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.......... » Le lecteur aurait d’ailleurs tort de croire que les recherches d’un laboratoire
aboutissent toujours a des publications, plus ou moins importantes, plus ou moins
fameuses. En fait, 90% des expériences n’aboutissent pas, un imprévu technique se
produit ou bien I’idée de depart se revele mauvaise.

La vie quotidienne du chercher est ainsi faite de déceptions, avec de temps
en temps des réussites qui lui permettent de conserver son enthousiasme. Il faut
aussi avoir la mentalité du joueur ou du pécheur. En ce qui me concerne, seuls les
gros poissons m’intéressent........ mais ils sont plutot rares. Mes armoires sont ainsi
pleines de cahiers d’expériences, de débuts de manuscrits qui ne seront jamais
publiés, & moins que je ne les envoie au « Journal des résultats irreproductibles «
créé par un colléegue israélien facétieux «........

Luc Montagnier

« Des virus et des hommes »
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RESUMO

A sindrome de Crigler-Najjar tipo I (CN-1) ¢ uma doenca hepdtica hereditaria
recessiva rara caracterizada pela auséncia completa da bilirrubina-uridina-difosfato-
glucuronil transferase (B-UDPGT1AT1), resultando em niveis elevados de bilirrubina
ndo conjugada. Terapia génica para doencas hereditarias do figado requer eficiente
transferéncia e constante expressdo do gene que codifica a proteina terapéutica nos
hepatocitos. Na ultima década, a eficacia da transferéncia génica no figado no rato
Gunn (modelo animal da CN-1) foi avaliada. Uma resposta imune contra a proteina
terapéutica impediu a correcdo a longo prazo do fenotipo. A inducdo de tolerancia a
proteina codificada pelo transgene ¢ fundamental para se alcangar cura completa e
definitiva de uma doenca genética. Para atingir este objetivo, foi explorado duas
abordagens. No capitulo I, a geragdo de quimerismo molecular hematopoiético através
do transplante de células tronco da medula 6ssea expressando hB-UDPGT1A1, no rato
Gunn foi avaliado. Células transduzidas com vetor lentiviral contendo o transgene 4B-
UDPGTI1AI foram injetadas em ratos receptores irradiados. Seis semanas apds o
transplante, o quimerismo molecular (<1%) no sangue total e avaliagdo da
bilirrubinemia (>80 uM) foram realizados. Posteriormente, hepatocitos em
regeneracdo foram transduzidos apds hepatectomia parcial usando vetores retrovirais
contendo o mesmo transgene. Os niveis de bilirrubina foram avaliados mensalmente.
Tolerancia a proteina terapéutica foi observada somente em 1 rato quimérico apos
transferéncia génica in vivo no figado. Nos capitulos II e III a transferéncia génica em
ratos recém-nascidos foi realizada. Ratos Gunn de 2 dias de idade receberam pela veia
temporal, vetores retrovirais (capitulo II) ou lentivirais (capitulo III) contendo o gene
hB-UDPGTIAI. A bilirrubinemia foi monitorada 6 semanas apds e a seguir
mensalmente. Em 6 semanas, a bilirrubinemia foi completamente normalizada (3 puM)
e permaneceu com valores normais (<10 puM) por mais de 40 semanas. Grandes
quantidades de diglucuronideos de bilirrubina estavam presentes na bile. Analises por
PCR and Western Blot confirmaram a presencga e expressao da hB-UDPGTI1AT1 quase
exclusivamente no figado. Este trabalho representa a primeira demonstragdo de uma
correcdo completa e permanente da hiperbilirrubinemia no rato Gunn, por intermédio
de vetores retrovirais e lentivirais.
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ABSTRACT

