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RESUMO E CONCLUSOES

A familia dos retrovirus tem sido usada como uma das mais importantes
ferramentas de transferéncia génica em estudos de terapia génica. Recentemente, 0s
lentivirus vém ganhando crescente popularidade devido ao seu potencial de infectar células
quiescentes. A busca de vetores mais seguros tem destacado a importancia dos lentivirus de
mamiferos ndo-primatas, sendo que o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) surge como
alternativa na construgdo de vetores com maior eficiéncia e seguranca. Modifica¢des na
estrutura molecular do genoma desse virus possibilitaram a infeccdo estavel de células
humanas, bem como ampliagido do tropismo celular e estabilidade viral.

Neste trabalho, vetores lentivirais baseados no FIV, codificando o gene reporter gfp
e pseudotipados com a proteina de envelope VSV-G foram produzidos por cotransfecgio
transiente de células empacotadoras 293T com os plasmideos empacotador, vetor e
envelope, pelo método de coprecipitagio com fosfato de calcio. A presenca de particulas
virais infecciosas, bem como o titulo obtido, foi avaliada com titulagio do vetor em células

ndo transfectadas da linhagem 293 T, com obtengdo de titulos superiores a 10* Ul/mL. Os

vetores foram capazes de transduzir células das linhagens hematopoéticas humanas K562 e

Daudi, além de culturas primarias de estroma de medula 6ssea murina, com eficiéncia
bastante elevada. Os ni,\_f__ci\s__ _de expressio do transgene obtic}o__s _foram reduzidos,
ocasionando um aumento de duas vezes na fluorescéncia basal dos diferentes tipos
celulares. A transferéncia génica foi estavel, com expressao da GFP durante todo o periodo
de manutengido das culturas transduzidas. A viabilidade das células expostas ao vetor foi
medida com ensaio do 1odeto de propideo, indicando uma pequena toxicidade associada ao
procedimento em algumas linhagens celulares. Nao foi possivel a detecgio de formacio de
recombinantes virais capazes de replicagdo independente pelo ensaio de resgate utilizado.
Os resultados sugerem que o FIV pode ser utilizado como vetor de tranferéncia génica para
celulas humanas, embora certas modificagdes nos elementos presentes nas construgdes
plasmidiais sejam necessarias para melhoria das caracteristicas de seguranga, eficiéncia e

nivels de expressao obtidos.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

Members of the retrovirus family have been employed as one of the most important
tools for gene transfer in gene therapy studies. More recently, lentiviruses are gaining
popularity for their potential to infect quiescent cells. The search for safer gene vectors has
emphasized the importance of lentiviruses from non-primate mammals, and the Feline
Immunodeficiency Virus (FIV) is being explored for the construction of more efficient,
safer vectors. Modifications in its genomic molecular structure have allowed the stable
infection of human cells, as well as an increase on cell tropism and viral stability.

In this work, lentiviral vectors based on FIV, coding for the reporter gene gfp and
pseudotyped with the envelope protein VSV-G, were produced by transient cotransfection
of the packaging cell line 293T with the packing, vector and envelope plasmids, using the
calcium phosphate coprecipitation method. The presence of infectious viral particles, as
well as the titre, were analyzed by titration of the vector on non-transfected 293T cells, with
the obtention of titres higher than 10" Ul/mL. The vectors were capable to transduce cells
from the human hematopoietic lines K562 and Daudi, besides primary cultures of murine
bone marrow stroma, with high efficiency. The levels of expression of the transgene were
relatively low, with a two-fold increase on the background fluorescence level of the
different cell types studied. Gene transfer was stable, and GFP was expressed through all
the period of maintenance of the transduced cultures. The viability of the cells exposed to
the vector, analyzed with the propidium iodide assay, indicated some toxicity associated to
the procedure in some of the cells. The rescue assay employed was not able to detect the
formation of viral recombinants capable of independent replication. The results suggest that
FIV can be used as a vector for cell transfer to human cells, although some modification on
the elements present in the plasmidial constructs is necessary in order to increase the safety,

efficiency and level of expression of the transgene.



INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a terapia génica tem ganhado espaco no meio médico e
cientifico como uma abordagem com excelentes perspectivas no desenvolvimento de
novos tratamentos e profilaxias para diversos tipos de patologias. Esse ramo da ciéncia,
apesar de relativamente novo, apresenta grande capacidade de expansdo e perspectiva de
crescimento em importancia num futuro proximo. A terapia génica € um procedimento
baseado na transferéncia de material genético (na forma de DNA, RNA ou mesmo
oligonucleotideos) para células-alvo, objetivando o tratamento ou prevengio de doengas.
Este processo visa a corregdo de sindromes genéticas monogénicas, combate a organismos
infecciosos como virus, fungos e bactérias, ou ainda tratamento de patologias adquiridas
ou com predisposi¢do genética, como doengas neurodegenerativas, cardiovasculares e
cancer. Com estes conceitos, acredita-se que a adicdo de fatores genéticos possa suprir as
deficiéncias advindas de mutagdes que gerem proteinas ndo funcionais ou mesmo
auséncia de expressdo génica, bem como seja capaz de regular ou mesmo inibir a
expressao de genes deletérios importantes no desenvolvimento de tumores ou na
patogenicidade de organismos infecciosos (Verma, 1990; Friedmann, 1997).

Apesar do grande desenvolvimento da terapia génica nos Ultimos anos, poucos
resultados praticos no estabelecimento de novos métodos terapéuticos tém sido obtidos. O
primeiro protocolo clinico utilizando essa abordagem foi iniciado em setembro de 1990,
por R.M. Blaese e cols. (1990), no National Institutes of Health (NIH, Bethesda, MD,
EUA). Esse estudo foi realizado visando a corre¢do da deficiéncia da enzima adenosina
desaminase (ADA), sindrome genética rara que causa um comprometimento severo do
sistema imune em criangas conhecido como SCID (Imunodeficiéncia Severa Combinada).
Linfocitos T periféricos de dois pacientes foram retirados e modificados ex vivo através de
um vetor retroviral baseado no Virus da Leucemia Murina de Moloney (MMLYV)
carreando o gene da ADA e reimplantados por reinfusio autologa. A essas criangas foi
administrada, simultaneamente, a enzima ADA bovina purificada conjugada com
polietilenoglicol (PEG-ADA). Apesar dos resultados terem sido animadores, nao foram
obtidas evidéncias conclusivas quanto & contribuigdo especifica da transferéncia génica
independentemente do tratamento alternativo (Blaese e cols., 1995; Bordignon e cols.,
1995). Entretanto, no ano de 2000, foi noticiado o primeiro caso clinico de corregdo total
de uma sindrome genética, utilizando a terapia génica como instrumento. Cavazzana-

Calvo e cols. (2000) relataram a completa reversio da Sindrome da Imunodeficiéncia



Combinada Severa (SCID) ligada ao X em dois pacientes, através da introdugdo de um
gene yc (que codifica o receptor de citocinas ye, envolvido em processos de crescimento,
diferencia¢do e sobrevivéncia de progenitores linfoides) funcional, defeituoso nos
individuos portadores dessa patologia. O tratamento foi realizado de forma semelhante ao
caso anteriormente relatado, com corre¢do ex vivo de células precursoras hematopoéticas
CD34" através de um vetor retroviral codificante de uma forma funcional do gene
defeituoso. Este relato levou a um novo incentivo na pesquisa em terapia génica, e muitas
abordagens para diversas doengas monogeénicas e infecciosas, bem como voltadas para o
combate de diversas formas de cancer, vém sendo testadas (Romano e cols., 2000). Em
dezembro de 2001, o orgao oficial que regulamenta e autoriza a aplicacdo de ensaios de
terapia génica nos Estados Unidos, denominado RAC (Recombinant DNA Advisory
Committee, pertencente ao Office of Biotechnology Activities, do National Institutes of
Health, EUA), registrava 472 protocolos clinicos utilizando técnicas de transferéncia
génica em execucgdo nesse pais (OBA, 2001). Dados de setembro de 2001 (Journal of
Gene Medicine, 2001) indicam a realizagdo de 596 estudos no mundo todo, com o total de
3464 pacientes. A maior parte desses tratamentos visa o combate a tumores (63,1 %),
doengas monogénicas (12,6%) e doengas infecciosas, principalmente a AIDS (6,4%). Um
numero grande de procedimentos encontra-se ainda em fases inicias de estudo (protocolos
em fase I constituem 66,3% do total), enquanto uma pequena quantidade (0,7%) encontra-
se em fase 11l de aplicagdo, mostrando que muitos experimentos vém sendo testados, mas
poucos tém resultado em beneficio clinico efetivo.

Varios fatores sdo determinantes na dificuldade de aplicagdo de procedimentos de
terapia génica em escala clinica. O principal dentre eles ¢ a dificuldade de obtengdo de
vetores com caracteristicas de seguranca, eficiéncia e especificidade adequadas para
aplicagdo em humanos (Verma e Somia, 1997). Vetores sdo todos os sistemas que
funcionam como transportadores de material genético para as células-alvo. Entre os
maiores problemas enfrentados na construgdo, desenvolvimento e aplicagao de vetores
podemos citar a diminui¢ao ou perda da expressdo do transgene (também conhecido como
silenciamento), o desenvolvimento de reagdes imunologicas contra o vetor ou ativagao de
resposta imunologica dirigida aos produtos de expressdo génica, a baixa eficiéncia de
transformacdo obtida com certos sistemas de transferéncia génica ¢ a falta de
| especificidade para célula-alvo in vivo (Naldini, 1998b; Robbins e cols., 1998; Romano e
cols., 1999). Muitos dos sistemas hoje disponiveis encontram uma aplicagdo limitada, ¢ a

escolha do vetor mais adequado em procedimentos terapéuticos deve sempre obedecer a
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critérios a serem considerados de acordo com a natureza da doenca, célula ou tecido-alvo
a serem tratados, bem como eficiéncia, duragdo da expressdo do transgene necessaria e
via de administragio (Dani, 1999; Peng, 1999).

Os métodos de transferéncia génica atualmente em uso podem ser divididos em
trés categorias: quimicos, fisicos e biologicos. Entre os quimicos, podemos destacar a
transfecgdo por fosfato de célcio (importante na geragdo de vetores lentivirais por
transfeccdo transiente) (Sambrook e cols., 1989) e transfeccdo com compostos catidnicos
(complexos lipidicos, protéicos, poliméricos ou mistos) (Frézard, 1999; Ropert, 1999,
Brown e cols., 2001; Hashida e cols., 2001; Khaw e cols., 2001; Oku e cols., 2001,
Pastorino e cols., 2001; Safinya, 2001; Sato e cols., 2001; Tachibana e cols., 2001; Varga
e cols., 2001). Biobalistica ou gene gun , eletroporagio, microinjecio e injecdo direta sao
os métodos fisicos mais comuns (Ledley e Ledley, 1998; Pouton e Seymour, 1998; Lin e
cols.. 2000; Somiari e cols., 2000; Hecker e cols., 2001; Oh e cols., 2001; Spack e Sorg,
2001). Existem ainda os métodos biologicos de transferéncia génica, que atualmente sao
os de uso mais difundidos e utilizados em diferentes estudos. Entre esses métodos, o mais
empregado nos diversos protocolos clinicos e testes em andamento envolve transferéncia
mediada por vetores virais. Varias familias virais tém sido modificadas por técnicas de
biologia molecular, visando a substitui¢do de genes relacionados a patogenicidade e de
genes envolvidos na capacidade replicativa desses virus por genes exogenos, geralmente
de interesse terapéutico ou cujo produto protéico possua atividade reporter. Assim, os
virus recombinantes podem ser examinados quanto a sua capacidade de atuagdo como
vetor de transferéncia génica, bem como seguranga quanto a atividade patogénica. Entre
os virus estudados, podemos relacionar alguns como retrovirus, adenovirus, virus adeno-
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associado, vaccinia, herpesvirus, espumavirus (unr"t"rp.d' &e retrovirus), alfavirus, influenza,
baculovirus, polioma, poxvirus e bacteriofagos. Desses, os mais utilizadas na pesquisa ¢
na clinica sio os retrovirus (principalmente lentivirus e oncovirus), parvovirus
(representados pelos virus adeno-asscociados), herpesvirus (cuja importancia reside no
alto tropismo natural por células nervosas) e os adenovirus (Kaplitt e Pfaff, 1996,
Reynolds e cols., 1999; Danthinne e Imperiale, 2000; Hewson, 2000, Romano e cols,,
2000; Strayer e cols., 2000; Ehrengruber e cols., 2001).

Os retrovirus tém despertado um grande interesse como vetores para transferéncia
génica, devido principalmente a certas caracteristicas especificas relacionadas ao ciclo
replicativo dos representantes dessa familia. Os retrovirus sdo virus de RNA, cuja

replicagdo envolve a utilizagdo de um intermediario de DNA, que se integra ao genoma da



célula hospedeira sendo entdo chamado de provirus. As particulas virais consistem de
duas fitas idénticas de RNA simples, contidas em um capsideo juntamente com enzimas
utilizadas na replicagdo viral e cercadas por um envelope viral, composto por lipideos
oriundos da membrana da kié célula hospedeira e glicoproteinas codificadas pelo virus.
Caracteristicas basicas do ciclo replicativo s3o mostrados na figura 1. A infeccio inicia
com a entrada do virion na célula-alvo suscetivel, através de interages especificas entre
as glicoproteinas de envelope e receptores na superficie da célula-alvo. Fusio e
internalizagdo do virion resultam em liberagfio do capsideo no citoplasma, onde enzimas
virais contidas no capsideo medeiam a conversio do RNA viral em DNA, que é
transportado ao nucleo e sofre integragfio sitio-inespecifica ao genoma da célula
hospedeira. O provirus é entdo replicado durante o ciclo celular normal da célula, e
transmitido a descendéncia dessa, sendo desta forma importante na transmissdo regular e
permanente de genes exégenos para a célula-alvo. O DNA viral € transcrito (podendo, em
certas situacOes, sofrer splicing) e o RNA resultante transportado até o citoplasma, onde
pode ser tanto traduzido em proteinas virais como ligar-se a essas dando origem a um
novo nucleocapsideo, que apos contato com as glicoproteinas de envelope sdo liberadas
por brotamento, originando uma progénie de novas particula virais maduras
(Buchschacher e Wong-Staal, 2000; Knipe e cols., 2001),
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Figura 1. Esquema representando o ciclo infectivo dos lentivirus (de Lodish e cols., 1999)
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Os retrovirus sdo sistemas de transferéncia génica com caracteristicas peculiares,
como expressdo estavel e continua devido a integragdo do genoma viral no cromossomo
da celula hospedeira e imunogenicidade e citotoxicidade relativamente baixas quando
comparadas com outros vetores virais. Diversos experimentos ja demonstraram a
manutengdo da expressdo de genes exOgenos por periodos da ordem de varios meses ou
mesmo anos (Riviere e cols., 1995; Naldini e cols., 1996a; Cavazzana-Calvo e cols.,
2000), tornando esse sistema bastante interessante em casos onde a expressdo estavel do
transgene ¢ desejada, como no tratamento de sindromes monogénicas ou doencgas
neurodegenerativas. Além disso, grande capacidade de inser¢do génica e amplo tropismo
celular justificam o interesse no aprimoramento de vetores baseados em retrovirus
(Strauss, 1997; Hewson, 2000). No entanto, algumas questdes referentes a seguranga na
utilizagdo destes virus ainda devem ser superadas, como a possibilidade de ocorréncia de
mutagénese insercional devido a integragdo sitio-inespecifica do genoma viral no

cromossomo da célula hospedeira (Cornetta e cols.,, 1991; Miyoshi e cols.,, 1998),

;
resultando em ativagdo de proto-oncogenes ou mesmo inativagdo de genes por inser¢ao
aleatoria no interior de regides codificantes ou regulatorias de genes celulares. Donahue ¢
colaboradores (1992) mostraram que a utilizagdo de vetores n3o otimizados pode
desencadear o surgimento de processos carcinogénicos, como observado apos transdu¢io
de células tronco hematopoéticas de macacos ex vivo e desenvolvimento de leucemia
linfoide nesses animais apos reinfusio das células modificadas. Além disso, a atividade
mutagénica de vetores retrovirais pode ser relacionada ao surgimento de variantes
retrovirals formadas por eventos de recombinagdo homologa entre os plasmideos que
codificam o vetor, ou mesmo por recombinagido com virus selvagens, que ocasionam o
aparecimento de virus mutantes capazes de realizar sua replicagdo independente na célula-
alvo. Tais variantes também podem ser formadas por incorporagdo de retrovirus
endogenos existentes no genoma humano e de varios mamiferos, principalmente através
de regides homologas, fornecendo o material génico capaz de reativar estas formas virais
(Chong e cols., 1998, Patience e cols., 1998). Como forma de minimizar esses riscos, o
delineamento de novos vetores inclui a dele¢do de grande parte das regides homologas
entre diferentes plasmideos (Sheridan e cols., 2000). O silenciamento da expressdo de
transgenes exogenos € outro problema a ser superado com o desenvolvimento de vetores
mais eficazes de traréferéncia génica. Acredita-se que este problema esteja relacionado a

alteragOes na estrutura da cromatina, principalmente devido a condensagdo dessa e a

alteragdes quimicas de histonas (principalmente metilagio e desacetilagdo), que tornam as
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regides promotoras do provirus inacessiveis aos fatores de transcrigdo celulares (Chen e
Townes, 2000). Inativagdo especifica de enzimas responsaveis pela alteragio na estrutura
da cromatina através de inibigdo por tratamento quimico e/ou inclusio de seqiéncias de
DNA especificas (como promotores com atividade forte e insuladores de cromatina) sdo
estratégias utilizadas para minimizar ou evitar o silenciamento da expressdo, sendo
importantes no desenvolvimento de vetores génicos e procedimentos clinicos (Chen e
cols., 1997, Emery e cols., 2000).

Varios representantes da familia dos retrovirus vém sendo estudados, com grande
destaque para o oncovirus MMLV (Virus da Leucemia Murina de Moloney), e os
lentivirus ETAV (Virus da Anemia Infecciosa Eqiiina), STV (Virus da Imunodeficiéncia de
Simios), HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) e FIV (Virus da Imunodeficiéncia
Felina). Dentre esses, o Unico ja utilizado em protocolos clinicos como vetor para
transferéncia génica ¢ o MMLYV, por ser o mais extensivamente pesquisado e por nao
possuir tropismo natural por células humanas. Até o presente momento, esse virus € o
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unico aprovado para emprego em procedimentos e testes clinicos em humanos. Apesar de
sua grande utilizagdo, esse sistema ¢ bastante incompleto, pois os oncovirus como o
MMLYV sdo capazes de infectar exclusivamente células em divisio, j4 que necessitam do
rompimento da membrana nuclear (que ocorre durante a mitose) para atingir o nucleo.
Muitas células quiescentes sdo alvos preferenciais para terapia génica, como neurdnios e
progenitores hematopoéticos. Devido a este fato, a utilizagio de lentivirus como
carreadores génicos tem aumentado em grandes proporgdes.

