 1909,1 +252,6
17 1,35 0,068 87,6% 12866,7 1553,5 9516,8 +673,2
18 1,41 0,070 92,8% 4533,3 1361,4 3224,3 +807,0
19 1,11 0,055 92,4% 5200,0 871,8 4693,1 +552,1
20 1,13 0,056 91,0% 0,0 0,0 0,0 +0,0
21 1,27 0,063 94,3% 1600,0 692,8 1264,8 +484,4
22 1,93 0,097 87,4% 12000,0 4529,9 6217,6 +2036,2
23 1,07 0,053 78,9% 8733,3 2300,7 8184,9 +1747,0
24 1,45 0,073 95,2% 6000,0 346,4 4132,2 +32,0
25 1,24 0,062 88,0% 1733,3 1514,4 1393,4 +1147,7
26 1,03 0,051 87, 7% 5266,7 1222,0 5133,2 +934,4
27 0,75 0,038 81,4% 2533,3 1270,2 3358,5 + 1516,0
28 1,40 0,070 88,2% 5200,0 3026,5 3711,6 +1974,7
29 1,04 0,052 93,1% 333,3 416,3 321,8 +385,8
30 2,10 0,105 87,0% 7000,0 529,2 3327,0 +85,1
31 1,11 0,056 92,7% 2066,7 945,2 1858,5 +757,0

*Q erro apresentado corresponde ao desvio padrao (n=3).
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Anexo XIlI
293#3 gp11 10A1
Clone [Células viaveis] Erro Viabilidade [p.i.] Erro [p.i.] Erro*

(1076 células) (1076 células) (p.i./ml)  (p.i./ml) (p.i./(1076 células)) (p.i./(10"6 células))
1 0,80 0,040 89,1% 33,3 57,7 41,8 +70,3
2 0,79 0,040 92,8% 33,3 57,7 42,2 +71,0
3 1,00 0,050 90,1% 0,0 0,0 0,0 +0,0
4 0,58 0,029 89,8% 33,3 57,7 57,2 + 96,2
5 1,79 0,090 91,4% 33,3 57,7 18,6 +31,3
6 0,96 0,048 89,5% 0,0 0,0 0,0 +0,0

*O erro apresentado corresponde ao desvio padréo (n=3).

293#3 gp22 10A1
Clone [Células viaveis] Erro Viabilidade [p.i] Erro [p.i.] Erro*

(1076 células) (1076 células) (p.i./ml) (p.i./ml) (p.i./(10"6 células)) (p.i./(L0"6 células))
1 0,91 0,045 90,9% 0,0 0,0 0,0 +0,0
2 0,47 0,023 67,0% 66,7 57,7 142,8 +116,5
3 0,85 0,042 85,3% 33,3 57,7 39,4 + 66,4
4 0,99 0,049 89,7% 0,0 0,0 0,0 +0,0
5 0,79 0,040 81,4% 0,0 0,0 0,0 +0,0
6 1,64 0,082 85,4% 0,0 0,0 0,0 +0,0
7 1,48 0,074 90,8% 33,3 57,7 22,5 +37,9
8 1,03 0,052 78,0% 0,0 0,0 0,0 +0,0
9 1,12 0,056 85,8% 100,0 0,0 89,7 t4,5
10 1,40 0,070 90,9% 33,3 57,7 23,8 +40,0
11 1,49 0,075 83,7% 100,0 0,0 67,1 +34
12 1,42 0,071 88,7% 0,0 0,0 0,0 +0,0

*O erro apresentado corresponde ao desvio padrédo (n=3).
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