Crigler-Najjar syndrome (CN-1) is a rare recessive inherited liver disease
characterized by complete absence of bilirubin-uridin-diphosphate-glucuronosyl
transferase (B-UDPGT1AT1) resulting in high levels of unconjugated bilirubin. Gene
therapy for inherited liver diseases requires the efficient transfer and sustained
expression of a gene encoding the therapeutic protein into hepatocytes. During the last
decade, the efficiency of liver gene transfer in Gunn rat (animal model of CN-1) was
evaluated. An immune response directed against the therapeutic protein precluded long
term correction of the phenotype. Tolerization to the protein encoding by a transgene
1s mandatory to achieve complete and definitive cure of a genetic disease. To achieve
this goal, it was explored two approaches. In the chapter I, the generation of
hematopoietc molecular chimerism using transplantion of hB-UDPGT1A1-transduced
bone marrow stem cells in Gunn rats was evaluated. Transduced cells by lentiviral
vectors harbouring ZB-UDPGTIAI transgene were injected into irradiated recipients
rats. Six weeks after transplantation, the molecular chimerism (< 1%) on whole blood
cells and an evaluation of bilirubinemia (> 80 uM) were performed. Thereafter,
regenerating hepatocytes were transduced after partial hepatectomy using retroviral
vectors carrying the same transgene. The bilirubin levels were evaluated monthly.
Tolerance to the therapeutic protein was observed only in one chimeric rat after
retroviral-mediated in vivo delivery to the liver. In the chapter II and chapter 111, the
gene transfer to newborn rats was evaluated. Two-day old newborn Gunn rats were
injected via temporal vein with hB-UDPGTIAI-retroviral (chapter II) or lentiviral
vectors (chapter III). Bilirubinemia was monitored at 6 weeks and monthly thereafter.
At 6 weeks, bilirubinemia was completely normalized (3 pM) and remained in the
normal range (< 10 uM) for more than 40 weeks. Large amounts of bilirubin
glucuronides were present in the bile. PCR and Western Blot analysis confirmed the
presence and expression of hB-UDPGT1A1 almost exclusively in the liver. This work
represents the first demonstration of a complete and permanent correction of
hyperbilirubinemia in Gunn rats using retroviral and lentiviral vectors.

Xvil
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INTRODUCAO

O figado ¢ um alvo importante para a terapia génica pelo fato de ser o sitio de
numerosas sinteses protéicas e pois de anomalias ou deficiéncias protéicas curaveis
por terapia génica. Assim, a terapia génica em hepatologia poderia representar uma
alternativa terapéutica ao transplante hepatico no tratamento das doencas hepaticas

metabolicas hereditarias.

Entretanto, apos a transferéncia de um gene em uma célula alvo, como por
exemplo o hepatdcito, esta passa a produzir uma proteina “ndo propria”, produto da
expressao do transgene. Uma resposta imune indesejada contra a proteina ‘“ndo
propria” elimina a célula transduzida, impedindo a expressao estdvel e a longo prazo
do transgene. A resposta imune representa atualmente um obstdculo limitando toda
futura aplicacdo clinica da terapia génica no tratamento de criangas portadoras de

doencas hepaticas metabodlicas hereditarias.

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de mecanismos para
inducao de tolerancia imunoldgica apos transferéncia génica no figado de ratos Gunn —
modelo experimental da sindrome de Crigler-Najjar tipo I- para evitar a resposta
imune responsavel pelo carater transitoério da expressdao do transgene no figado e

permitir sua expressao estavel e a longo prazo.

Para isso, foram utilizadas duas abordagens diferentes:

a) No capitulo I, o estabelecimento de um quimerismo hematopoiético no rato
Gunn foi avaliado apds o transplante de células da medula 6ssea modificadas
geneticamente por vetor lentiviral contendo o gene que codifica a proteina bilirrubina-
uridina-difosfato-glucuronil transferase humana (hB-UDPGT1A1). Posteriormente,

transferéncia génica no figado mediada por vetor retroviral contendo o mesmo gene.
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b) Nos capitulos II e III foi avaliada a administragdo de vetores retrovirais e
lentivirais, respectivamente, no rato Gunn recém-nascido. Estes vetores contém o gene
que codifica a proteina bilirrubina-uridina-difosfato-glucuronil transferase humana

(hB-UDPGT1A1).

Este trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratdrio de Terapia Génica
(INSERM 105) e no Laboratorio de Bioterapias Hepaticas (CIC-INSERM 04) -
Instituto de Doencas do Aparelho Digestivo, localizados no Centro Hospitalar

Universitario de Nantes, Franca.
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REVISAO DA LITERATURA

1. Terapia Génica

Terapia génica pode ser definida como uma abordagem terapéutica baseada na
possibilidade de transferir e de expressar seqiiéncias codificadoras de DNA no genoma

da célula alvo, a fim de se obter efeito terapéutico (Ferry, 2003).