Inimeros vetores baseados no HIV tém sido relatados e descritos. Estes vetores
tém como caracteristica principal a capacidade de infectarem células que ndo sofrem
mitose, representando um grande avango em relagdo ao uso de vetores oncovirais (Naldini
e cols., 1996b). Os vetores baseados em HIV-1 ja provaram sua eficacia para transducio
em diversos tipos celulares, como hepatocitos, neurOnios, células musculares,
fibroblastos, células da retina, cornea e células de linhagem hematopoética tanto in vivo
como in vitro (Blomer e cols., 1997, Kafti e cols., 1997, Miyoshi e cols., 1997; Case e
cols,, 1999; Wang e cols., 2000). InGmeros avancos também tém sido obtidos no
desenvolvimento de vetores baseados no HIV-1 com maior eficiéncia e seguranga para
utilizagdo em humanos. Entre eles podemos citar os vetores auto-inativantes, nos quais
certas regides com atividade promotora da LTR 3’ sdo deletadas, sendo transmitidas a
LTR 5" no primeiro ciclo infeccioso. Assim, ambas LTRs perdem a capacidade de

ativagdo da transcrigdo, permitindo regulagdo da expressdo do transgene por cassetes de



expressdo internos (Miyoshi e cols., 1998; Zufferey e cols., 1998); vetores de inclusio de
introns (Ismail e cols.,, 2000), onde a inclusdo de novos sitios doadores de splicing
promove um aumento na expressdo do transgene; vetores baseados na remocio de codons
AUG da sequéncia lider ndo traduzida, que minimizam a expressdo de proteinas
aberrantes por codons iniciadores contidos nessa regido, aumentando assim a seguranga
(pela minimizagdo da possibilidade de recombinagdo homologa) e diminuindo a
imunogenicidade (relacionada aos produtos de expressdo aberrantes gerados por cddons
AUG da sequéncia lider) (Hildinger e cols., 1999); vetores minimos (também conhecidos
como de 3" geragdo) contendo somente as sequéncias indispensdveis em cis para o
funcionamento como vetor, com a retirada de grande parte dos genes acessorios e
auxiliares, e decorrente aumento da seguranca ¢ diminui¢do da citotoxicidade (Kim e
cols., 1998; Gasmi e cols., 1999); vetores indutiveis, onde a expressdo € restrita a
determinados alvos celulares ou dependente de inducdo quimica, através da utilizagdo de
promotores tecido especificos ou dependentes de ligagao quimica com indutores (Grande
e cols., 1999; Kafri e cols., 2000); sistemas para expressdo simultinea de mais de um
gene, baseado no mecanismo de regulacdo de splicing natural do virus ou na introdugio
de sitios internos de entrada de ribossomo (IRES) (Zhu e cols., 2001); desenvolvimento
de linhagens celulares de empacotamento para vetores baseados no HIV, capazes de
produzir vetores em escala clinica e com expressdo de proteinas virais indutivel
(Srinivasakumar e cols., 1997; Klages e cols., 2000; Wu e cols., 2000; Pacchia e cols.,
2001; Sparacio e cols., 2001; Xu e cols., 2001); vetores derivados do HIV tipo 2, cuja
patogenicidade ¢ menor que a do HIV tipo 1 e, consequentemente, apresenta maior
seguranga para uso em humanos (Poeschla e cols., 1998b).

Mesmo com todos os avangos no melhoramento e seguranca dos vetores lentivirais
baseados no HIV, ainda existem inGmeras restricdes na sua utilizagdo em protocolos
clinicos, impossibilitando ensaios in vivo em humanos. O risco de recombina¢do com HIV
selvagem e a possibilidade do aparecimento de virus capazes de replicagdo independente
(RCRs ou Helper Virus) originados atraves de mecanismos de recombinagdo homologa
entre os elementos usados na producdo do vetor, impedem que o HIV seja utilizado na
terapéutica. Além disso, a produgdo, manipulagdo, administracdo e estoque das
quantidades de vetores HIV necessarias para utilizacao clinica exigem elevados niveis de
seguranga, como laboratorios contendo instalagdes com classificagdo de seguranca II1
(CDC, 1999). Outro problema relacionado a utilizagdio do HIV como vetor de

transferéncia génica esta na soroconversdo dos pacientes tratados, que desenvolvem



anticorpos anti-HIV, impossibilitando a diferenciagdo sorologica desses pacientes
daqueles naturalmente infectados. Uma alternativa para a superagdo desses problemas foi
sugerida com a utilizagdo de vetores baseados em lentivirus de mamiferos ndo-primatas, e
entre eles destacam-se o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e o Virus da Anemia
Infeciosa Equina (EIAV). A utilizagdo desses virus como vetor tornou obsoleta a
utilizagdo de vetores baseados em HIV (Naldini, 1998a; Romano e cols., 2000).

O FLV € um retrovirus hinfotrofico que foi primeiramente identificado em felinos
domeésticos (gatos) na cidade de BAVIE (Efwéjiférnia. Baseado nas caracteristicas
morfologicas e bioquimicas, tropismo celular, transcriptase reversa Mg  -dependente,
organizagdo genética e propriedades antigénicas, o FIV ¢ classificado, juntamente com o
HIV e outros ja citados, como um lentivirus, apresentandoﬁgrapg_le @_@piog{g_pom o Virus
Maedi Visna (Hartmann, 1998; Crystal, 1999). A particula ;/iral do FIV '-L-em 105-125 nm
de didmetro, possui forma esférica a elipsoidal (eliptica), com poucas e curtas projegdes

em seu envelope e contendo 2 copias idénticas do genoma RNA. O genoma de 9,4 Kb do

FIV esta organizado como o dos demais retrovirus, com os genes estruturais env, gag e

pol e com o adicional de 7 ORFs (open reading frame), algumas codificantes de proteinas

(Miyazawa e cols., 1994; Elder e Phillips, 1995).

O tipo selvagem do FIV apresenta tropismo para células T, B, macrofagos,
astrocitos e microglia. Uma vez na célula, o FIV tem um ciclo de vida similar ao de outros
retrovirus. Gatos infectados por FIV desenvolvem wuma linfoadenopatia aguda,
neutropenia e febre. Assim como na sindrome de imunodeficiéncia em humanos,
produzida pelo HIV, a doenca apresenta uma fase assintomatica, seguida por uma
linfoadenopatia generalizada, febre recorrente, apatia, leucopenia, anemia, anorexia, perda
de peso, estomatite e problemas de comportamento. Finalmente, ha uma fase terminal
como na AIDS marcada por infecgdes oportunistas, neoplasias e anormalidades
neurologicas (Hartmann, 1998; Crystal, 1999).

A infeccdo do FIV ocorre por interagdo especifica de glicoproteinas do envelope
com receptores da superficie celular, sendo muito semelhante aos demais lentivirus.
Willett e colaboradores (1997) sugeriram a utilizagdo do receptor de quimiocina CXCR4,
de superficie celular, como mecanismo comum de infecgdo entre os lentivirus de primatas
¢ ndo primatas, mostrando que as glicoproteinas de envelope do FIV podem reconhecer as
formas humana e felina do receptor CXCR4, mediando a fusdo do virus com a célula-
alvo. Além do trabalho acima citado, diversos outros descrevem a importancia da

participagdo das glicoproteinas de envelope na etapa de infecgio da célula alvo,
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mostrando que o tropismo decorrente da interagdo glicoproteina de envelope-receptor
celular pode ser modificado com alteragdes de um Gnico aminoacido na estrutura dessas
proteinas (Verschoor e cols., 1995; Vahlenkamp e cols., 1997). Poeschla e Looney (1998)
igualmente relataram a necessidade dos receptores de quimiocina CXCR4 para lentivirus
de ndo-primatas. A expressao artificial da molécula CXCR4 (via transfec¢do do gene que
codifica esta proteina) em células CXCR4 negativas, humanas e de ratos, resultou em
infecgdo pelo FIV e fusdo celular CXCR4-dependente. Esse mesmo trabalho descreve
infeccdo produtiva do FIV em células humanas, caracterizando a baixa atividade

2

transcricional da regido U3 da LTR 5’ como sendo o fator determinante na restrigdo da
fase produtiva de replicagio em células humanas. Essa atividade reduzida pode estar
associada aos diversos sitios de ligagdo a proteinas plasmaticas existentes nessa regiao,
que sdo importantes reguladores da atividade promotora viral. Assim, a auséncia de
proteinas felinas que atuem como elementos cis-ativadores em sitios como AP-1, AP-4,
ATF, C/EBP e NF-kB, em células humanas, pode ser o fator determinante na
improdutividade da infec¢do do FIV nessas celulas (Sparger e cols., 1992; Kawaguchi e
cols., 1995; Inoshima e cols., 1996; lkeda e cols., 1998).

O genoma do FIV (representado na figura 2) € composto por 3 genes estruturais: o
primeiro deles é o gene gag, que ¢ transcrito e traduzido juntamente com o gene pol,
dando origem a poliproteina Gag/Pol. Apés agdo da protease viral, as proteinas maduras
codificadas por gag sido as proteinas da matriz (MA), capsideo (CA) e nucleocapsideo
(NC) [p15, p25 e p7 (pl10), respectivamente]. Essa Gltima possui importéncia por ser
critica na dimeriza¢do do RNA gendmico em eventos na fase de pré—integrac;ﬁo (Elder e
Phillips, 1995). O gene pol codifica as enzimas do virus, e € transcritgj na mesma fase de
leitura que o gene gag. As enzimas do FIV séo quatro, e possuem grande semelhanga com
as do HIV e outros lentivirus. A protease (PR), responsavel pela clivagem da poliproteina
Gag/Pol em seus produtos maduros, possui especificidade de clivagem entre residuos de
tirosina e prolina (Schnolzer e cols, 1996). A enzima transcriptase reversa (RT) &
responsavel pela conversio do RNA viral em DNA (provirus). A enzima deoxiuridina
trifosfatase (DU), inexistente no HIV, ndo ¢ essencial para a replicagdo do virus, e possui
func¢do provavel de reduzir a possibilidade de incorporagdo errénea de uracila no DNA do
provirus (Wagaman e cols., 1993). Por fim, a enzima integrase (IN) promove a integragdo
do prévirus no genoma da célula hospedeira, de forma inespecifica. O Gtimo gene

estrutural € o env, que codifica as glicoproteinas de envelope precursora (gp 140),

superficie (SU - gpl00) e transmembrana (TM - gp 36). Essas proteinas, e
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principalmente a gp100, estdo envolvidas nos processos de reconhecimento e entrada nas
células-alvo, através de intera¢do com receptores de superficie (Olmstead e cols., 1989b).
Além dos genes estruturais, existem alguns genes acessorios e auxiliares, localizados em
pequenas ORFs nas regides central 3’ do genoma do FIV e que codificam proteinas com
fungdes reguladoras dos diversos processos envolvidos na replicagdo viral. Sdo eles os
genes vif (com fungdes equivalentes ao vif do HIV, sendo indispensavel na infeccdo de
alcumas linhagens celulares) (Schacklett e Luciw, 1994), o gene orfA (cujo produto € um
transativador, semelhante a proteina Tat do HIV, embora de fraca atividade) (de Parseval
e Elder, 1999) e o gene rev (cuja proteina tem como principal fungdo atuar no transporte
das moléculas de RNA do ntcleo para o citoplasma) (Phillips e cols., 1992). A intera¢do
da proteina Rev com o RNA viral ocorre através de uma regiao do genoma conhecida
como RRE (Rev Response Element), que ¢ reconhecido pela Rev. A presenca dessa

proteina ¢ indispensavel no ciclo replicativo dos lentivirus, ja que a proteina Rev facilita 0 —<orrear?
transporte do RNA ndo processado (genoma RNA do virus) para o citoplama, que de ¥

outra forma ¢ retido no nucleo (Miller e cols., 2000). No genoma dos retrovirus existem
também regides flanqueadoras de seqiiéncia repetida, denominadas LTRs (Long Terminal
Repeats), responsaveis pela regulagdo de diversas etapas do ciclo replicativo viral. As

>

LTRs estdo localizadas nas extremidades 3’ e 5° do DNA proviral (apresentando
seqiiéncias idénticas em ambas extremidades e com orientagdo direta), podendo ser
dividas em trés regides distintas: U3, onde encontram-se os elementos promotores e 2
ativadores da transcrigdo (como TATA Box e ts}ecput:%m:ias de regulag@o da transcrigdo viral,
como sitios de ligacao avp[g)_t@jn.askplasmét_i_czis); a regidao R, onde localiza-se o sitio de -~
poliadenilagdo do RNA viral; e a regido US, envolvida no processo de encapsidacdo do
genoma do virus (parte do sinal de -encapsidas;éio). Além disso, as LTRs contém
seqiiéncias necessarias no mecanismo de transcrigdo reversa (sitios de ligagdo do primer
de tRNA, ou @Eg)we outras relacionadas a etapa de integragio do provirus. O fator de
encapsidagdo ¢ mais um componente importante do genoma do FIV e dos demais
lentivirus, sendo também identificado pela letra grega v (psi). A localizagdo exata desta
regidio ndo ¢ bem conhecida, mas sabe-se que inclui a regido ndo transcrita downstream a
LTR 5°, extendendo-se por aproximadamente 200-250 nucleotideos pelo gene gag. Esta
porgio do genoma ¢ bastante importante, pois € reconhecida pelas proteinas do capsideo e
promove a incorporagdo da molécula de RNA (genoma do virus) na particula viral,
através de interagdo com motivos de dedos de zinco da proteina de nucleocapsideo

(Talbott e cols., 1989; Elder e Phillips, 1995; Tomonaga e Mikami, 1996).
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Figura 2. Esquema representando a organizagfo 'genémica do FIV. ¥ equivale ao fator de
encapsidacéo.

A utilizagdo do FIV como vetor de transferéncia génica € considerada um avango
na tecnologia da produgfo de vetores (Romano e cols., 2000). Até ha pouco tempo, ndo se
conheciam as barreiras naturais que impediam a infecgdo de células humanas pelo FIV.
Além da ja mencionada fraca atividlade do Rev desse virus em células humanas
(Tomonaga e cols., 1994; Poeschla e Looney, 1998), a pequena atividade transcricional da
LTR do FIV em humanos (Miyazawa e cols., 1992; Sparger e cols., 1992) também foi
proposta como fator determinante dessa condigdo. A superacdo dessas limitagdes ¢
indispensavel na produgdo de vetores que apresentem caracteristicas adequadas de
seguranca, ja que a utilizagdo de células de empacotamento de origem felina pode
ocasionar a mobilizacdo de retrovirus enddgenos. Como exemplo, podemos citar 0 RD
114, um retrovirus tipo C enddgeno, indutivel, com capacidade de replicagdo e
relacionado com retrovirus de primatas, que existe em multiplas copias no genoma de
felinos. O RD114 replica-se em células humanas, ¢ capaz de misturar-se fenotipicamente
com o FIV e outros retrovirus e resiste a inativagdo pelo sistema complemento humano,
representando risco de insergdo na populagdo de elementos virais xenotropicos (Takeuchi
e cols., 1994). Poeschla e colaboradores (1998a) relataram que o tinico impedimento para
infecgdo produtiva em células humanas pelo FIV era a baixa atividade transcricional do
LTR em células humanas. Assim, a substitui¢io da regido U3 da LTR 5’ (onde se
encontram a maior parte dos elementos promotores do virus) por um promotor
constitutivo eucarioto com atividade transcricional forte foi suficiente para tornar o FIV
infectivo em células humanas. O promotor utilizado foi o CMV (derivado do
citomegalovirus humano). Desta forma, o FIV foi capaz de replicar eficazmente em
células humanas, podendo ser utilizado em experimentos de transferéncia génica.

Outro fator importante esta relacionado ao tropismo de vetores baseados no FIV,
ja que um numero muito grande de alvos celulares para terapia génica nio apresenta

expressdo dos receptores necessarios para a entrada desse virus na célula. Retrovirus
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recombinantes podem ser construidos de forma que o genoma encapsidado seja
envelopado por proteinas de envelope de outros virus. A substitui¢do das glicoproteinas
do envelope viral do FIV por uma proteina de envelope do Virus da Estomatite Vesicular
permitiu que o tropismo do FIV por células humanas fosse ampliado. Esse processo foi
descrito inicialmente por Burns e cols. (1993) em preparagdes de vetores baseados no
MMLV e é conhecido por pseudotipagem, sendo amplamente utilizado na produgdo de
vetores retro e lentivirais. Nele, a proteina do envelope dos retrovirus € substituida pela
proteina G do envelope do Virus da Estomatite Vesicular (conhecida como VSV-G), um
rabdovirus. A VSV-G é uma glicoproteina que reconhece e se liga a fosfatidilserina, um
lipideo constituinte da membrana celular que possui ampla distribuigdo em celulas
animais. A auséncia de um receptor protéico especifico acarreta uma ampliagdo do
tropismo do natural do vetor, permitindo que esse tenha um aumento no numero de alvos
celulares possiveis. Foi demonstrado também que a inclusdo da VSV-G no virion aumenta
a estabilidade do envelope, permitindo que este sofra processos fisicos de concentragao
sem perda significativa da infectividade ou do titulo viral (Burns e cols., 1993; Ory e
cols., 1996; Reiser e cols., 1996).

Ainda nido foram descritas linhagens celulares de empacotamento para o FIV.
Assim sendo, a produgdo de vetores virais baseados nesse virus ¢ feita pelo método da
cotransfecgio de trés plasmideos descrita por Soneoka e colaboradores (1995). Neste
sistema, 3 plasmideos distintos sdo transfectados simultaneamente em linhagens celulares
adequadas pelo método da coprecipitagdo com fosfato de calcio, visando a produgdo
transiente de vetores virais. A figura 3 ilustra este processo e descreve a fungdo de cada
uma das constru¢des plasmidiais. Um dos plasmideos (de empacotamento) codifica as
proteinas necessarias para sintese das particulas virais (genes estruturais gag e pol), sendo
responsavel pela produgdo, nas células empacotadoras, das enzimas e proteinas do
capsideo. Um outro plasmideo (envelope) carrega a informagdo para a proteina de
envelope, sendo o mais comum o gene codificante para VSV-G, no processo de
pseudotipagem ja descrito. O Gltimo plasmideo (vetor) contém, além do gene exogeno a
ser transferido para a célula-alvo (geralmente localizado num cassete de expressao
interno), as seqiiéncias minimas necessarias em cis para integragdo do virus e expressao
do transgene. Além disto, essa construgio contém o fator de encapsidagao \/, para que o
RNA transcrito a partir desse plasmideo seja eficientemente incorporado na particula
viral. Este sistema garante que os genes necessarios para a produgao de novas particulas

virais (genes estruturais existentes nos dois primeiros plasmideos) nao sejam
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encapsidados e incorporados nas células-alvo, impossibilitando a ocorréncia de outro
ciclo de replicagdo viral. A utilizagdo da técnica de cotransfec¢io com 3 plasmideos
possibilita também um avango na questio da seguranga do sistema de producio de
vetores, ja que com a utilizagdo de 3 construgdes distintas seriam necessarios pelo menos
2 eventos simultdneos de recombinagio para formagdo de mutantes capazes de replicagio
independente (RCRs). O desenho e construgio de plasmideos que nio contenham
sequéncias superpostas (mesmo gene ou regido gendmica em mais de um plasmideo)
diminuem a probabilidade de ocorréncia de recombinagdo homologa. A utilizacio de
construgdes contendo apenas as seqiiéncias minimas em cis para obtencdo de uma
transdugdo eficiente também ¢ um expediente utilizado para desenvolvimento de vetores
mais seguros. Estas seqiiéncias minimas ja foram determinadas tanto para o HIV (Kim e
cols., 1998) quanto para o FIV (Johnston e cols., 1999). Para o FIV, observou-se que,
entre 0s genes acessorios e auxiliares, apenas o rev é essenc-ial para o funcionamento do
vetor, podendo ser fornecido em frans. A regido RRE também é importante em cis, onde
atua no transporte do RNA na célula empacotadora. Os genes estruturais gag e pol sio
fornecidos em frans para sintese do virion. O gene env, do envelope viral, pode ser
removido e substituido por fornecimento em frans de outra proteina de envelope (a ja
referida VSV-G). Os genes vif e orfA do FIV podem ser removidos sem nenhuma
alteragdo no titulo viral ou eficiéncia de transdugio (Johnston e cols., 1999).

O emprego do FIV como vetor € relativamente recente, e o nimero de relatos na
literatura que utilizam este virus como carreador génico sdo poucos. Poeschla e
colaboradores (1998a) foram os primeiros a descrever um vetor de transferéncia génica
baseado no FIV. Nesse estudo, os autores provaram ser possivel a transducdo de diversas
linhagens de células felinas, murinas e também humanas. O FIV foi capaz de infectar
neuronios, hepatocitos, epiderme e outras linhagens humanas, provando ser efetivo na

transdugdo de celulas quiescentes e mitoticas com igual eficiéncia.
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Figura 3: Produgio de vetores e transferéncia génica utilizando cotransfecgdo com 3

plasmideos. A gravura é ilustrativa, procurando mostrar a funcio de cada um dos
construtos utilizados.

Em ensaios pré-clinicos de terapia génica, assim como em estudos de
desenvolvimento e aprimoramento de vetores, € bastante comum a utilizagdo de genes
reporteres para controle e avaliagio da eficiéncia da transferéncia génica e para o
monitoramento da expressdo do transgene. A utilizacio de tal expediente permite uma
analise da eficiéncia do método de transferéncia génica em estudo, em diferentes tipos
celulares, tanto in vivo quanto in vifro (An e cols., 2000). A detecgdo, em geral, ¢ feita por
métodos indiretos, que requerem a presenca de substratos, marcacdo mediada por

anticorpo ou fixagdo celular, Entre estes genes podemos citar os genes da f-galactosidase



(B-gal), luciferase (LUC) e proteinas marcadoras de superficie celular (Strair e cols.,
1990; Phillips e cols., 1996). A proteina verde fluorescente GFP foi descrita em 1994 por
Chalfie e colaboradores; isolada a partir do organismo Aequoria victoria (uma espécie de
agua-viva), tem sido usada como importante marcador em experimentos de transferéncia
génica. Esta proteina emite fluorescéncia verde (509 nm) quando excitada por luz
ultravioleta (395-470 nm) independentemente de substratos ou cofatores, podendo ser
facilmente monitorada de forma direta, ndo invasiva e muito simples, através de
citometria de fluxo e/ou microscopia de fluorescéncia. Algumas variantes de GFP foram
desenvolvidas visando alteracdes na capacidade de detecgdo do gene, aumento na
intensidade de fluorescéncia, estabilidade e caracteristicas de absorcdo e emissdo. Por
isso, GFP e seus diversos derivados vém sendo utilizados como importantes marcadores
celulares em diversos organismos e tipos celulares, em experimentos de monitoragdo de
expressdo génica, localizagdo de proteinas e elementos celulares (Naylor, 1999; Billinton
e Knight, 2001).

Inimeros tipos de células e tecidos sdo utilizados como alvo em ensaios clinicos e
pré-clinicos de terapia génica. A escolha dos alvos celulares estd relacionada a
caracteristicas das patologias e tecidos afetados por essas, bem como ao tipo de
abordagem terapéutica desejada. Nesse contexto, o sistema hematopoético representa
interessante modelo em estudos de transferéncia génica, e diversas propriedades como
renovacio constante (aproximadamente 10" células repostas diariamente), tempo de vida
celular relativamente curto, ampla distribuigio no organismo (proporcionando contato
intimo e dindmico com diversos outros tecidos) sao essenciais na caracterizacao desse. Ao
processo de formacgdo de células sangtiineas da-se o nome de hematopogese, que ocorre a
partir da maturacdo e diferencia¢do de determinadas células primordiais indiferenciadas,
capazes de originar todas as demais linhagens sangiiineas (multipotenciais) e que possuem
ainda potencial de auto-renovacdo. Essas células primordiais sdo denominadas células
tronco hematopoéticas (HSCs) e envolvem, no processo de diferenciagio e
comprometimento com certas linhagens sangliineas especificas, perda da capacidade de
auto-renovagdo e da multipotencialidade (Ogawa e cols, 1983). As HSCs sdo
relativamente raras (1 em cada 10* células da medula Ossea, e cerca de 100 vezes menos
comuns no sangue periférico), sendo mantidas em niveis homeostasicos durante a vida
adulta. Niveis similares aos da medula Ossea sdo encontrados em sangue de corddo

umbilical (Pranke e cols., 2001).

W
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As células tronco hematopoéticas possuem tempo de vida longo, embora sejam
normalmente encontradas em estado de quiescéncia. Até o presente momento, a
caracterizacdo biologica dessas células € definida quase que exclusivamente por sua
capacidade de reconstitui¢do das diferentes linhagens hematopoéticas (mieloide e
linfoide) em ensaios tanto in vitro quanto irn vivo. A caracterizagdo fenotipica tem se
mostrado controversa, € embora a presenca e/ou auséncia de determinados marcadores de
superficie (entre eles CD34, CD 38, Thy-1 e KDR e c-kit) sejam os métodos atualmente
mais utilizados, tais sistemas tém se mostrado imprecisos, sugerindo a investigagdo e o
desenvolvimento de novos parametros de caracterizagao biologica dessas celulas (Lange e
cols., 1999; Ziegler e cols., 1999; Dorrel e cols., 2000). Devido a essas dificuldades na
caracterizacdo, bem como a complexidade das células tronco hematopoéticas, fontes
alternativas de modelos do sistema hematopoético tém sido utilizadas na tentativa de
obtenc¢ao de maiores detalhes sobre a biologia dessas células. Diversas linhagens celulares
hematopoéticas estabelecidas em laboratorio sdo rotineiramente usadas como modelos de
hematopoese, visando a caracterizagdo dos processos de expansdo e diferenciagdo celular,
ou como pardmetros na padronizagio de métodos de transferéncia génica e na avaliagdo
da eficiéncia de vetores (Grande e cols., 1999; Ramezani e cols., 2000; Teixeira e cols.,
2001).

A regulacdo da hematopoese ¢ um processo extremamente complexo, envolvendo
interacoes entre diversos componentes celulares. Entre os fatores que regulam a
proliferacdo, diferenciagdo e manutengdo das diversas linhagens hematopoéticas
encontramos células ndo-moveis do estroma hematopoético (fibroblastos, macrofagos,
adipocitos, células reticulares e endoteliais), matriz extracelular e fatores soluveis
(glicoproteinas como citocinas e fatores de crescimento). Esstes elementos, combinados,
sio conhecidos como microambiente hematopoético, que além da regulagdo da
hematopoese também fornece o suporte fisico estrutural para que essa ocorra. Um niumero
grande de citocinas € envolvido no processo de hematopoese (como Interleucinas, Stem
Cell Factor, Colony Stimulating Factors, Eritropoetina ¢ Trombopoetina), e as interagdes
de células estromais entre si e com celulas hematopoéticas podem ocorrer tanto atraves
desses fatores solaveis quanto através de contato entre moleculas de adesdo e proteinas de
superficie (Whetton e Graham, 1999). Conexdes celulares do tipo gap junctions possuem
também fun¢do importante no suporte a hematopoese (Cancelas e cols., 2000).

As células tronco hematopoéticas s3o, juntamente com os demais componentes

celulares do sistema hematopoético, alvos promissores para terapia génica. A capacidade
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de auto-renovagdo e diferenciagio em outras linhagens contribui para esse fato.
Entretanto, a dificuldade na caracterizacdo desse tipo celular envolve o estabelecimento
de técnicas de transferéncia génica para linhagens hematopoéticas em geral, com o
objetivo de aperfeicoar os protocolos de terapia génica para alvos desse tipo. A
transferéncia génica para uma célula tronco desse sistema promove a modificagdo do
repertorio génico e consequente perpetuagdo do transgene por toda a sua progénie
(Miyoshi e cols., 1999). As HSCs sio ainda facilmente purificadas a partir de diversas
fontes no organismo (Huss, 2000) e manipuladas ex vivo, sendo possivel o reimplante no
paciente através de transplantes autologos, ja que essas possuem mecanismos de homing
para sitios de hematopoese (Whetton e Graham, 1999). Estudos mostram que a reinfusio
de células tronco hematopoéticas € capaz de reconstituir totalmente as fungdes San.guinés
em modelos animais imunodepletados, com diferenciagio efetiva nas diversas linhagens
hematopoéticas (Bhatia e cols.,, 1998; Lange e cols., 1999). Uma outra vantagem na
transferéncia génica em células hematopoéticas € que essas possuem uma distribuigdo por
praticamente todo o organismo, possibilitando a dispersdo de células que funcionem como
veiculos carreadores de genes. Muitas doengas, tanto hereditarias quanto adquiridas, tém
sido alvos de estratégias terapéuticas envolvendo o sistema hematopoético, como
hemoglobinopatias, sindromes de imunodeficiéncia, distrofia muscular de Duchenne,
artrite reumatoide, hemofilias, doencas de acimulo lisossomal (entre as hereditarias) e
AIDS, cincer e outras doengas infecciosas (entre as adquiridas), mostrando que o uso
dessas células nfo estd restrito ao tratamento de disturbios hematologicos. A ampla
distribui¢do do sangue pelas mais diversos tecidos do organismo permite que essas células
sejam utilizadas no tratamento de patologias variadas (Baum e cols., 1997, Kohn, 1997,
Asahara e cols., 2000). Entretanto, certas limitagdes na manipulagdo das células tronco
hematopoéticas e outras linhagens desse sistema ainda s3o um problema no
desenvolvimento de protocolos clinicos utiizando essas cé€lulas. A manutencdo ¢
expansio de HSCs em cultura durante periodos prolongados geralmente levam a uma
diferenciacdio das células precursoras e perda de sua capacidade de hematopoese (Bathia e
cols., 1998; Tisdale e cols., 1998; Dorrel e cols., 2000). Estudos que permitam um melhor
conhecimento da biologia dessas células sdo muito importantes, bem como o
desenvolvimento de novos protocolos que permitam uma melhor sobrevivéncia e
expansio de progenitores hematopoéticos em cultura (Audet e cols., 1998; Hoffman,
1999). Inameros relatos descrevem a transdugdo eficiente de células hematopoéticas

utilizando vetores retrovirais, mostrando que esses apresentam uma alternativa promissora
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na transferéncia génica para esse tipo de célula. Além disso, a expressdo do transgene foi
acompanhada e verificada na progénie destas células, mostrando que a inser¢ao viral ndo
ocasiona perda ou alteracdo da fung¢do hematopoética (Case e cols., 1999; Miyoshi e cols.,
1999; An e cols., 2000).

O estroma hematopoético tem recentemente despertado atengdo no meio cientifico
por possuir caracteristicas que o tornam um alvo muito interessante em experimentos de
transferéncia génica. Uma delas é a importante fun¢io na regulacdo da manutengdo da
hematopoese, onde a manipulagdo genética desse tecido pode ser util no tratamento de
disfungdes  hematopoéticas  possivelmente  relacionadas a  anormalidades no
compartimento estromal (Nardi e Alfonso, 1999). Uma outra caracteristica do estroma €
apresentar um tipo celular com capacidade de diferenciagdo em diversos outras linhagens
de origem mesenquimal. Essa célula fo1 descrita recentemente na literatura, e ¢ conhecida
como célula tronco mesenquimal (MSC, Mesenchymal Stem Cell), possuindo capacidade
de proliferagido extensiva e diferencia¢do in vifro em osteoblastos, condrocitos, adipocitos,
mioblastos e cardimioblastos, além de neurdnios e células da micro e macroglia (Huss,
2000). Muraglia e colaboradores (2000) sugeriram que a capacidade de diferenciagdo
clonal das MSCs obedece um modelo hierarquico similiar ao encontrado no sistema
hematopoético, com comprometimento progressivo nas diversas linhagens derivadas e
consequente perda da capacidade de diferenciagdo. Pouco se sabe a respeito da regulagao
da diferenciacio das células tronco mesenquimais no organismo, mas acredita-se que essa
ocorra em resposta a fatores soliveis, de origem p;otéica e hormonal. Em cultura, a
adi¢ao de compostos quimicos acarreta a diferenciagdo fenotipica e expressio de
proteinas especificas de determinadas linhagens mesenquimais, caracterizando a
diferenciagao (Pittenger e cols., 1999).

A caracterizagdo da célula tronco mesenquimal €, a exemplo da sua equivalente
hematopoética, ainda bastante dificil, e baseada principalmente na capacidade funcional
de diferenciagdo em multiplas linhagens e proliferagdo. Inimeros protocolos vém sendo
descritos na tentativa de purificagdo dessas células, baseados principalmente no
isolamento da fragdo aderente a plastico do estroma de medula 6ssea (Colter e cols., 2000;
Huss e cols.,, 2000), permitindo a obten¢@o de fragdes enriquecidas de MSCs. Essas
fracdes podem ser manipuladas ex vivo e administradas a pacientes, pois apresentam a
capacidade de Aoming e estabilizagdo em diversos locais do organismo, inclusive medula
ossea (Cilloni e cols., 2000), bago (Fan e cols., 2001) e sistema nervoso central (Kopen e

cols., 1999). As células tronco mesenquimais tém sido exploradas como veiculo de
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transferéncia génica principalmente por suas capacidades de reconstituicdo de tecidos e
transferéncia do gene exdgeno para a sua progénie. Além disso, podem garantir a
produgio local de proteinas exdgenas e mesmo substituir a fungdo de genes responsaveis
por defeitos em proteinas circulantes. Ensaios para a corregdo de doencas como hemofilia
B e osteogenesis imperfecta severa, através da introdugdo dos genes do fator IX e
colageno tipo 1, respectivamente, foram descritos utilizando técnicas de transferéncia
génica para células tronco mesenquimais (Cherington e cols., 1998; Horwitz e cols,
2001). Essas células ja foram eficientemente transduzidas utilizando vetores adenovirais
(Conget e Minguell, 2000) e retrovirais (Kitano e cols., 2000), sendo que a transferéncia
génica nio causa alteragdes na capacidade proliferativa e de diferenciagio das MSCs. A
transdugiio estavel de células tronco mesenquimais ja foi também descrita por Lee e
colaboradores (2001), através da utilizagdo de um vetor baseado no MMLV. A expressdo
do transgene foi acompanhada durante varios meses, e a proteina codificada pelo gene
exogeno foi detectada na progénie das células tronco transduzidas, em cultura e apos
administragio por diversas vias, indicando que a expressdo do transgene ¢ mantida
durante a expansio e diferenciagdo. Esses resultados ilustram o potencial clinico na
aplicagio das MSCs como veiculos celulares para transferéncia génica sistémica,
inclusive para tecidos onde a utilizagio de células hematopocticas geneticamente
modificadas ndo ¢ possivel, como sistema nervoso central. A capacidade de ultrapassar a
barreira hemato-encefalica e diferenciagio em diferentes tipos celulares neurais, como
neurdnios, microglia e astroglia permitem aplicagdes como reestabelecimento de fungdo
enzimatica por adicio génica no sistema nervoso central (em individuos afetados por
determinados erros inatos do metabolismo) e reposigdo celular em doengas
neurodegenerativas como Parkinson e Ahlzeimer (Kopen e cols., 1999; Mezey e cols,,

2000).
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OBJETIVOS

A utilizacdo de lentivirus de n3o primatas em estudos de transferéncia génica
propicia um inestimavel instrumento na tentativa de estabelecer protocolos de terapia
génica eficazes e seguros. Para isso, sdo necessarios o desenvolvimento e o
aperfeicoamento de vetores com grande capacidade de transdugdo das células alvo e com
suficiéncia na expressio do transgene. Visando contribuir para uma melhor compreensio

dos processos envolvidos na transferéncia génica, foram propostos os seguintes objetivos:

1) Estabelecimento da técnica de utilizagdo de vetores lentivirais baseados no Virus da
Imunodeficiéncia Felina, visando a transdugdo de diversos alvos celulares de maneira
sestavel, com otimizagdo das condigdes de producio do vetor e padronizagdo da
metodologia de transferéncia génica em células hematopoéticas e estromais, alem da

avalia¢ao da eficiéncia obtida nos ensaios e dos niveis de produgao do transgene;

2) Monitoramento da expressdo do gene repoOrter durante a proliferacdo e expansdo

celular, bem como a mensuracgéo da toxicidade inerente ao processo;

3) Acompanhamento do surgimento de formas mutantes recombinantes do virus, para

avaliacao da seguranca na utilizagdo deste vetor.
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MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, foram realizados experimentos de produgio de um vetor lentiviral
baseado no Virus da Imunodeficiéncia Felina, através da técnica de transfecgio transiente
de células empacotadoras com plasmideos para a produgdo desses vetores. A transfecgdo
foi feita através do método da coprecipitacio do DNA com fosfato de calcio. Os vetores
produzidos por esse método foram utilizados na transferéncia de um transgene para varios
tipos celulares, e a expressdao da proteina exogena foi avaliada por diversos métodos.
Neste trabalho, diferentes modelos celulares foram utilizados. A manipulagdo das
linhagens hematopoéticas K562 e Daudi teve como objetivo a andlise de dados referentes
a expressdo do gene exdgeno de manerra estavel e a suscetibilidade dessas culturas aos
métodos de transferéncia génica aplicados. Dessa forma, as informacgdes obtidas com
esses modelos podem fornecer suporte em futuros estudos utilizando celulas tronco
hematopoéticas. A utilizagdo de culturas de estroma hematopoético como alvo para
transferéncia génica justifica-se "pela presenga, nesses cultivos, de células tronco
mesenquimais, cuja transformagdo genética pode ocorrer simultaneamente aos demais
componentes do estroma. Assim, a transdugdo do estroma total pode ser capaz de alterar
algumas células multipotenciais, e essas serem posteriormente purificadas e testadas
quanto a capacidade proliferativa, de diferenciacdo e manutengdo da expressdo do

transgene na progénie celular.