As primeiras tentativas aprovadas de terapia génica comegaram no inicio dos
anos 90, quando ensaios clinicos ex vivo foram iniciados. O primeiro tipo de ensaio
tratava da imunoterapia do melanoma. Linfocitos T, extraidos do tumor, eram em
seguida geneticamente modificados para secretar a citocina TNF (Tumor Necrosis
Factor) (Rosenberg, 1992). O segundo consistia em tratar o déficit em adenosina
desaminase (ADA: Adenosine Deaminase Deficiency), causa de déficits imunitarios
combinados severos (SCID: Severe Combined Immunodeficiency) pela transferéncia
de linfocitos T, provenientes do sangue periférico ou de precursores hematopoiéticos
geneticamente modificados (Blaese et al., 1995; Bordignon et al., 1995; Hoogerbrugge
et al., 1995). Embora resultados encorajadores fossem obtidos, nenhum dos ensaios
permitiu tratar as doencas. As razdes pelas quais uma cura definitiva do fen6tipo nao
foi evidenciada sao melhores compreendidas atualmente. Por exemplo, no caso da
terapia génica do déficit em ADA, a razdo principal do fracasso poderia estar
associada a fraca taxa de transdug¢do obtida. Estes resultados j& indicavam a
necessidade de se melhorar os métodos de transferéncia génica, bem como os vetores

em si (Kohn et al., 1998).

A década de 90 foi de modo geral desencorajadora em razdo do niimero
consideravel de ensaios clinicos efetuados sem um real sucesso. Finalmente, com a
chegada do ano 2000, os primeiros sucessos comec¢aram a se fazer presentes. Destes, o
mais impressionante foi a cura completa de trés pacientes portadores do déficit

imunitario SCID ligado ao cromossomo X (SCID-X: X-Linked Severe Combined
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Immunodeficiency) no Hospital Necker, Franca (Cavazzana-Calvo et al., 2000). A
metodologia utilizada foi proxima aquela empregada nos primeiros ensaios de terapia
génica, realizada no déficit em ADA, e consistia em reinjetar as ce€lulas tronco-
hematopoiéticas CD34+ isoladas a partir das amostras de medula 6ssea dos pacientes.
Estas células tronco eram modificadas geneticamente ex vivo através de um vetor
retroviral que codificava a cadeia comum yc do receptor da interleucina-2, necessaria
ao desenvolvimento linfocitario T (Cavazana-Calvo et al., 2000). O sucesso do
tratamento nos pacientes SCID-X foi alcangado gracas ao aprimoramento das técnicas
de transferéncia génica ex vivo a partir de células tronco hematopoiéticas e, ao
conhecimento da fisiopatologia da doenga, em particular a vantagem seletiva dos

progenitores linféides expressando o transgene durante o seu desenvolvimento.

O sucesso do tratamento dos pacientes SCID-X constitui uma prova do
principio da eficacia da terapia génica. No conjunto das aplicacdes, a eficacia da
transferéncia de gene parece entretanto limitada pela vetorizagdo do gene terapéutico
em fun¢do de cada aplicagdo (Pfeifer & Verma, 2001). Por exemplo, certas patologias
necessitam de uma expressdo a niveis normais do gene terapéutico, mas a longo prazo
(doencas genéticas), enquanto que outras necessitam de uma expressdo forte e
especifica do gene, mas de modo transitorio (expressao de um killer-gene em células
neoplasicas e sua aplicacdo na terapia génica do cancer). Progressos importantes foram
realizados nos ultimos dez anos, em relacdo i) a construgdo de novos vetores (0s
vetores lentivirais sdo o melhor exemplo), ii) aos métodos de producdo em grande
escala na auséncia de contaminagdes pelo virus selvagem, e enfim iii) sua validacao
em modelos animais. Além disso, as indicacdes terapéuticas sdo mais abrangentes, em
particular em relacdo as doengas genéticas raras nas quais a auséncia ou a insuficiéncia
dos tratamentos convencionais fazem da transferéncia génica uma alternativa
terapéutica promissora (Cavazzana-Calvo et al. 2001; Vigna & Naldini, 2000; Pfeifer
& Verma, 2001).