Cultura de células

As células da linhagem 293T (cedidas por Carolina Marchetto, Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil) foram cultivadas em
meio DMEM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), solugdo antibiotica-antimicoOtica na
concentragdo recomendada pelo fabricante (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA) e 2 mM
de L-glutamina (Gibco) O cultivo foi realizado em garrafas de 80 cm” (Nalge Nunc Int,
Roskilde, Dinamarca). As linhagens hematopoiéticas Daudi (células linfoblastoides
humanas isoladas de um paciente com linfoma de Burkitt) e K562 (linhagem mieloide
eritrocitaria derivada de paciente com leucemia mieloide cronica em crise blastica) foram
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e mantidas em

meio RPMI-1640 (Sigma) sem vermelho de fenol, ja que a presenga desse indicador pode
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interferir na detecgdo da GFP (Billinton e Knight, 203‘“.1)_ Esse meio foi suplementado com
10% de soro fetal bovino (Cultilab) e solugdo antibidtica-antimicotica nas condigdes ja
citadas, em placas de cultura de 6 pocos (TPP, Trasadingen, Sui¢a). Todas as linhagens
foram mantidas em estufa a 37° C, com atmosfera de 5% de CO,, com duas passagens por

semana. No repique da linhagem 293T as células eram lavadas com PB e tratadas com

tripsina (Cultilab) por no maximo 30 segundos. = A8

\

Para obtengdo de estroma, células de medula Ossea de camundongos foram coletas
através da injecdo de Solugio Salina Balanceada de Hank (Sigma) na cavidade medular
do fémur e da tibia de camundongos adultos da linhagem BALB/c. As células assim
extraidas foram recuperadas por centrifugagdo a 400 g por 5 minutos e suspensas em meio
de cultura IMDM (Sigma), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e
solugdo antibiotica-antimicotica (Gibco), como descrito anteriormente. As células foram
cultivadas em placas de cultura de 6 pogos (TPP) sobre laminula de microscopia, em
concentragdes que variavam de 2 x 10° ate 5 x 10° células por mL. Apos 4 horas de
cultura a 37° C em atmosfera de 5% de CO,, foi retirada a fragao n2o aderente (composta
principalmente de células de origem hematopoética) e adigdo de meio de cultura fresco. A
fragio aderente da medula Ossea (composta por células de origem mesenquimal,
hematopoiética e endotelial) foi mantida em cultura em condigdes idénticas as demais
linhagens, visando a proliferacdo e expansdo do tapete celular. Repiques foram realizados
nas culturas primarias de estroma quando essas atingiam confluéncia total (tempo em
torno de 15 a 20 dias), através de adig@o de 1 mL de tripsina (Cultilab) por pogo e
incuba¢do por 5 minutos, seguida de ressuspensdo vigorosa, lavagem e replaqueamento.
As células assim cultivadas foram utilizadas nos experimentos de transdugdo viral e

produgdo transiente de vetores virais.

Plasmideos de expressdo viral

Os plasmideos utilizados para a produgdo de vetores baseados no FIV foram
 cedidos pela Dra. Flossie Wong-Stall (Lentivector Core Program, UCSD, San Diego, CA,
EUA). Essas construgdes foram desenhadas e publicadas originalmente por Poeschla e
colaboradores (1998a), constituindo a primeira geragdo de vetores baseados no FIV.
Todos os plasmideos baseados no Virus da Imunodeficiéncia Felina foram desenvolvidos
a partir do clone molecular p34TEF10 da cepa Petaluma do FIV, produzido por Olmsted e
colaboradores (1989a). O plasmideo de empacotamento, chamado CFlAenv, €

responsavel pela produgio das proteinas estruturais (entre outras) utilizadas na montagem

v
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dos virions, e foi construido através da clonagem de parte do p34TF10 na regido de
mutiplos sitios de clonagem do plasmideo de expressio pRC/CMV (Invitrogen, San
Diego, CA, EUA). Os elementos constituintes desse construto sdo apresentados na figura
4. A expressio dos produtos dos genes gag, pol, vif e rev € regulada por um promotor
CMV, que substitui a LTR 5’ e cuja jungdo com o genoma viral ocorre a 97 nucleotideos
upstream ao sitio doador de splicing principal. A LTR 37 do FIV foi, da mesma forma,
substituida por um sinal alternativo de poliadenilagdio BGH p(A), pertencente ao gene de
horménio do crescimento bovino. Assim, a seqiiéncia de encapsidagdo ‘¥, bem como o
sitio de ligagdo do primer de tRNA do FIV (FIV PBS), e as regides U3, R ¢ U5 das LTRs
5" e 3’ estio ausentes, caracterizando a falta dos elementos minimos necessarios para a
ocorréncia dos processos de encapsidagdo, transcrigdo reversa e integragdo. O CFlAenv
possui ainda uma dele¢do de 881 nucleotideos do gene env (na jungao das seqiiéncias
codificantes para as glicoproteinas de superficie e transmembrana), que além de causar
alteragiio na fase de leitura retira nucleotideos importantes na codificagao dos produtos
génicos de env, impossibilitando a sintese das glicoproteinas de envelope mas mantendo
intactas as regides de sobreposicio com o gene rev. A expressio do gene ORI2 ndo
ocorre neste sistema pela presenca de um codon prematuro de terminagdo TAG existente
no clone Petaluma, que naturalmente ndo apresenta a expressio da proteina codificada por

esse gene (Talbott e cols., 1989).

CF1Aenv
o ——rev—{1
[AORF2] = BSH pad
TAG A [ FRE A

LTR replaced by hurman Gy ol de!éuf” LTR replaced by
immediate early gene promaoter (intactin CF1) gamate p(a) signal

Figura 4: Esquema do plasmideo de empacotamento CFlAenv (de Poeschla e cols.,
1998a). SD=sitio doador de splicing; TAG=cédon aberrante de terminagao existente no
gene orf2 (também conhecido como orfA); CMV= promotor do citomegalovirus, BGH
p(A)= sinal de poliadenilagdo do hormdnio do crescimento bovino.

O plasmideo vetor utilizado nos experimentos de transferéncia génica ¢ chamado
CTAGCB, e esta ilustrado na figura 5. Nesse construto, a regido U3 da LTR 5’ (onde
estio localizadas as sequiéncias promotoras e ativadoras da transcrigdo) foi substituida

pelo promotor constitutivo CMV, de maneira a manter precisamente a distancia entre o
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TATA Box e os demais elementos da LTR. Assim, a transcrigio nesse plasmideo ¢é
regulada pelo promotor CMV fusionado com a LTR 5’. Essa modificacdo nio altera as
demais fungdes da LTR (como integra¢do ou transcrigdo reversa), que sdo mantidas no
promotor fusionado. As regiGes ndo transcritas downsiream a 5° LTR, bem como o gene
gag, estdo presentes nessa contrugdo por estarem envolvidos no processo de
encapsidac@o. Para evitar a produgdo das proteinas do capsideo pelo plasmideo vetor foi
incluida uma muta¢do em gag, ocasionando alteragdo na fase de leitura da proteina e
surgimento de um codon de terminagdo prematuro. Essa modificacdo evita a sintese de
proteinas do capsideo, mas ndo altera as fungdes de encapsidagdo do gene gag. O cassete
de expressao geénico foi inserido em orientagdo inversa a dos demais elementos virais, e
contém o gene gfp regulado por um promotor CMV e com um sinal de poliadenilagio
proprio para a expressdo da proteina fluorescente. A regido RRE, bem como a LTR 3,
sdo mantidas intactas nessa construgdo, que ndo codifica nenhum gene viral, mas contém
os elementos necessarios nas etapas de encapsidagdo, transporte nuclear do RNA viral,
transcrigdo reversa, integragdo e expressio do gene exdgeno, com a utilizagio das
proteinas produzidas em frans pelo plasmideo de empacotamento em linhagens celulares

adequadas.

CTAGCb

TATAS
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Figura 5: Esquema do plasmideo vetor CTAGCB (de Poeschla e cols., 1998a). 5
SD=sitio doador de splicing; CMV= promotor do citomegalovirus; p(A)= sinal de
poliadenilagao, TATTA=Tata Box; gtp=gene da GFP.

O plasmideo envelope utilizado ¢ chamado de pHCMV-G, e comanda a expressio
da glicoproteina G de envelope do Virus da Estomatite Vesicular, cepa Indiana. A
producdo de VSV-G ¢ regulada pela presenca de um promotor CMV. Todos os
plasmideos utilizados nesse estudo foram amplificados em bactérias DHS5-o. por um
procedimento padrao (Sambrook e cols., 1989) e purificados com a utilizagio de Qiagen
Plasmid Maxi-Prep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), de acordo com as instru¢des do

fabricante.



Producdo do vetor viral

A linhagem de empacotamento 293T foi cotransfectada com os trés plasmideos
descritos acima pelo método da coprecipitagdo com fosfato de calcio, de acordo com
protocolo adaptado de Pear e colaboradores (1993). No dia anterior a transfecgdo, as
células 293T sofreram repique e foram ressuspensas em uma concentragdo de 5 x 10°
células/mL, em garrafas de cultura de 25 cm’. As células encontravam-se com uma
confluéneia de 70-80% no momento da transfecgio, e cuidados foram tomados para evitar
o agrupamento excessivo dessas, condi¢io que diminui a eficiéncia do experimento.
Aproximadamente uma hora antes da transfec¢do, o meio de cultura das células foi
substituido por 5 mL de meio DMEM fresco. Um coquetel de transfecgdo foi preparado,
contendo 20 pg do plasmideo vetor CTAGCB, 15 pg do plasmideo empacotador
CFlAenv, e 15 pg do plasmideo de envelope pHCMV-G, diluidos com agua ate um
volume final de 219 pL. A seguir, adicionou-se lentamente 31 pL de solugdo de cloreto
de calcio 2 M. A solugdo assim preparada foi adicionada lentamente a 250 pL de tampao
HBS 2x (pH 7,05), e a homogeneiza¢do se deu com o auxilio de uma pipeta Pasteur
acoplada a um pipetador automatico, de acordo com o método descrito por Sambrook e
colaboradores (1989). Apds um repouso de 30 minutos a temperatura ambiente (tempo de
formagdo do complexo), o coprecipitado de DNA-calcio foi adicionado a garrafa de
cultivo, sofrendo lenta agitagdo para garantir a distribuigdo regular do complexo por toda
a cultura. As células assim transfectadas retornaram para a cultura nas condigdes ja
descritas, e 16-24 horas depois do procedimento de transfecgdo o meio de cultura foi
substituido. O sobrenadante viral (contendo as particulas a serem utilizadas como vetor)
foi recolhido diariamente, com a primeira coleta 48 horas ap0s a transfecgdo, durante 3 ou
4 dias. Apos a coleta, procedeu-se a centrifugacio \a400jt;?ju filtragio em membrana de
22 um (Sigma), para eliminagdo de células de emﬁ;cotamento contaminantes ou restos
celulares. A seguir, o sobrenadante viral foi acondicionado em criotubos (Criogen, Varzea
Paulista, SP, Brasil) e congelado rapidamente em nitrogénio liquido, onde foi mantido
estocado. As células remanescentes apds a ultima coleta do sobrenadante viral foram
recuperadas e submetidas a analise da eficiéncia da transdugdo por citometria de fluxo,
onde a presenca da proteina GFP (produzida pelo cassete de expressdo do plasmideo vetor

nas células empacotadoras) apresenta um indicativo da eficiéncia total de transfeccao.
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Transducdo das células alvo

O sobrenadante viral a ser utilizado foi rapidamente descongelado a 37° C,
adiconando-se a ele uma solu¢io de brometo de hexadimetrino (BH, Sigma), com
obten¢do de uma concentragdo final de 8 pg/mL dessa substdncia no meio viral. Esse
£omposto pqlicatiénico possui a fungdo de minimizar a repulsdo de cargas existente entre
as proteinés dé m.'emk-)rrana das células-alvo e aquelas existentes no envelope viral,
aumentando a capacidade de interagdo entre ambos os componentes e promovendo uma
maior eficiéncia de transdugio mediada pela fusdo do envelope viral com a membrana
plasmatica das células-alvo (Nolan e cols., 1993). A transdugdo foi realizada, para todos
os alvos utilizados, em placa de cultura de 6 pogos (TPP). Em experimentos de transdugao
de células aderentes (linhagem 293T e células do estroma hematopoetico) foram
adicionados a cultura 800 pL do sobrenadante viral, enquanto que as células nao
aderentes (linhagens hematopoéticas K562 e Jurkatt) foram, no procedimento de
transdugdo, suspensas no mesmo volume de sobrenadante viral a uma concentragao de 5 x
10° células por pogo. A quantidade de sobrenadante utilizada foi suficiente apenas para
cobrir o fundo da placa de cultura, ja que volumes maiores minimizam o contato entre as
particulas virais e as células, em fungdo do movimento browniano e difusao das primeiras
pelo liquido (Reading e cols., 2001). Os controles negativos utilizados na transdugao
foram o meio de cultura DMEM fresco e o sobrenadante de células 293T nao
transfectadas ou transfectadas na auséncia do plasmideo vetor (presenga somente dos
outros componentes do coquetel), todos contendo BH. Em ambos os casos, as células
foram postas em contato com os vetores virais durante 4 ou 16 horas, sendo que apos esse
periodo foram adicionados 2 mL do meio de cultura adequado para cada tipo de cultivo.
As células utilizadas nos ensaios controle das transdugdes foram obtidas da mesma
garrafa de cultura ou extragdo (no caso do estroma) das amostras utilizadas no
experimento, minimizando efeitos relacionados a diferengas nas condigbes de cultivo ou
variacdo entre os animais submetidos a extragdo. A analise da eficiéncia da transdugdo e
expressio da GFP (por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia) foi realizada
apos 48 horas, sendo repetida a cada 2 dias e, apos 10 dias, semanalmente, durante todo o

tempo de manutengdo da cultura.
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Estudo da viabilidade celular e toxicidade
Para avaliacio da toxicidade do tratamento e estudo da viabilidade celular das

amostras da cultura transduzida e controle, foi realizado o ensaio de analise por marcagao
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do DNA com iodeto de propideo (PI). Esse corante possui a propriedade de atravessar
exclusivamente a membrana plasmatica de células mortas (por necrose ou em estagios
terminais de apoptose) e intercalar-se no DNA dessas, apresentando fluorescéncia quando
da incidéncia de luz ultravioleta. Nesse ensaio, as células foram recuperadas por
centrifugagdo a 400 g e uma quantidade total de 10° células foi ressuspensa em 5 uL de
uma solu¢@o 50 ng/mL de P (PharMingen, San Diego, CA, EUA). Apds incubagio por 5
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as amostras foram diluidas com PBS e
submetidas a citometria de fluxo para quantificagio da ocorréncia de morte cehular

decorrente dos tratamentos ou das condigdes de cultura aplicadas.

Andlises por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia

As analises para detecgdo da expressio de GFP e da presenca do iodeto de
propideo foram realizadas de acordo com método adaptado de Teixeira e colaboradores
(2001). Amostras das células transduzidas e controle foram centrifugadas e ressuspensas
em tampdo fosfato salino (PB), sendo a seguir analisadas em um citdmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) equipado com uma limpada de
laser de argdnio de 488 nm para excitagio da proteina reporter e do PI, e com filtro de
banda de 530/30 nm para monitoragio das emissdes fluorescentes. Para cada amostra,
10.000 eventos foram coletados, consistindo em analises de tamanho (FSC, Forward
Scatter) e complexidade (SSC, Side Scatter) celulares. As emissdes fluorescentes foram
detectadas nos canais adequados, com utilizagio de FL-1 para amplificacio do sinal
emitido pela GFP e FL-2 para detecgdo da emissio do iodeto de propideo. As avaliagdes
quantitativas do nimero total de células modificadas, intensidade média de fluorescéncia
¢ apresentacdo de dados estatisticos relevantes foram realizadas com o auxilio do software
CellQuest 3.1f (Beckton Dickinson), utilizado na apresentagao e analise dos dados obtidos
por citometria de fluxo. Os valores de intensidade de fluorecéncia sio relativos, ndo sendo
expressos em umidade definida, e a sensibilidade dos detectores é ajustada para os
controles de cada alvo celular de maneira a possibilitar uma boa definigdo, permanecendo
constante nas demais analises do mesmo tipo celular.

A andlise por microscopia das células produtoras da proteina fluorescente foi
realizada num microscopio Axiophot (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) equipado com
conjunto de filtros para detecgdo de sinal de FITC (FT: 510nm; BP: 450/490nm; LP:
520nm) ou com conjunto de filtros alternativo (FT: 460nm; BP: 395/440nm; LP: 470nm),

em aumentos de 100, 200 e 400 vezes. Nas culturas de estroma, a laminula que serve de
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suporte para o crescimento celular foi retirada e aplicada sobre uma ldmina de
microscopia, enquanto que nas demais linhagens as células foram depositadas sobre esta
ultima e cobertas pela laminula. As imagens foram obtidas utilizando o sistema de registro
MC-3020 N/M (AVT-Horn, Aalen, Alemanha), com tempo de exposicdo automatico e
filme ASA 400.

Titulacdo dos estoques virais

Na quantificagdo do numero de particulas infecciosas por mL de sobrenadante
viral produzido por experimento de transfecgdo utilizou-se o método de diluigao limitante
sugerido por Rovozzo e Burke (1973). Nesse experimento, diversas culturas de células
293T foram preparadas na concentragio de 5 x 10* células/poco em placas de cultura de 6
pogos (TPP) 24 horas antes da transdugdo. No dia do experimento, os estoques virais
sofreram dilui¢des seriais onde a propor¢ao utilizada foi de 1:9 partes de estoque viral e
meio DMEM fresco, respectivamente. Assim, as diluigdes foram realizadas até a
concentragdo de 107 partes do estoque original. Os sobrenadantes diluidos, bem como o
estoque sem diluigdo, foram utilizados para transduzir as células 293T nas condigdes ja
descritas. A expressio de GFP nas culturas, analisada por citometria de fluxo e
microscopia de fluorescéncia, permitiu a determinagdo do titulo viral, expresso em

unidades infecciosas (Ul) por mL de sobrenadante, em células 293T.

Lnsaios de identificagdo de virus auxiliares

Como método de identificagio do surgimento de virus auxiliares por
recombinagio foi utilizado o ensaio de resgate do vetor. Nesse sistema, o sobrenadante da
cultura de células geneticamente alteradas pelo vetor € rastreado, para verificar o
surgimento de variantes virais capazes de replicagdo independente. No experimento, meio
de cultivo retirado das culturas transduzidas 7 dias apos a infecgao viral € colocado em
contato com uma cultura de células 293T ndo exposta previamente ao vetor, na presenga
de brometo de hexadimetrino em uma concentracdo de 8 pg/mL e com condi¢des
identicas as utilizadas nos experimentos de transdugdo. A presenca de wvirus
recombinantes nesse sobrenadante (oriundos de eventos de recombinagio nas células
empacotadoras) ¢ identificada 7 dias depois pela expressdo da GIFP nas cclulas utilizadas
nos ensaios de resgate, com visualizagdo da proteina reporter por microscopia de

fluorescéncia e citometria de fluxo.
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Seguranca

A pesquisa em vetores de transferéncia génica baseados em lentivirus exige grande
atengdo no tocante a seguranca desses sistemas, visto que grande parte dos representantes
desta familia sdo potencialmente patogénicos ao homem. Para experimentos envolvendo
vetores baseados no FIV, exigem-se equipamentos e instalagdes com nivel II de
biosseguranca. O Laboratorio de Imunogenética do Departamento de Genética da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, local onde foram realizados os experimentos,
possui o Certificado de Qualidade em Biosseguranga (0060/98, DOU de 27/09/1999). O
laboratorio foi ainda modificado para cumprir as exigéncias de seguranga deste nivel, com
adequacio de instalagdes e procedimentos para cumprimento das normas indicadas pela
literatura internacional especializada (CDC, 1999). Além disso, todos os protocolos
exigidos para manutengdo deste nivel de biosseguranca foram plenamente observados no
decorrer do trabalho. Cuidados especiais foram tomados no descarte, limpeza e
desinfecgdo de equipamentos e descartaveis, com cuidados com potenciais fontes de
contamina¢do. Uma sala de manipulagdo exclusiva pra manipulagdo viral foi utilizada,
contendo equipamentos de seguranga como sistema de descarte fechado VacuGene Pump
(Pharmacia LKB, Peapack, NJ, EUA) e cabina de fluxo laminar tipo 2 (Trox do Brasil
LTDA, Curitiba, PR, Brasil).



RESULTADOS

Producao do vetor lentiviral

Os vetores virais foram preparados através de transfeccio transiente de células
empacotadoras 293T. Essa ¢ uma linhagem endotelial de rim embrionario humano,
imortalizada com a proteina El de adenovirus. Além disso, essas células expressam
tambem o grande antigeno T do virus SV40. A 293T foi escolhida como linhagem
empacotadora por possuir certas caracteristicas vantajosas na preparagio de vetores virais.
Em primeiro lugar, a alta eficiéncia de transfeccio pelo método do fosfato de calcio
nessas células permite a sua utilizagdo em experimentos de transfeccdo transiente (Pear e
cols., 1993), possibilitando a obten¢do de titulos virais mais elevados. Além disso, a
presenca do grande antigeno T expresso nessas células pode ser responsavel pelo aumento
na replicagdo dos vetores plasmidiais que contenham a origem de replicacio do SV40,
que ¢ o caso de todos os plasmideos utilizados neste experimento. O promotor CMV
utilizado como elemento regulador da expressdo em todas as construgdes possul uma
atividade bastante aumentada na linhagem 293T, devido principalmente a interagdes com
a proteina E1 adenoviral expressa nessas células, o que propicia ao CMV uma capacidade
de ativagdo da transcrigdo superior nessa linhagem celular, possibilitando a obtengdo de
titulos elevados com esse sistema (Gorman e cols., 1989; Soneoka e cols., 19595),

O sistema de cotransfecgdo de 3 plasmideos foi utilizado por possuir maiores
caracteristicas de seguranca. A cotransfec¢do dos plasmideos empacotador CFlAenv,
plasmideo envelope pHCMV-G e plasmideo vetor CTAGCB foi efetuada pelo método de
coprecipitagdo com fosfato de calcio. Entre os diversos estoques virais produzidos, a
eficiéncia de transfec¢io da linhagem empacotadora apresentou variagdes entre 0 e 72%
do total de celulas eficientemente transfectado, e essas diferencas entre os ensaios podem
estar relacionados a pequenas alteragdes nas condigdes de cultura no momento da
transfeccdo (confluéncia, namero de passagens, etc) ou de variagdes no preparo do
coquetel de transfecgdo (tempo de formagdo do precipitado de DNA-célcio, velocidade na
mistura das solugdes, etc). A quantidade de DNA utilizada na transfec¢io também foi um
fator determinante; varias concentragdes foram testadas, que variavam de 10 e até 50 pg
de cada plasmideo. Concentragdes elevadas de DNA levaram a uma diminui¢do na
capacidade de proliferagdo das células transfectadas, ocasionando um aumento no tempo
total requerido pelas células 293T para atingir a confluéncia. As condicdes ideais

estabelecidas foram utilizadas na maioria dos experimentos e estio descritas na secdo
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anterior. A eficiéncia do método foi medida por citometria de fluxo, com a detecgdo da
proteina GFP nas células empacotadoras transfectadas. A proteina fluorescente foi
expressa a partir do cassete de expressfio contido no plasmideo vetor CTAGCB, e a
quantidade de células produtoras de GFP permitiu a estimativa do nimero total de células
onde o método de transfeccdo foi bem sucedido. A figura 6 mostra uma anilise

representativa, onde a eficiéncia de transfecgdo foi de aproximadamente 50%.
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Figura 6: Analise por citometria de fluxo de linhagem 293T normal (A e B) e transfectada
(C e D). Os graficos A e C sdo construidos em fungio do tamanho (FSC-H) e da
complexidade (SSC-H) celulares. B e D apresentam a intensidade de fluorescéncia (FL-1)
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em funcdo da complexidade celular (SSC-H). Os quadros em B e D mostram uma analise
quantitativa dos eventos pertencentes a regiao R1 (células em azul), definidos como
células cuja fluorescéncia € superior aquela apresentada pelo controle (grafico B),
possivelmente devido a expressio de GFP. Todas as analises de citometria de fluxo deste
trabalho sfo representadas com imagens obtidas com auxilio do Software CellQuest 3.1f,
de acordo com apresentagdo padrdo do programa. Os valores de interesse na analise sdo a
intensidade de fluorescéncia média (X Mean), e a estimativa do numero de células da
regido R1 cuja fluorescéncia ultrapassou o limiar considerado normal para essa linhagem
em numeros absolutos (Events) e percentuais (2eGated).

Na figura 6A temos uma representagdo das células 293T controle, em um grafico
onde esta indicado o tamanho celular relativo (FSC) em fungio da complexidade celular
relativa (SSC). Na figura 6B, temos a indicag¢ao da intensidade de fluorescéncia (FL1) no
eixo das abcissas. Ambas representam a analise de uma amostra de células da linhagem
293T nao transfectada, indicando as caracteristicas celulares normais ¢ a intensidade
padrdo de fluorescéncia. O grafico 6A apresenta também a delimitagio de uma regido
(denominada R1, identificada pela cor azul dos pontos no grafico), onde a presenca de um
evento particular deve ser interpretada como a ocorréncia de uma estrutura celular com
caracteriticas morfologicas correspondente aquelas normalmente encontrada nas células
da linhagem 293T. Na tabela 6B, a intensidade média de fluorescéncia encontrada foi
considerada padrdo para essa linhagem. Quando examinadas as figuras 6C e 6D, que
expressam os dados obtidos em uma amostra da mesma linhagem celular apos
cotransfec¢do pelos 3 plasmideos citados, observa-se pouca alteragdo das caracteristicas
celulares de tamanho e complexidade celular em relacdo a 6A, embora o aumento da
ocorréncia de eventos pertencentes a regiao R1 com deslocamento para valores superiores
de fluorescéncia exibida na figura 6D seja evidéncia da expressdo da GFP em células que
foram eficazmente transfectadas. A intensidade média de fluorecéncia (X Mean,
representada nas tabelas das respectivas figuras) ¢ superior na cultura submetida a
introdu¢do dos plasmideos, quando comparada com a amostra controle (443 contra 72
unidades, respectivamente), possivelmente devido a presenga da proteina reporter
fluorescente em uma fra¢ao das células examinadas. Em uma analise quantitativa, vemos
que nesse experimento o numero de células na regido R1 foi de 54,8% do total, o que
caracteriza um total de células transfectadas pelo plasmideo CTAGCB de
aproximadamente 50%. Assim, a analise por citometria de fluxo permite a estimativa
rapida e simples da eficiéncia total de transfeccdio, de maneira indireta através da

avaliacdo da produg@o de proteina fluorescente GFP nas culturas transfectadas, e fornece
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um indicativo do nimero de células produtoras dos vetores virais naquele ensaio
especifico.

Na preparagio de estoques virais onde a eficiéncia de transfeccdo foi reduzida
(menor que 20%), ndo foi possivel observar a produg¢iio de particulas infeciosas nos
ensaios de transduc@o. Esse dado vai ao encontro de citagdes na literatura que associam a
quantidade de particulas infecciosas produzidas a fatores diversos, entre eles a eficiéncia
de transfeccdo obtida na produgdo de vetores virais pelo método de cotransfecgio
transiente (Soneoka e cols., 1995).

A coleta do sobrenadante contendo as particulas virais foi realizada durante 3 ou 4
dias apos o procedimento de transfec¢do. Apos esse periodo observou-se uma diminui¢do
no numero de células da linhagem 293T em cultura, devida principalmente ao
desprendimento do tapete celular e excessiva morte de células. Esse efeito provavelmente
deve-se a toxicidade elevada da proteina VSV-G, que possui propriedades fusogénicas e é
capaz de induzir a ocorréncia de efeito citopatico em culturas de células humanas. A
expressdo dessa proteina de envelope foi, provavelmente, o fator determinante na morte
significativa das células empacotadoras apds o experimento de transfec¢do, e a
dificuldade do estabelecimento de linhagens celulares que expressem VSV-G de forma
constitutiva €, pela toxicidade da proteina, um dos motivos que aumenta a importancia de
procedimentos de produgdo de vetores virais por transfecgdo transiente (Chen e cols.,
1996; Ory e cols., 1996).

A quantificagdo do titulo viral for feita através de diluigdo limitante do virus, e
transdugdo de celulas da linhagem 293T com os estoques diluidos. Entretanto, a
dificuldade na avaliacio dos dados obtidos por citometria de fluxo ndo permitiu a
determinagdo exata dos titulos resultantes de cada experimento de transfeccdo. A
quantificagdo for impossibilitada, principalmente, pela dificuldade na identificacdo
inequivoca das células que expressam a GFP quando essas se encontram em pequeno
numero, o que ocorre em experimentos de transdugido com estoques diluidos. Para superar
essa limitagdo, 3 estoques foram analisados por microscopia de fluorescéncia de células
expostas ao vetor em diluicdes sucessivas nio superiores a 10%. Em duas dessas
preparagdes foi possivel a visualizagdo de c€lulas que apresentavam a expressdo de GEP
mesmo nas maiores diluigdes testadas, mostrando que o titulo de pelo menos dois
estoques virais foi superior a 10" particulas infecciosas/mL. No terceiro estoque nio foi

possivel a detecg@o de aumento na fluorescéncia celular.
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Transferéncia génica de células mediada por vetores virais baseados no FIV

A habilidade de infecgdo de diversos tipos celulares in vifro, bem como a
capacidade de introducfo de genes exogenos e expressdo dos produtos desses trangenes
nas culturas geneticamente alteradas foi avaliada com a utilizagdo de vetores lentivirais
baseados no FIV. Exceto quando indicado, a técnica de microscopia de fluorescéncia foi
realizada utilizando o conjunto de filtros padrdo de FITC. As multiplicidades de infec¢o
(MOI, referente a razdo entre o numero de particulas infeciosas ¢ a quantidade de células
alvo presente no ensaio) utilizadas em cada experimento ndo foram indicadas devido a
impossibilidade de determinac@o do titulo viral. No entanto, com base nos dados obtidos
com a titulagio (que indicam a produgdo de vetores com titulos ndo inferiores a 10°
Ul/mL) e a partir de informagdes bibliograficas (que indicam que a maioria dos
experimentos de produgdo de vetores lentivirais baseados no FIV por transfecgido
transiente produz vetores com um titulo superior a 10° Ul/mL), temos indicios para
acreditar que a multiplicidade de infecgdo usada nesses experimentos nao foi inferior a 0,1
(Poeschla e cols., 1998a; Johnston, 1999). As amostras controle citadas nessa segdo
referem-se a células ndo expostas ao virus, onde o sobrenadante viral foi substituido por
meio de cultura DMEM fresco contendo 8 ng/mL de brometo de hexadimetrino. Os dados
referentes aos demais controles citados na se¢do Material e Métodos (sobrenadante de
células 293T ndo transfectada ou transfectada sem a presengdo do plasmideo vetor
CTAGCB) ndo diferem significativamente dos apresentados a seguir. Ndo foram
igualmente observadas diferengas no tempo de exposi¢do das celulas alvo ao vetor, sendo
a eficiéncia de transducdo similar com 4 ou 16 horas de contato entre a cultura e o virus.

Os dados serdo descritos a seguir, para as diferentes linhagens celulares analisadas.

Transdugdio de células 29371 e expressdo da proteina GFP

As células 293T foram utilizadas nos procedimentos de titulacdo wviral, e a
transducdo dessa linhagem foi realizada com o objetivo de analisar a presenga de vetores
virais infeciosos nas diferentes preparagdes virals produzidas, atraves da transferéncia
produtiva do gene da GFP. Assim, cada estoque viral pode ser avaliado quanto a presenga
de vetores virais funcionais, e a eficiente transferéncia génica para células dessa linhagem
permitiu a confirmagdo da produgdo de particulas virais infecciosas pelas culturas
empacotadoras. Na trandsugdo de 293T, a visualizagdo da expressdo da GFP foi efetuada
48 horas apos o procedimento de infecgdo pelo vetor. A figura 7 apresenta as imagens

relativas a analise por microscopia de contraste de fase e por microscopia de fluorescéncia
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Figura 7: Imagens de microscopia de contraste de fase (metade superior ou esquerda) e
microscopia de fluorescéncia (metade inferior ou direita) com utilizagdo dos filtros padrio
(A, B, C ¢ E) e filtros alternativos (D) das células 293T. As imagens A e B representam
amostras controle ndio transduzidas, enquanto as demais correspondem as culturas
expostas ao vetor. Todas as gravuras apresentam os mesmos campos analisados pelas
duas técnicas de microscopia utilizadas, exceto E, que mostra unicamente a microscopia
de fluorescéncia. As fotos sdo apresentadas em um aumento de 400x, com excegdo de E,
cuja magnitude original é ampliada 200x.



36

de células da linhagem 293T, que evidenciam estruturas celulares com um nivel de
fluorescéncia basal reduzido ou nulo, nas amostras controle (7A e 7B). A ocorréncia de
corpos esféricos nucleares apresentando um nivel de fluorescéncia levemente superior é
visivel, e consiste presumivelmente no nucléolo. Quando comparadas com as culturas
transduzidas (apresentadas em 7C, 7D e 7E), as ultimas apresentam um nivel de
fluorescéncia muito superior as amostras controle, evidenciando a expressdo da proteina
fluorescente nas células expostas ao vetor. Ndo foi possivel observar alteragdes nas
demais caracteristicas celulares, como verificado pela microscopia de contraste de fase. A
distribuicdo da proteina GFP foi visualizada no nucleo e no citoplasma, embora analises
realizadas com o conjunto alternativo de filtros de detec¢do (7E) permitam a observagio
de uma concentragio da proteina GFP em regides no nucleo ou proximo a ele, bem como
em estruturas celulares com formato granular. Nas células controle, mesmo a utilizagio
dos filtros alternativos ndo foi suficiente para a visualizagdo de areas com elevada
fluorescéncia (dados ndo mostrados), sugerindo que o aumento dessa ¢ devido a producdo

da proteina reporter codificada nas células transformadas pela transdugio viral.

Transdugdo de linhagens hematopoéticas K562 e Daudi

No estabelecimento de modelos para transferéncia génica mediada pelo FIV para
células hematopoéticas, as linhagens K562 e Daudi foram utilizadas para avaliar a
possibilidade de emprego de vetores de primeira geragio baseados no FIV na modificagio
genetica de alvos celulares com origem no sangue. Dessa forma, a transducdo dessas duas
linhagens (uma de origem mieldide e a outra linfoide) permite coletar dados referentes as
caracteristicas desse sistema como eficiéncia de transformacfo, nivel de producdo da
proteina exogena e manutengdo da expressdo do transgene.