Existem trés elementos essenciais para realizar a transferéncia de um gene: o

gene, a célula alvo e o vetor.
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1.1. Gene

O gene a ser transferido deve ser conhecido, seqiienciado e clonado para ser
utilizado. Distinguem-se os genes marcadores e os genes de interesse terapéutico. Os
genes marcadores permitem revelar a exeqiiibilidade da transferéncia génica, assim
como avaliar a duracdo e a intensidade da expressao do transgene na célula alvo, como
por exemplo, o gene da B-galactosidase de Escherichia coli (Lac Z)*(Ferry et al.,
1991). O gene codificando para a GFP (Green Fluorescent Protein) ¢ igualmente
utilizado. Os genes de interesse terapéutico sdo aqueles que codificam uma proteina,
cuja sintese anormal ou ausente ¢ responsavel por uma doenca conhecida (por
exemplo: o gene codificando para o fator [X da coagulagdo, sua mutagdo ¢ a origem da

hemofilia B) (Kay et al., 1993)

1.2. Célula alvo

A célula alvo, como por exemplo o hepatdcito, permite a transcricdo do

transgene e sua expressao.

1.3. Vetor de transferéncia génica

Terceiro elemento da transferéncia génica, o vetor de transferéncia génica
serve como veiculo do transgene. A introducdo do gene sob a forma de DNA nu na
circulagdo sistémica, ou mesmo diretamente no 6rgao alvo, ¢ pouco eficaz, devido a

uma degradacao rapida do DNA (Forbes & Hodgson, 1997).

* Gene da B-galactosidase de Escherichia coli (gene Z): o operon da lactose nos colibacilos possui 3
genes estruturais: Lac Z, Lac Y e Lac A, os quais codificam, respectivamente, as enzimas [3-
galactosidase, permease e transacetilase. A enzima [-galactosidase catalisa a reacdo onde a lactose €
degradada, pela bactéria, em glucose e galactose.
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Diferentes tipos de vetores foram descritos, classificados em vetores nao virais

€ vetores virais.

1.3.1. Vetores nao virais

Os vetores ndo virais permitem a transferéncia de um gene na célula alvo,
através de métodos fisico-quimicos como a precipitacdo fosfocalcica (Dubensky et al.,
1984), o dextran (Gopal, 1985), o bombardeio de particulas (Yang et al., 1990), assim
como os liposomas (Versland et al., 1992). A eficacia dos vetores ndo virais, apesar da

tendéncia a melhorar, permanece inferior a dos vetores virais.

1.3.2. Vetores virais

Os vetores virais representam 70% dos vetores atualmente utilizados em
protocolos clinicos de terapia génica (Anderson, 2002). A origem dos vetores virais

sdo diversas: adenovirus, virus associados a adenovirus, retrovirus e, lentivirus.

a) Os vetores adenovirais

Os adenovirus constituem uma familia de virus subdividida em sete sub-
grupos (A-G) e com 47 tipos diferentes. Eles sdo muito freqilientes e sdo responsaveis
por infeccdes das vias respiratdrias superiores, gastro-enterites € conjuntivites. Os
adenovirus sdo virus nao envelopados. Seu genoma ¢ constituido por um DNA linear
fita dupla de 30-38 kb, o qual codifica de 30 a 40 genes divididos em dois grupos: os
genes de fase precoce (em particular £/4 e EIB, E2, E3 ¢ E4) e os genes de fase tardia
(essencialmente os genes de estrutura do virido) cuja transcricdo esta sob a

dependéncia dos genes transcritos na fase precoce. O DNA gendmico contém
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igualmente seqiiéncias repetidas invertidas nas duas extremidades — ITR (/nverted

Terminal Repeats).

O adenovirus se replica unicamente no nucleo da célula onde a transcri¢ao do
genoma viral ¢ regulada por transativadores virais, principalmente o gene E/4. A
replicacdo do DNA adenoviral ¢ dependente de proteinas celulares e virais (Volpers &

Kochanek, 2004).

Esses virus sdo capazes de infectar uma grande variedade de células,
independentemente da fase do ciclo celular — quiescentes ou em divisdo. Os primeiros
vetores adenovirais foram derivados dos virus tipo 2 e 5 (grupo C). Eles foram obtidos
substituindo-se a seqiiéncia do gene E14 pela seqiiéncia do transgene. Na auséncia do
gene E1A4, os genes de fase tardia ndo sdo traduzidos, o vetor ¢ entdo defectivo para a

replicacao.