A transducdo estavel de ambas linhagens hematopoéticas foi observada 4 dias apos
exposi¢ao das culturas aos vetores lentivirais, identificada pelo aumento na intensidade
média de fluorescéncia das células que receberam o virus. Ao contrario da linhagem
293T, onde a expressdao da GFP pode ser detectada 48 horas apOs a transferéncia, as
linhagens hematopoéticas apresentaram um retardo na produgdo de quantidades
significativas da proteina reporter, podendo ser detectadas somente 4 dias apos a
exposigdo ao vetor . Os dados de citometria de fluxo apresentados nas figuras 8 e 9
referem-se a uma analise representativa de células K562 controle e transduzida, 4 dias

apos a transdugdo viral.
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Figura 8: Andlise por citometria de fluxo de linhagem hematopoética K562 normal,
utilizada como controle da transducdo. O grafico A é construido em fungfio do tamanho
(FSC-H) e da complexidade (SSC-H) celulares, e mostra a delimitagio da regifio Rl
(células em azul) que representa as células vidveis conforme visualizado pela marcagio
com PI e leitura da fluorescéncia no canal FL-2 (grafico B). C apresenta a distribuicio dos
eventos pertencentes a R1 quanto a intensidade basal de fluorescéncia (FL-1). A anélise
quantitativa esta especificada no quadro em 8C. Os valores de interesse na andlise sfo a
intensidade de fluorescéncia média (Mean), o desvio padrdo dessa medida (SD) e o
namero de eventos contidos em R1, em valores absolutos (Events) e percentuais (% Total).
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Figura 9: Analise por citometria de fluxo de linhagem hematopoética K562 transduzida
pelos vetores lentivirais. O grafico A é construido em fungfio do tamanho (FSC-H) e da
complexidade (SSC-H) celulares, e mostra a delimitagdo da regifio R1 (células em azul)
que representa as células vidveis conforme visualizado pela marcagéo com PI e leitura da
fluorescéncia no canal FL-2 (grafico B). C apresenta a distribuicio dos eventos
pertencentes a R1 quanto & intensidade de fluorescéncia (FL-1), possivelmente
relacionada a presenga da GFP. A andlise quantitativa esta especificada no quadro em 9C.
Os valores de interesse na analise s&o a intensidade de fluorescéncia média (Mean), o
desvio padriio dessa medida (SD) e o nimero de eventos contidos em R1, em valores
absolutos (Events) e percentuais (%7otal).
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Na figura 8A observa-se uma populagio bem delimitada de células, com
distribuigdo regular e caracteristicas semelhantes, geralmente encontradas em analises de
citometria de fluxo de linhagens celulares contendo um unico tipo celular. As células
distribuidas na nuvem principal de eventos foram consideradas células normais da
linhagem K562 e marcadas como integrantes da regido R1 (em azul). A figura 8C mostra
a intensidade de fluorescéncia como fungdo do nimero de células registrado para cada
valor particular dos eventos pertencentes unicamente a R1. De acordo com o quadro
apresentado, observa-se que a intensidade média de fluorescéncia dessa populagdo
controle foi de 4,55 com desvio padrdo de 3,25. A figura 8B apresenta informagoes
referentes a fluorescéncia induzida pela presenga do iodeto de propideo em células
mortas, Os valores encontrados em 8B foram considerados padrio para uma cultura ndo
transduzida, servindo de parametro para comparagdo com as culturas expostas ao virus. E
possivel descrever uma correlagdo razoavelmente elevada entre a viabilidade celular
(figura 8B) e a caracterizagio morfologica (figura 8A), mostrando que fragdes elevadas
dos eventos que compde a regido R1 podem ser caracterizadas como células vivas.

A figura 9 apresenta analise similar realizada com uma cultura da linhagem K562
transduzida com vetores lentivirais, 4 dias apos o procedimento de transferéncia génica. E
possivel observar um aumento claro na intensidade de fluorescéncia das celulas
transduzidas, através de analise da figura 9C, onde o deslocamento da curva na direc@o de
valores aumentados de FL-1 é um indicio da presenca da proteina GFP expressa nessas
células. A média de fluorescéncia das células pertencentes a R1 apresenta valor de 8,98,
equivalente ao dobro do registrado na amostra controle. A pequena variagdo da
fluorescéncia média fornece indicios da quantidade de expressdo da proteina reporter, que
parece ter sido baixa nessas células. A quantidade de GFP expressa nessas c€lulas
permaneceu constante (valores entre 1,8 e 2,4 vezes superiores aos encontrados nos
controles) durante todo o tempo de manutengio das culturas, que atingiu periodos de até
48 dias. O deslocamento da curva como um todo sugere que a eficiéncia do procedimento
atingiu valores proximos a 100%, com transdugdo de praticamente todas as células em
cultura. Valores elevados de eficiéncia puderam ser verificados em quase todos os
experimentos testados, embora alguns estoques produzidos possuissem uma redugdo nessa
capacidade, provavelmente devido ao titulo viral inferior. Analises por citometria de fluxo
das culturas tratadas com o virus apresentaram valores de intensidade de fluorescéncia e
eficiéncia de transducdo com poucas variagdes no decorrer da expansao e manutengao das

culturas, nos periodos analisados (chegando a atingir 48 dias). Na figura 9B observa-se
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que a toxicidade referente ao processo € negligenciavel, no periodo de 4 dias apos a
transdugdo. Entretanto, culturas com tempo de manutengio elevado (mais de 3 semanas)
apresentaram ocorréncia superior de morte celular, que atingiu valores de até 50% dos
eventos pertencentes a R1 (dados nao mostrados). Também ¢é digno de nota o fato de néo
haver alteragdes significativas nas caracteristicas morfologicas de tamanho e
complexidade celular entre culturas transduzidas em relagdo aos controles, conforme
observado na comparacao entre as gravuras 8A e 9A,

Resultados bastante semelhantes foram registrados na transdugdo da linhagem
celular Daudi, que apresentou valores de eficiéncia de transduc@o, nivel de expressio do
transgene e manutencdo da produgdo da proteina semelhantes aos da linhagem K562. A
figura 10 apresenta os dados de citometria de fluxo referentes a linhagem Daudi ndo
expostas aos vetores virals. Em uma variagdo da andlise realizada para a linhagem K562,
na linhagem Daudi o parametro utilizado na classificagdo das células foi a viabiliade
celular, conforme observado na figura 10B. As células com baixos niveis de fluorescéncia
induzida pelo 10deto de propideo foram consideradas vivas e classificadas como a fragao
de celulas pertencente a R1. As andlises de intensidade de fluorescéncia, tanto para as
culturas controle quanto para as tratadas com virus, incluem somente as células
pertencentes a essa fragdo. Observa-se que, mesmo com essa variagdo na analise, a
correlag@o entre celulas vivas (R1, em azul) e aquelas que compdes a nuvem principal de
eventos da figura 10A ¢ elevada, mostrando que as células com caracteristicas
morfologicas (tamanho e complexidade celular) bem definidas sdo, em sua maioria,
células viaveis.

O exame da figura 11, que consiste de uma anélise por citometria de fluxo de uma
amostra da linhagem Daudi transduzida com os vetores descritos nesse trabalho, permite
verificar um aumento da intensidade meédia de fluorescéncia (visualizada na comparagio
entre as figuras 10C e 11C). De acordo com os valores descritos nos quadros dessas
figuras, podemos identificar um aumento de 2x no nivel da fluorescéncia (15,86+12 65,
contra 31,88+419,29, respectivamente) do experimento em relagdo ao controle, similar ao

descrito para a linhagem K562.
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Figura 10: Anéilise por citometria de fluxo de linhagem hematopoética Daudi normal,
utilizada como controle da transdug@o.O grafico A é construido em fungdo do tamanho
(FSC-H) e da complexidade (SSC-H) celulares. C apresenta a distribui¢do dos eventos
pertencentes a R1 quanto a intensidade basal de fluorescéncia (FL-1), representando as
células vidveis. A analise quantitativa esta especificada no quadro em 10C, Os valores de
interesse na andlise sfio a intensidade de fluorescéncia média (Mean), o desvio padrio
dessa medida (SD) e o nimero de eventos contidos em R1, em valores absolutos (Evenis)
e percentuais (%7ofal). B mostra a viabilidade celular e a delimitagdo da regifo RI,
conforme visualizado pela marcagio com Pl e leitura da fluorescéncia no canal FL-2.
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Figura 11: Analise por citometria de fluxo de linhagem hematopoética Daudi transduzida
pelos vetores lentivirais.O grafico A é construido em fungfo do tamanho (FSC-H) e da
complexidade (SSC-H) celulares. B mostra a viabilidade celular e a delimitaggio da regido
R1, conforme visualizado pela marcacdo com PI e leitura da fluorescéncia no canal FL-2,
C apresenta a distribuicdo dos eventos pertencentes a R1 quanto & intensidade de
fluorescéncia (FL-1), cujo aumento pode ser reflexo da presenga de GFP. A analise
quantitativa esta especificada no quadro em 10C. Os valores de interesse na andlise sdo a
intensidade de fluorescéncia média (Mean), o desvio padrio dessa medida (SD) e o
numero de eventos contidos em R1, em valores absolutos (Events) e percentuais (%7otal).
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Comparando as figuras 10 e 11 € possivel, igualmente, sugerir que a eficiéncia de
transdugdo foi elevada, indicando habilidade dos vetores baseados no FIV de infec¢do de
linhagens hematopoéticas de origem tanto linfoide quanto mieldide. Alteragdo genética de
células mieloides com esse mesmo sistema ja foi previamente comprovada, pois Poeschla
e colaboradores (1998a) ja haviam eficientemente transduzido culturas primarias de
macrofagos, corroborando os dados descritos nesse trabalho. O tratamento da linhagem
Daudi com o virus mostrou uma toxicidade elevada, quando comparada com células ndo
tratadas, mesmo apos 4 dias, conforme visualizado na figura 11B. Entretanto, em culturas
de longo prazo (até 30 dias), o nivel de morte celular manteve-se estavel, ndo
ultrapassando 30% do total de células.

Esses resultados sugerem que vetores lentivirais baseados no FIV podem infectar
celulas hematopoéticas das linhagens K562 e Daudi in vitro de maneira estavel e com
elevada eficiéncia, embora a expressdo do transgene seja reduzida e alguma toxicidade
celular possa ser registrada em culturas de longo prazo. De acordo com o observado, os
nivels de expressdo da proteina GFP foram reduzidos, ocasionando um aumento reduzido
(de apenas duas vezes) na fluorescéncia total da célula. Devido a pequena alteragio
encontrada, as celulas transduzidas e controle ndo puderam ser claramente diferenciadas
por microscopia de fluorescéncia, mesmo com o baixo nivel basal de fluorescéncia
apresentado pelas linhagens. Da mesma forma, a tragﬂugéo viral ndo acarretou alteragdes

morfologicas identificaveis, conforme visualizado em microscopia de contraste de fase.

Transdugdo de cultura primaria de estroma de medula ossea de camundongo
Experimentos visando a modificagdo genética das células do estroma de medula
ossea foram realizados de maneira similar as demais linhagens celulares ja testadas. Os
graficos obtidos por citometria de fluxo sdo mostrados na figura 12 (estroma controle ndo
transduzido e cultura oriunda de uma mesma extragio exposta ao virus). Nessa figuras, os
eventos considerados na analise (regido R1, em azul) correspondem a células vivas,
conforme dados obtidos utilizando marcagido com iodeto de propideo (detectadas no canal
FL-2 de fluorescéncia, dados ndo mostrados). A viabilidade celular foi escolhida como
parametro de delimitacdo da populagdo celular analisada pois as caracteristicas
morfologicas sdo bastante diversas entre os diferentes tipos celulares existentes nas
culturas de estroma (células de linhagem hematopoética, endotelial e mesenquimal). A
analise apresentada na figura 12 € representativa para os diferentes experimentos

realizados, e foi executada 4 dias apos a transdugio viral.
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Figura 12 Analise por citometria de fluxo de culturas de estroma normal (A e B) e
transduzida por vetores lentivirais (C e D). Os gréficos A e C sfo construidos em funcéo
do tamanho (FSC-H) e da complexidade (SSC-H) celulares. B e D apresentam a
distribuicfio dos eventos pertencentes a R1 (células azuis) quanto 3 intensidade basal de
fluorescéncia (FL-1). As analises quantitativas estfio especificadas nos quadros em 12B e
12D. Os valores de interesse na analise sdo a intensidade de fluorescéncia média (Mean),
o desvio padrio dessa medida (SD) e o nimero de eventos contidos em R1, em valores
absolutos (Events) e percentuais (%7otal). R1 foi delimitado em fungfo da viabilidade
celular detectada pelo ensaio de marcagdo com iodeto de propideo (graficos ndo
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mostrados), incluindo a populacgéo de células vivas na amostra.
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Foi verificado em culturas de estroma um comportamento similar ao encontrado
para as demais linhagens, na maior parte dos pardmetros considerados. A intensidade
média de fluorescéncia das culturas transduzidas apresentou valores cerca de duas vezes
superiores (variando entre 1,9 até 2,6 vezes maiores) aos encontrados nos controles.
Entretanto, ¢ digno de nota que nas culturas de estroma a fluorescéncia dos controles
expostos ao sobrenadante de células 293T ndo transfectadas (portanto sem vetor viral) €
cerca de 0,5 vezes superior aquela encontrada nos controles onde foram colocados apenas
meio DMEM contendo brometo de hexadimetrino. Os graficos representando a
intensidade de fluorescéncia detectada no canal FL-2 onde sdo lidos os valores de
viabilidade celular com a utilizagio do PI nao foram apresentados por ndo mostrarem
diferencas significativas entre si, ndo existindo indicios para afirmar que as culturas de
estroma transduzidas apresentassem incidéncia de morte celular superior aquela
encontrada nos controles, mesmo nas culturas de longo prazo. A expressdo da proteina
GFP pode ser detectada mesmo 48 horas ap6s a transferéncia génica, embora os niveis de
expressio tenham se elevado até o 4° dia, quando foi atingido um platd mantido durante o
tempo total de duragdo das culturas (de até 40 dias). Observou-se também que uma grande
parte das células apresentou um deslocamento no grafico de detecgdo de FL-1, indicando
que a eficiéncia de transferéncia génica para células do estroma de medula fo1 igualmente
elevada.

Quando analisadas por microscopia de contraste de fase, ndo foram encontradas
diferencas entre as culturas expostas aos vetores e as controle (figura 13). Essa diferenga
ndo foi encontrada mesmo com a visualizagdo das culturas realizada no suporte fisico
onde ocorreu a expansdo celular, j4 que as analises foram realizadas com células ainda
aderidas as laminulas sobre as quais a cultura desenvolveu-se. Assim, o registro das
imagens pode ser efetivado preservando muitas das propriedades morfologicas dos
diferentes tipos celulares, minimizando os efeitos da manipulagdo excessiva das celulas na
sua caracterizacio. Ao contrario do encontrado nas culturas de linhagens, onde os tipos
celulares eram bem caracteristicos, foi visualizada uma diversidade muito grande na
morfologia das células, referentes a tamanho, formato e outros elementos de
diferenciacio. Uma analise simples ndo permite a classificagdo das diferentes linhagens
que compde esse tecido, embora as células hematopoéticas sejam mais claramente
identificaveis pelo formato preferencialmente arredondado e pela presenga de numerosos
grinulos intracelulares. As culturas de estroma analisadas por microscopla de

fluorescéncia apresentaram um nivel basal de fluorescéncia bastante elevado, o que
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dificultou enormemente a visualizagdo da presenga da proteina reporter e identificagao
das células responsaveis pela produgio dessa. A utilizagdo do conjunto de filtros padrdo
para detecdo da GFP ndo foi suficiente para permitir a diferenciacdo entre a
fluorescéncia normalmente emitida pelo estroma e a causada pela presenga da proteina.
No entanto, a utilizagio de um conjunto alternativo de filtros permitiu a diferenciagdo
entre as emissdes celulares e as derivadas da GFP, conforme visualizado na figura 13 .
Nas células controle, verificamos um nivel basal de fluorescéncia, que ¢ inferior ao
observado nas amostras expostas ao virus. As variagdes individuais observadas nos niveis
de fluorescéncia tanto nas células controle quanto nas transduzidas foi muito grande. De
maneira similar ao visualizado na linhagem 293T com a utilizagdo dos filtros alternativos,
a fluorescéncia parece estar concentrada (mas ndo restrita) em regides especificas das
células, na forma de manchas onde a intensidade da luminosidade € superior as demais
estruturas celulares. Nao foi possivel encontrar diferengas no nivel de expressio da GFP
entre as trés linhagens componentes do estroma, sendo que a variagdo dentro do grupo
parece ter sido superior 4 encontrada entre os tipos celulares. Assim, o aumento da
fluorescéncia de células de estroma expostas aos vetores lentivirais parece estar
relacionado a uma transferéncia génica efetiva e estavel mediada pelo FIV e a expressao

da proteina reporter.

Ensaio resgate para verificagdo do surgimento de virus auxiliares

Nao foi possivel detectar o surgimento de variantes virais capazes de replicagao
independente pelo ensaio de resgate utilizado neste trabalho. Culturas eficientemente
transduzidas de 293T, K562 e estroma tiveram seus sobrenadantes coletados e colocados
em contato com células ndo transduzidas da linhagem 293T. Apos observagdo por
citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia ndo foi possivel a identificagdo da
expressio da GFP nessas células até 7 dias apos a realizagao do experimento, mesmo com
a utilizagdo nos ensaios de resgate da linhagem onde foi detectado o maior nivel de

expressio da proteina fluorescente apos transdugdo com os vetores lentivirais.
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Figura 13: Imagens de microscopia de contraste de fase (A e C) e microscopia de
fluorescéncia com utilizacdo dos filtros alternativos (B, D, E e F) de células de estroma de
medula dssea murina. As imagens A e B no topo da pagina representam amostras controle
ndo transduzidas, enquanto as demais correspondem as culturas expostas ao vetor. Os
pares A-B e C-D correspondem aos mesmos campos de visualizagfo, analisados pelas
duas técnicas de microscopia utilizadas. As fotos s3o apresentadas em um aumento de
400x.



48

DISCUSSAQ

Muitas questdes existem em torno da possibilidade de utilizagio efetiva de
protocolos de terapia génica num futuro proximo. Nio se conhece ainda ao certo o
possivel beneficio clinico que abordagens terapéuticas utilizando técnicas de transferéncia
génica podem ser capazes de proporcionar. No entanto, as alternativas oferecidas pela
terapia génica, de cura ou prevencdo de patologias cujo tratamento ainda nio &
plenamente eficiente, sio enormes. A discussio teorica da terapia génica estd hoje
bastante avangada, mas esse avango ndo vem se refletindo no dmbito das aplicagdes
praticas da técnica. Esforgos no aprimoramento de tecnologias em transferéncia génica,
com desenvolvimento de vetores mais seguros e eficientes, sdo necessarios, bem como um
aprofundamento no conhecimento basico relacionado a biologia dos alvos celulares
envolvidos e dos processos patologicos. Assim, uma grande quantidade de ciéncias das
areas medica e biologica deve interagir no processo de compreensio dos eventos
relacionados a terapia génica (Trono, 2000; Verma, 2000).

Uma das mais recentes propostas visando a busca de vetores com caracteristicas
apropriadas para uso em humanos consiste na utilizacdo de vetores lentivirais com origem
em lentivirus de ndo primatas (Naldini, 1998; Romano e cols., 2000). Sistemas baseados
em virus como o FIV, MVV, CAEV ou o EIAV possuem potenciais propriedades de
eficiéncia e seguranga superiores a alguns dos métodos de uso mais comum atualmente.
De fato, vetores baseados no Virus da Artrite Encefalite Caprina foram capazes de superar
barreiras de espécie e transduzir com eficiéncia células humanas quiescentes e mitdticas,
inclusive neurdnios e glia in vifro (Mitrophanous e cols., 1999), bem como linfoblastos ex
vivo, inclusive sendo capazes de reversdao fenotipica e corre¢do funcional da anemia de
Fanconi do grupo C em células de pacientes portadores dessa patologia (Yamada e cols.,
2001). Entretanto, vetores baseados no MVV apresentaram deficiéncias na transferéncia
génica para células humanas, devido principalmente a baixa taxa de integragio e
transcrigdo reversa obtida nesses alvos celulares (Berkowitz e cols., 2001). Assim, temos
indicios de que os lentivirus de ndo primatas podem ser usados para transferéncia génica
em humanos, mas limitagdes referentes a infeccdo produtiva em alvos celulares diversos
dos naturais devem ser consideradas. Baseado nessa perspectiva, vetores de primeira
geracdo baseados no FIV, capazes de eficientemente transduzir células humanas, foram

desenvolvidos (Poeschla e cols., 1998a). Esse sistema possui importincia particular pela
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capacidade de transferéncia génica para alvos celulares mitoticos e pos-mitoticos,
caracteristica dos lentivirus.

Neste trabalho, os vetores virais acima citados foram utilizados na transferéncia de
um gene reporter que codifica a proteina GFP para células de linhagens hematopoéticas e
para estroma de medula 0ssea, bem como para uma linhagem de origem endotelial. Foi
observada uma producdo efetiva dos vetores virais apds cotransfecgdo da linhagem de
empacotamento com os trés plasmideos. Os titulos obtidos ndo puderam ser determinados
com exatiddo, mas dados bibliograficos sugerem que a producdo utilizando a
cotransfecgio tripla fornece vetores com quantidades geralmente superiores a 10’ UI/mL
(Myioshi e cols., 1998; Poeschla e cols., 1998a). Conforme ja citado, a linhagem 293T
relne caracteristicas interessantes para utilizagdo como linhagem empacotadora.
Entretanto, no aspecto da seguranga, a presenga do grande antigeno T do SV40 nessas
células pode ser responsavel pelo aumento da freqiéncia de geragdo de virus auxiliares,
devido a inducdo da ocorréncia de recombinagdo homologa entre seqiiéncias similares
existentes nos plasmideos utilizados na produg¢do dos vetores (Laurent e cols., 1995).

Alguns autores indicam que tratamentos quimicos podem ser realizados na
linhagem produtora ou nas células alvo, visando o aumento dos titulos virais produzidos.
Soneoka e colaboradores (1995) e Gasmi e colaboradores (1999) sugerem que a utilizagio
do butirato de sodio nas linhagens produtoras promove ativagdo da transcrigdo, por
interagdo com diversos promotores (entre eles o CMV e a LTR de diversos lentivirus,
incluindo HIV), e aumento na produgdo de proteinas virais. Chen e colaboradores (1997)
propoem que esse mesmo composto tem a capacidade de reativagdo da expressdo de
genes silenciados apos integragdo no genoma hospedeiro de células alvo, possivelmente
devido a capacidade de inibigdo de enzimas que atuam na acetilagdo de histonas, estando
também envolvidas na estruturagdo da cromatina e silenciamento. O tratamento quimico
com cloroquina ¢ sugerido por Pear e colaboradores (1993) para aumento da eficiéncia de
transfecgdo de linhagens empacotadoras, ja que essa substancia é capaz de causar reducéo
no pH de lisossomos, alterando as condi¢des ideais de a¢do das proteinas responsaveis
pela degradacdo do DNA exogeno (geralmente na forma de plasmideos) utilizado na
transfeccio.

O desenvolvimento de linhagens celulares com expressdo constitutiva de proteinas
estruturais do FIV ¢ outra alternativa viavel. Embora nio tenha sido até o momento
descrita na literatura, sua utilizagdo representaria um avanco no estudo da utilizagao desse

lentivirus como vetor. Na tentativa de aprimoramento das condi¢bes de produgdo de
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vetores lentivirais, o desenho das construgGes plasmidiais pode constituir um elemento
importante na tentativa de obtencdo de titulos mais elevados. A baixa atividade da
proteina Rev do FIV em células humanas ¢ um fator limitante associado a técnica, devido
ao transporte ineficiente do RNA nuclear ndo processado para o citoplasma, indispensavel
para a sintese de particulas virais infecciosas. Varias tentativas de substituicdo do Rev por
diferentes elementos de transporte nuclear tém mostrado um relativo sucesso. A
combinagdo da proteina Rev e do RRE do HIV em vetores baseados no FIV foi suficiente
para aumento dos titulos de produgao viral (Johnston e cols., 1999; Curran e cols., 2000),
mostrando que o sistema de transporte viral é geralmente adaptado para funcionamento
ideal nos respectivos hospedeiros naturais. Schambach e colaboradores (2000) descrevem
a utilizagdo de diversas alternativas no aumento do transporte dos RNAs virais que ndo
sofreram splicing, entre eles a utilizacdo de proteinas ou seqiiéncias de outros virus. A
utilizagdo de eleméntos de transporte constitutivo (CTE) do Virus de Macacos de Mason-
Pfizer (MPMV) e os ativadores pods-transcricionais do Virus da Hepatite de Marmotas
(WPRE) levaram a um aumento no numero de particulas virais infecciosas produzidas em
vetores MMLYV, aparentemente devido a mecanismos distintos entre si, permitindo que
ambas alternativas sejam utilizadas em conjunto. Curiosamente, Curran e colaboradores
(2000) mostraram que, para vetores baseados no FIV, a presenga do CTE pode reduzir os
titulos do vetor. Entretanto, essa condi¢do esta possivelmente relacionada a localizagio
inadequada desta seqiiéncia no construto. A posi¢do dos elementos de transporte pode ter
efeito moderado na determinagdo do aumento ou diminui¢do dos titulos virais obtidos, de
acordo com sua localizagdo relativa ao cassete de expressdo interno. A tendéncia geral
parece ser a geragdo de titulos maiores com introdugdo dos elementos proximos a regiao
3’ do construto (Johnston e cols., 1999; Curran e cols., 2000).

Esse trabalho também relatou a eficiéncia da pseudotipagem dos vetores do FIV
com a proteina VSV-G. A utilizagdo da glicoproteina G do Virus da Estomatite Vesicular
representou um avango significativo na tecnologia de producdo de vetores, pois permitiu a
ampliagdo do tropismo natural do virus (Burns e cols., 1993; Desmaris e cols., 2001).
Alternativas ja descritas incluem o envelope anfotrofico do MMLV (Liu e cols., 1996;
Reiser e cols., 1996), mas a utilizacdo da proteina VSV-G apresenta a vantagem de ser
passivel de concentracdo a altos titulos por ultracentrifuga¢io (Burns e cols., 1993; Yee e
cols.,, 1994), caracteristica indispensavel na produgdo de vetores virais com titulos
suficientes para aplicagdo em protocolos clinicos. Recentemente, Higashikawa e Chang

(2001) mostraram que particulas virais de retro e lentivirus pseudotipadas com a VSV-G
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podem ser concentradas por processos extremamente simples, como centrifugacdo comum
em microcentrifuga. Um estudo cinético da estabilidade dos virions pseudotipados
demonstrou que essa etapa de centrifugagdo também ¢ suficiente para aumentar a razio
entre unidades infecciosas e particulas defectivas produzidas pelas células empacotadoras.
Além disso, as particulas geradas nesse sistema possuem meia-vida elevada em
temperaturas inferiores a 4° C, e suportam seguidas etapas de congelamento e
descongelamento sem reducdo significativa do titulo. Por tudo 1sso, a utilizagdo da
glicoproteina de envelope do VSV ¢ a melhor alternativa disponivel atualmente na
substituigdo das proteinas de envelope naturais de lentivirus. A produgdo de linhagens
empacotadoras com expressdo quimicamente regulada da VSV-G € um meio eficaz de
superar o problema apresentado pela toxicidade elevada dessa proteina, ja que a expansdo
em laboratorio de tais linhagens poderia ser realizada em condigdes tais que a expressdo
de VSV-G seria inibida, permitindo a sobrevivéncia da cultura e minimizando a produgao
de virion nas etapas de manipulagdo dos cultivos celulares. Sistemas similares ja foram
descritos em linhagens de empacotamento para HIV, utilizando promotores indutiveis
pela presenga de tetraciclina, conhecidos como fet (Chen e cols., 1996; Ory e cols., 1996,
Klages e cols., 2000; Xu e cols., 2001) ou regulados por ecdisona (Pacchia e cols., 2001;
Sparacio e cols., 2001).

Apos transdugdo com os vetores baseados no FIV foi possivel visualizar, por
diferentes métodos de analise, a expressao do gene reporter utilizado e a produgido da
proteina GFP. Entretanto, na maioria das linhagens utilizadas, o vetor descrito foi capaz
de induzir niveis bastante reduzidos da producdo dessa proteina. A utilizagdo de controles
onde o sobrenadante da cultura de 293T néo transfectada ou de estoques obtido a partir de
células onde a transfecgdo ndo incluiu o plasmideo vetor exclui a possibilidade do
aumento da fluorescéncia observado ser devido a presenga, no estoque viral, de citocinas,
fatores ou produtos do metabolismo da linhagem empacotadora, j4 que em tais controles
ndo foi possivel observar alteragdes na fluorescéncia normal dos alvos celulares. Os
resultados aqui descritos quanto a produgdo da proteina GFP vdo ao encontro de alguns
dados da literatura, que mostram que a utilizagdo do promotor CMV em vetores retro e
lentivirais geram baixos niveis de expressdo do transgene em células hematopoéticas.
Kume e colaboradores (1999) apresentam dados bastante similares aos encontrados para
as linhagens K562 e Daudi em células hematopoéticas M1 (leucemia T murina), onde a

expressio de GFP comandada pelo promotor CMV foi reduzida em relagdo a outros
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promotores utilizados, ocasionando em geral aumento de duas vezes na fluorescéncia
basal.

Em uma tentativa de desenvolver vetores otimizados para transferéncia génica
para células hematopoéticas humanas, Ramezani e colaboradores (2000) descrevem
também a pequena atividade do CMV como regulador da producdo do transgene em
cassetes de expressdo, apos transdugdo de células hematopoéticas. Esses autores sugerem
a utilizagio de promotores como as LTRs do Virus de Célula Tronco Murina (MSCV) e
do Virus da Leucemia de Gibdes (GALV), bem como os promotores humanos da PGK
(fosfoglicerato quinase 1), EF1-ou (fator de enlongamento humano lot), sendo os dois
ultimos de atividade ubiqua em células humanas. Tais alteragoes propiciaram uma
ativagio da transcrigio em linhagens e células tronco hematopoéticas, com valores de
fluorescéncia até 350 vezes superiores aos encontrados com o CMV. Sirven e
colaboradores (2001) e Salmon e colaboradores (2000) também sugerem a utilizagdo do
promotor EF1-a, sendo que ambos 0s trabalhos mostraram a capacidade de manutengio
da expressdo da proteina exdgena apos transdugdo de progenitores hematopoéticos por um
vetor baseado no HIV, mesmo apos diferenciagdo das células primitivas em diferentes
tipos celulares, como eritrocitos, monbcitos, granuldcitos, megacariocitos, linfocitos T, B,
células dendriticas e NK. Assim, fica patente a necessidade de aprimoramento dos
elementos promotores utilizados nos experimentos que visem a transducgdo efetiva de
células hematopoéticas.

Virios outros indicios da literatura sugerem que o desenho molecular dos vetores
baseados no FIV utilizados nesse estudo esta longe de ser considerado ideal. Os
plasmideos utilizados nesse trabalho foram descritos como a primeira geragdo de vetores
baseados no FIV, e desde entdo varias inovagdes na tecnologia de produgdo de vetores
lentivirais ja foram propostas. Uma analise dos plasmideos utilizados nesse trabalho
permite identificar inameros fatores que podem ter contribuido para a obtengdo de niveis
reduzidos de expressio da proteina GFP na maior parte das culturas modificadas
geneticamente. A orientagdo do cassete de expressio interno possui uma certa
importincia, sendo que a oposigdo entre os promotores do plasmideo vetor 5 e 0
promotor interno do cassete de expressao (neste trabalho, ambos CMV) pode gerar
interacdes negativas que levem a uma diminui¢do na capacidade transcricional do
promotor interno (Curran e cols., 2000). Foi relatado em estudos utilizando vetores
lentivirais baseados no HIV que a presenca de regides como o trato central polipurinico

(cPPT) e a seqiiéncia central de terminagao (CTS) nos vetores sdo capazes de aumentar a
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eficiéncia de transdugdo. Esses elementos estdo envolvidos na formagao de uma alga no
RNA wviral, que é importante no mecanismo de importagio nuclear do complexo de pré-
integragdo do vetor. Além disso, a presenga destes elementos garante uma eficiéncia
maior na transcrigdo reversa (Sirven e cols,, 2000). Park e Kay (2001) relatam um
resultado similar, com aumento da eficiéncia de transdug¢do de hepatdcitos, além de
mostrar que a localizagdo do cPPT no sistema vetor é importante, sendo relacionada a
alteracdo do nimero total de células modificadas geneticamente de acordo com sua
posicdo relativa ao transgene. Nesse trabalho, os autores também destacam o papel do
gene exogeno contido no cassete de expressio de vetores HIV.,

A presenga ou ndo de introns no transgene a ser expresso, bem como
caracteristicas relativas a conformagio espacial dos vetores contendo diferentes genes
exogenos, podem ser suficientes para alteragio na eficiéncia de transducdo de vetores
baseados no HIV. A utilizagdo de seqiiéncias como a regido de ligagdo da matriz (MAR)
do gene da imunoglobulina-k possui efeito distinto em diferentes transgenes testados,
mostrando novamente a importancia da otimizagdo particular do vetor de transferéncia
génica a ser utilizado de acordo com o alvo celular e gene exogeno de interesse, além de
fatores diversos (Park e Kay, 2001). Além desses, outros autores também citam o
lransgene expresso como elemento determinante da eficiéncia de transfeccdo obtida. A
presenca dos elementos de transporte WPRE aumenta a eficiéncia de transcricdo e de
tradugdo em vetores contendo derivados da proteina GFP (cuja produgio foi reduzida nos
construtos onde esses fatores auxiliares haviam sido retirados), embora possua atividade
discreta ou mesmo inferior a outros mecanismos de transporte (como o CTE) em sistemas
que codificam outros genes (Schambach e cols., 2000). Apesar da influéncia desses
elementos de atuagdo em cis ter sido comentada apenas em vetores lentivirais baseados no
HIV ou MMLYV, possivelmente a maior parte desses fatores também possui influéncia em
sistemas que utilizam o FIV, devido & semelhanca dos mecanismos comuns envolvidos
nos processos infecciosos dos virus dessa familia e do comportamento desses em modelos
de transferéncia génica (Miller e cols., 2000).

ApoOs exposicdo da linhagem 293T aos vetores produzidos nesse estudo, foi
possivel verificar produgdo de grandes quantidade da proteina reporter, indicada pelo
aumento da fluorescéncia visualizado. A expressdo do gene reporter em niveis superiores
aos observados nas demais linhagens pode estar relacionada ao efeito de frans ativagio do
promotor CMV, responsavel pela regulagdo da transcrigdo do gene gfp, pela proteina Ela

adenoviral, produzida pelas 293T (Gorman e cols., 1989). Assim, os elevados niveis de



fluorescéncia detectados seriam devidos a peculiaridades da célula alvo, e nio a
caracteristicas especificas do vetor na mdugdo da producio de grandes quantidades do
produto génico exogeno. Tanto para as células 293T quanto para as linhagens
hematopoéticas a eficiéncia de transdugdo parece ter sido bastante alta, de acordo com o
observado pelo deslocamento como um todo da curva de intensidade de fluorescéncia.
Vetores lentivirais pseudotipados com a VSV-G ou mesmo outros envelopes virais
possuem geralmente eficiéncia de transdugdo de diversos tipos celulares in vifro bastante
elevada, proxima a 100% na maior parte dos relatos (Movassagh e cols., 2000; Romano ¢
cols., 2000). Mesmo com a impossibilidade de determinagido do titulo viral, a quantidade
de virus utilizada nas transducdes foi suficiente para a alteracio genética de todas as
células da cultura.

A quantificagdo dos vetores virais pelos métodos atualmente empregados
(infec¢do de uma linhagem teste para contagem do numero de eventos de transdugio) €
bastante controversa. Alguns autores relatam que fatores como o volume de estoque viral
utilizado, auséncia de reprodutibilidade, falta de sensibilidade nos métodos de detecgdo do
transgene e caracteristicas especificas da linhagem de titulagdo sdo bastante variaveis,
podendo ser responsavel por determinagdes erroneas da quantidade total de vetor
produzida. Além disso, a extrapolagdo dos valores encontrados nas linhagens de titulagao
para outros alvos celulares € temeraria, j4 que elas podem diferir em termos de
suscetibilidade a infec¢do pelos vetores ou na expressao do gene exodgeno. Assim, sugere-
se que a multiplicidade de infec¢do (MOI) ndo seja um parametro de descrigdo
experimental util (pois deveria conter informagdes mais especificas), mas que, ao inves
disso, resultados quanto a eficiéncia do método de transferéncia génica especificamente
nos alvos celulares de interesse sejam medidas de maior interesse (Shabram e Aguilar-
Cordova, 2000).

Na transducdo do estroma, foi verificado, de maneira similar ao encontrado nas
linhagens hematopoéticas, um aumento de 2 vezes na intensidade basal de fluorescéncia
devido a expressdo da proteina GFP. Baixos niveis de expressdo do gene reporter podem
ser devidos as caracteristicas dos vetores utilizados, ainda ndo otimizados para a
transdugdo de alvos como o estroma, nos quais células hematopoéticas expressam
pequena quantidade do transgene ap0s integragao do provirus no genoma. De fato, apesar
da eficiéncia ter sido elevada (a exemplo do descrito nos outros alvos testados), mesmo
nas linhagens endotelial e mesenquimal constituintes do estroma os niveis de

fluorescéncia ndo sofreram um aumento expressivo. Nesse experimento, foi possivel
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verificar uma alteracdo no nivel de fluorescéncia basal apds exposicao das culturas
primarias aos controles representados pelo sobrenadante de células 293T. Esse aumento
foi inferior ao encontrado no procedimento de transdugdo com estoques virais funcionais,
indicando que a possivel presenca de certos fatores celulares produzidos pela linhagem
293T pode alterar caracteristicas como a fluorescéncia basal do estroma. Este mesmo
efeito nao foi observado nas K562 ou em Daudi, sugerindo que cultivos primarios podem
estar sujeitos a alteragdes mais significativas do que linhagens imortalizadas. Ainda n&o
foram realizados estudos na caracterizacdo de citocinas e demais produtos secretados por
essa linhagem de empacotamento, portanto esse € um ponto a ser considerado e
investigado com maior profundidade, ja que elementos soliveis produzidos pelas 293T
parecem ser capazes de alterar caracteristicas normais de alguns tipos de células alvos.
Métodos de microscopia foram utilizados para visualizagdo da proteina GFP
produzida pelas células transduzidas. A identificagdo de altos niveis da proteina foi
facilmente realizada na linhagem 293T, e impossivel de ser caracterizada nas linhagens
hematopoéticas. Esses resultados condizem com a analise por citometria de fluxo,
evidenciando que os niveis de produgdo do transgene em K562 e Daudi foram reduzidos
e, por isso, ndo passiveis de caracterizagdo por microscopia de fluorescéncia. A analise do
estroma por essa técnica foi bastante dificultada pela elevada emissdo basal apresentada
por esse tecido. A utilizagdo dos filtros padrdo de deteccdo do GFP nao permitiram a
diferenciacdo entre os niveis normais e induzidos pela infecgdo viral. Billinton e Knight
(2001) sugerem que a utilizagdo de filtros com caracteristicas de absorgio de
comprimentos de onda distintos dos normalmente empregados, ou variantes da proteina
GFP com propriedades diferenciadas de excitagdo e emissdo, podem ser ferramentas na
identificagdo de fluorescéncia causada especificamente pela proteina reporter. Com a
utiliza¢do do conjunto de filtros alternativos para detec¢do da GFP, foi possivel observar a
expressdo dessa proteina nas células transduzidas. Foi registrado um acimulo da proteina
em regides especificas da célula, na forma de “manchas” de formato granular. Apesar de
relatos da literatura descreverem a distribuigdo da GFP apos transferéncia génica como
homogénea pelo nicleo e pelo citoplasma, as imagens apresentadas nas respectivas
publicagdes sdo similares as encontradas neste estudo, sugerindo que a expressdo da
proteina fluorescente pode estar concentrada em regides contendo membranas
intracelulares, como nicleo ou organelas (Ogawa e cols., 1995). Além disso, foi possivel
verificar que as células do estroma morfologicamente classificadas como de origem

hematopoética apresentaram ocorréncia reduzida de pontos com intensidade elevada de



fluorescéncia, sugerindo que mesmo nas culturas desse tecido a técnica de microscopia de
fluorescéncia ndo foi efetiva na verificagio da produgdo de GFP pelos componentes
hematopoéticos.

Uma analise da viabilidade celular das culturas transduzidas mostrou que uma
certa toxicidade celular esta associada ao tratamento dos alvos utilizados com os vetores
lentivirais. Essa foi pouco evidente ou inexistente no estroma, mas esse fato pode estar
relacionado a baixa taxa de expansio in vifro apresentada pelas células desse tecido (mais
lentas na realizagdo do ciclo celular) ou mesmo a propria origem das culturas primarias
estromais, obtidas por extragdo de medula 0ssea murina. Alguns elementos podem estar
associados 4 toxicidade observada em experimentos de transdugdo de linhagens.
Determinadas proteinas lentivirais, principalmente do HIV, sao reconhecidamente toxicas
em células humanas, especialmente a protease e determinados produtos de genes
acessorios. A citopaticidade do FIV em células humanas também ja foi detectada, e essa
pode estar relacionada a liberagdo de moléculas citotoxicas nas culturas infectadas.
Embora as proteinas responsaveis por esse efeito ndo sejam plenamente reconhecidas, a
citoxicidade encontrada € considerada normal, comum a infec¢ao de varios membros da
familia dos lentivirus (Johnston e Power, 1999). Além das proteinas virais, o transgene
expresso pode ser responsavel pela toxicidade encontrada. Liu e colaboradores (1999)
observaram que a dificuldade no estabelecimento de linhagens celulares com expressdo
constitutiva da GFP é motivada pela toxicidade dessa proteina em células humanas.
InvestigagOes posteriores mostraram que diversas variantes da proteina verde fluorescente
sio capazes de indugdo de apoptose em algumas linhagens humanas, embora o
mecanismo que desencadeia o processo ndao tenha sido bem esclarecido. Nossos
resultados indicam que, mesmo com as evidéncias de ocorréncia de citotoxicidade, essa
ndo foi suficiente para impedir a transdugfo estavel das linhagens testadas, ja que todos os
alvos celulares experimentais apresentaram expressdo do transgene na auséncia de selegdo
durante todo o tempo de manutengdo da cultura. Essa evidéncia descarta também a
possibilidade de ocorréncia de pseudotransdugdo, pois nesse caso os produtos proteicos
cotransferidos das células de empacotamento para os alvos transduzidos rapidamente
seriam diluidos com a expansdo da cultura (Liu e cols., 1996).

Os tipos celulares testados nesse experimento representam alvos importantes para
a terapia génica. As linhagem K562 e Daudi foram utilizadas como modelo para
estabelecimento de condi¢des experimentais para posteriores trabalhos com células tronco

hematopoéticas, cuja transdugdo possui enorme potencial terapéutico no tratamento de
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uma diversidade de enfermidades. Infelizmente, a caracterizagdo dessas células
multipotenciais é ainda deficiente, ofuscando sua importancia pratica. O aprofundamento
de estudos nos processos de diferenciag@o e condigdes de cultivo dessas células € urgente.
Pela baixa ocorréncia em individuos adultos, a otimizagio dos procedimentos de
transferéncia génica inclui dois elementos: a manutengdo da pluripotencialidade (através
de diminui¢do dos processos de diferenciagdo celular) e a capacidade de expansdo e
sobrevivéncia in vifro. Varios trabalhos descrevem condi¢des de cultivo que visam, além
dos objetivos descritos acima, modificagdo genética efetiva das células tronco
hematopoéticas pelos vetores retrovirais. Algumas condighes que possuem ocorréncia
mais geral incluem a presenga de trombopoetina no meio de cultura (em combinagdo com
diferentes citocinas e interleucinas) e a transdugdo dessas células na presenca do
fragmento 296 C-terminal da fibronectina (Kim e cols., 1997; An e cols, 2000; Dorrel e
cols., 2000), fatores que tém resultado em indices razoédveis de expansdo, manutencido da
pluripotencialidade e eficiéncia de transdugido nas células tronco. Foi demonstrado que
mesmo um dia de cultura ex vivo ¢ suficiente para a obtencdo de transferéncia génica
efetiva em células tronco humanas, que mesmo apoOs exposi¢io aos vetores foi capaz de
reconstitui¢ao total do sistema hematopoético em murinos (Rebel e cols., 1999).

A transferéncia génica de estroma ¢ importante devido a presenga de elevado
numero de células tronco mesenquimais nesse tecido, sendo que essas podem ser
transduzidas juntamente com o restante do tecido e, apos isolamento e expansdo in viiro,
serem reinfundidas em pacientes, mantendo sua capacidade de diferenciacao em diversas
linhagens e também a expressdo do gene exdgeno (Lee e cols., 2001). Diversos estudos
tém demonstrado a presenga de células pluripotenciais em adultos, obtidas a partir de
fontes diversas como sangue, musculo, figado, cérebro ou medula ossea, com capacidade
de diferenciagdo em muitos tecidos e tipos celulares existentes no organismo (revisado
por Clarke e Frisén, 2001). O aprimoramento das técnicas de transferéncia génica pode
ser um auxiliar na marcacdo genética com utilizagdo de proteinas reporter e identificagao
das células progenitoras existentes nestes tecidos, identificadas por ensaios posteriores de
formagdo de progénie diferenciada, visando uma compreensdo mais sofisticada nos
ensaios de caracterizacdo dessas cé€lulas e estudo dos processos biologicos envolvidos na
diferenciagdo das mesmas (Kume e cols., 1999). O estroma apresenta importancia
também como um elemento singular na regulagdo da hematopoese, através de interagdes
moleculares com as células tronco hematopoéticas. A modificacdo genética desse tecido

pode ser utilizada na reversdo de patologias referentes a disfungdes da capacidade



hematopoética de carater monogénico, com produgdo de fatores ou produtos protéicos
ausentes em pacientes portadores de determinadas sindromes (Nardi e Alfonso, 1999).
Tanto o FIV quanto o HIV sdo capazes de infectar produtivamente o estroma de seus
hospedeiros naturais, possuindo papel essencial nas alteragdes da capacidade
hematopoética em pacientes ou animais infectados e no desenvolvimento da patologia
associada a esses lentivirus. lgualmente, ambos os virus podem utilizar o estroma de
medula Gssea como um reservatorio natural em organismos infectados. (Bahner e cols.,
1997, Tanabe e Yamamoto, 2001). Dessa forma, a infec¢do do estroma com vetores
baseados no FIV ou no HIV que carreguem genes suicidas cuja expressdo € ativada pela
proteina Tat do HIV (obtidos com a utilizagdio da LTR do HIV como elemento de
regulacdo da produco dos elementos deletérios), ¢ capaz de proteger células desse tecido
frente a infecgdes naturais pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana, minimizando a
importancia do estroma como reservatorio (Poeschla e cols., 1996). Por fim, a utilizagdo
de células estromais como linhagens de empacotamento de vetores virais pode, apos
infusdo intravenosa e estabelecimento nos sitios normais de hematopoese, auxiliar na
transducdo in situ de células tronco e progenitores hematopoéticos, aumentando a
eficiéncia do processo (Newbound e cols., 2001).

Os métodos utilizados neste trabalho ndo permitiram a identificagdo do surgimento
de variantes virais recombinantes capazes de replica¢ao independente. O monitoramento
desses elementos é muito importante no desenvolvimento de protocolos visando
aproveitamento clinico, ja que a inser¢do de RCRs na populagdo representa um risco
extremamente grande. Alternativas vém sendo discutidas com o objetivo de aumentar a
segurancga dos vetores lentivirais desenvolvidos. A principal delas refere-se a eliminagao
de todos os genes dispensaveis ao funcionamento do vetor. Tais construgdes, que sdo
geralmente conhecidas como vetores minimos, ja foram descritas para o HIV (Kim e
cols., 1998; Gasmi e cols., 1999) e para o FIV (Johnston e cols., 1999), sendo que no
Ultimo foram determinados os elementos indispensaveis no funcionamento desse virus
como vetor. Plasmideos vetores foram desenvolvidos onde a auséncia de todos os genes
acessorios virais (com excecao do sistema rev-RRE) e provimento dos genes gag e pol em
frans nao causaram alteragdo significativa no titulo ou eficiéncia de transducdo. Esses
vetores foram denominados como de segunda geracdo para o FIV (Johnston e cols.,
1999). Curran e colaboradores (2001) descrevem que mesmo essas proteinas de transporte
do FIV podem ser substituidas por elementos alternativos de outros virus (como o CTE do

MPMYV), mas essas modificagdes envolvem uma pequena redugdo nos titulos wvirais
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obtidos. A retirada dessas sequi€éncias permite que a auséncia de vérias proteinas virais no
vetor diminua a toxicidade associada a transferéncia génica. Além disso, a possibilidade
de eventos de recombinagdo homologa entre os plasmideos, em procedimentos de
transfeccdo transiente, é minimizada pela retirada de genes comuns a mais de uma
construcdo plasmidial. Excecdo talvez seja feita ao gene gag, que ¢ indispensavel no
plasmideo empacotador para sintese de proteinas estruturais do capsideo e cuja presenga
de parte do gene‘ no construto vetor € necessaria como componente do fator de
encapsidacdo. Como alternativa no monitoramento de RCRs, um método de detec¢io de
formas recombinantes pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) chegou a ser
desenvolvido neste trabalho, mas dados da literatura mostram que essa técnica apresenta
limitagdes para identificagdo de virus recombinantes integrados a0 genoma,
principalmente pela ocorréncia de falsos positivos relacionados 2 contamina¢do dos
sobrenadantes virais com os plasmideos utilizados na transfecgdo e com o DNA gendmico
das células empacotadoras e hospedeiras (Chen e cols., 2001). Dessa forma, no unico tipo
de ensaio realizado em nosso trabalho, ndo foi possivel a identificagdo da presencga de
RCRs. (= ’)

Ha ainda outras questdes referentes seguranca da utilizagdo de vetores baseados
no FIV que merecem ser enderegadas. Até ha pouco tempo, a idéia geral era de que a
auséncia de infecgdo de humanos por esse virus, apesar de exposicdo elevada aos metodos
de contagio naturais, servia de subsidio para a afirmacdo de que o Virus da
Imunodeficiéncia Felina possul caracteristicas de seguranca superiores as dos vetores
baseados no HIV (Poeschla e cols., 1998a; Romano e cols., 2000). Entretanto, resultados
recentes mostraram que o FIV ¢ capaz de infec¢do produtiva e replicagdo em células
humanas in vitro, mesmo que em baixos niveis (Johnston e Power, 1999). Essa
propriedade ¢ variavel entre diferentes isolados do virus (o clone Petaluma que serviu de
base para a constru¢io dos plasmideos utilizados por nés parece ser menos infectivo que
ViCSF), mostrando que a escolha de cepas menos virulentas deve ser um parimetro
considerado na construgdo de futuros vetores baseados no FIV. Além disso, recentemente
foi demonstrado que primatas nio humanos infectados com esse virus desenvolveram
sintomatologia clinica correspondente a infec¢do natural em felinos, com perda de peso e
deplecdo de células CD4" Assim, a possibilidade de xenoinfec¢do existe, e deve ser
considerada como uma possivel fonte de introdugio de novos patogenos na populagio
humana (Johnston e cols., 2001). Um cuidado extra na utilizagdo do FIV como vetor

refere-se a propagacio heteréloga de RNA desse virus por particulas do HIV. Apesar de
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ensaios anteriores afirmarem o contrario (Curran e cols., 2001), os capsideos dos Virus de
Imunodeficiéncia Humana e de Simios foram capazes de incorporar eficientemente o
genoma do Virus da Imunodeficiéncia Felina, sugerindo que a infecgdo natural de
pacientes que receberam vetores baseados no FIV pelo HIV selvagem pode levar a
encapsidagdo cruzada ou coencapsidagido, tendo como resultado a mobilizagio de
elementos do vetor em humanos (Browning e cols., 2001).

A alternativa de utilizagdo do FIV como vetor de transferéncia génica para
humanos ainda € bastante promissora, ja que todos os sistemas virais apresentam
vantagens e desvantagens na sua utilizagdo. Alguns ensaios foram realizados utilizando
esse lentivirus em humanos ou em modelos animais, em diversos tipos celulares. Wang e
colaboradores (1999) demonstraram que o FIV infecta eficazmente células do epitélio do
sistema respiratorio. Estes autores mostram também que a expressio do transgene ¢
mantida ao longo do tempo sem diminui¢do dos niveis protéicos. Neste experimento, foi
utilizado o gene regulador transmembrana do transporte de CI'. A expressdo da proteina
codificada por este gene foi demonstrada tanto in vifro quanto in vivo, sugerindo que o
FIV pode ser utilizado em ensaios clinicos de terapia génica contra a fibrose cistica.
Alisky e colaboradores (2000) relatam a transducdo de neurdnios e células de Purkinje
apOs inje¢do no cerebelo de camundongos, mostrando inclusive a capacidade de
transporte retrogrado para outras regides do cérebro. A injegdo intravenosa de vetores
baseados no FIV em camundongos nocaute modelo para as doengas mucopolissacaridose
tipo VII e hemofilia A carreando genes terapéuticos humanos (B-glucoronidase e fator
VIIL, respectivamente) foi suficiente para reversdo da patologia apresentada por esses
animals. A transferéncia génica foi eficiente em uma quantidade grande de 6rgios e
tecidos (mostrando que varios alvos podem ser submetidos a transdugdo com o FIV in
vivo), e a produgdo das proteinas terapéuticas foi verificada durante todo o tempo de
duragdo do estudo (periodos de até 5 meses), sugerindo que esses sistemas apresentam
caracteristicas de eficiéncia e estabilidade com elevado potencial clinico no tratamento
dessas referidas enfermidades (Stein e cols., 2001).

O aprimoramento das condigdes de transfeccdo e transducdo € indispensavel para
o estabelecimento de futuros protocolos clinicos de terapia génica em humanos. Somente
vetores com caracteristicas adequadas de seguranca e eficiéncia devem ser oferecidos
como alternativa terapéutica aos pacientes, sempre com uma avaliagdo prévia do possivel
beneficio clinico oferecido por esse tipo de tratamento. Problemas referentes a resposta

imune contra o vetor e contra o transgene devem ser considerados, em tratamentos in vivo.
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A utilizagdo de vetores lentivirais produzidos em linhagens humanas parece minimizar a
inativacdo pelo sistema complemento humano (DePolo e cols., 1999), possivelmente
devido a auséncia de epitopos de membrana galactosil (ot1-3)Gal glicosilados, comuns em
outras espécies (Takeuchi e cols., 1994), permitindo a inje¢do intravenosa desses vetores
em humanos. Entretanto, estudos recentes mostram que vetores baseados no FIV e no
HIV contendo a proteina G do envelope do VSV (VSV-G) sdo suscetiveis a inativagao
por elementos presentes no soro humano, possivelmente em um mecanismo diferente do
ja proposto (DePolo e cols, 2000, Higashikawa e Chang, 2001), sugerindo que a
utilizagio de proteinas de envelope alternativas deve ser buscada. Além do vetor, o
transgene expresso pode também ser alvo de respostas do sistema imune. Rosenzweig e
colaboradores (2001) relatam a indugdo de resposta citotoxica mediada por linfocitos T e
desenvolvimento de anticorpos contra GFP em um experimento de transplante de células
tronco hematopoéticas transduzidas ex vivo, associada com a deplegdo dos progenitores
celulares apés reintrodugdo no organismo. Lutzko e colaboradores (1999) observaram que
em modelos animais caninos de mucopolissacaridose tipo I o efeito € semelhante, e que o
tratamento efetivo da patologia é impossibilitado pela forte resposta humoral e celular
contra o transgene. Esses autores, da mesma forma que McCormack e colaboradores
(2001), propdem a utilizagdo de moduladores quimicos do sistema imune, visando
minimizar a resposta contra o vetor e o transgene. O direcionamento dos vetores baseados
no FIV para tecidos ou alvos especificos apos procedimentos de transferéncia génica in
vivo também é uma questdo de interesse. Sugestdes como a utilizagdo de proteinas de
envelope fusionada com anticorpos capazes de reconhecer epitopos na superficie de alvos
determinados ou utilizacio de promotores tecido especificos (Grande e cols., 1999; Jiang
¢ Dornburg, 1999; Daly e Chernajovsky, 2000) devem ser consideradas, visando o
aprimoramento da especificidade necessaria para utilizagdo n vivo. A utilizagdo de
sistemas com expressdo simultinea de mais de um elemento protéico também € dese; avel,
principalmente como alternativa na detecgdo da eficiéncia de transdugdo obtida, através
da combinacio de genes reporteres e terapéuticos em um mesmo sistema viral (Daly e
Chernajovsky, 2000; Zhu e cols., 2001). Dessa forma, as condigbes minimas necessarias
para utilizagio efetiva de vetores lentivirais em humanos, atraves de protocolos clinicos
seguros e eficientes, podem ser obtidas, permitindo o acréscimo dessa alternativa clinica

ao arsenal terapéutico disponivel atualmente.
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