A utilizagdo dos primeiros vetores permitiam unicamente a utilizagao de genes
de tamanho limitado (< 8kb). O desenvolvimento de vetores com um genoma viral
restrito permite hoje a inser¢ao de seqiiéncias de até 35 kb. Além disso, esses vetores

podem ser produzidos com titulos elevados e podem ser facilmente concentrados.

O DNA adenoviral nao se integra no genoma da cé¢lula alvo e permanece em
posi¢do extra-cromossOmica. A expressao do transgene ¢ transitoria, o DNA
recombinante se dilue ao longo das divisdes celulares subseqiientes. Esta diluigao ¢
acompanhada igualmente de uma resposta imune causando a destruicdo das células
transduzidas, e portanto, uma expressdo limitada do transgene (Kay et al., 2001;
Volpers & Kochanek, 2004). Efetivamente, um forte incoveniente dos vetores
adenovirias ¢ a resposta imune dirigida contra as proteinas virais, cuja expressao
persiste nas cé¢lulas transduzidas e que acarretada a rejeigao pelo organismo das células
transduzidas. Vetores de segunda e terceira geragao foram desenvolvidos (delecdo dos

genes E1, E2, E3 e/ou E4) para tentar minimizar a imunogenicidade.
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b) Os vetores derivados dos virus associado aos adenovirus

O virus associado ao adenovirus (Adeno-Associated Virus-AAV) ¢ um virus
ndo patogénico pertencente a familia dos parvovirus. A particula viral ndo envelopada
conttm o genoma viral sob a forma de um DNA linear fita simples de
aproximadamente 5 kb. Cada extremidade desse DNA linear ¢ formado por uma
seqiiéncia de 145 nucleotideos chamada ITR (/nverted Terminal Repeats) que formam
um grampo, indispensavel para o inicio da replicagdo do DNA viral pelas proteinas
celulares. O genoma contém dois genes: rep, cujas proteinas controlam a replicagdo, a
expressao e a integracao do virus e cap, que codifica as proteinas do capsideo. O AAV
¢ naturalmente defectivo para a replicacdo e tem necessidade para se multiplicar da
presenga de um virus helper, adenoviral ou herpético. Esses virus apresentam a
vantagem de poder infectar uma grande variedade de tipos celulares,

independentemente da fase do ciclo celular (Kay et al., 2001).

Contrariamente ao adenovirus, o genoma viral do AAV se integra no genoma
da célula hospedeira. No homem, esta inser¢ao ndo ¢ aleatdria, fazendo-se em um sitio
especifico situado no brago longo do cromossomo 19 (19p13-3qter) (Samulski et al.,
1991). Entretanto, os AAV recombinantes obtidos a partir do virus selvagem perdem a
capacidade de se integrar em um sitio especifico (Nakai et al., 2003). Essas diferentes
caracteristicas fazem do AAV um bom candidato para os vetores de transferéncia
génica. Somente as seqiiéncias ITR sdo necessarias em cis para a replicacdo,

encapsulacao e inser¢ao no genoma da célula transduzida.

Uma desvantagem ligada a utilizagdo dos AAV recombinantes s3o o tamanho

limitado da seqiiéncia que pode ser inserida nesses virus (< 9kb).

Estes vetores, apos um certo nimero de resultados encorajadores em modelos
animais, foram utilizados em protocolos clinicos para pacientes portadores de
hemofilia B (Snyder et al., 1999; Sarkar et al., 2004). Apesar da forte evidéncia da
expressao da proteina terapéutica no musculo, os niveis circulantes do fator IX foram

muito baixos (<2%) em todos os pacientes (Liu et al., 2004).
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Estudos in vivo no camundongo, rato e cachorro utilizaram o vetor AAV para
transduzir a retina desses animais. Resultados encorajadores foram obtidos, permitindo
assim o planejamento da abordagem em futuros ensaios clinicos para doengas
hereditarias comprometendo a retina, como por exemplo a retinite pigmentar (Rolling

et al., 2004).

c¢) Os vetores retrovirais

Os oncoretrovirus forneceram a base dos primeiros vetores virais de
transferéncia génica e sdo os mais utilizados. A grande maioria desses vetores ¢
derivada dos retrovirus da leucemia murina do tipo C, o virus de Moloney (MoMLV).
A principal caracteristica e vantagem desta familia ¢ a capacidade destes virus de
integrar seu material genético no genoma das células alvos, garantindo assim a

transmissao do transgene as células filhas, caso ocorra divisdo celular subseqiiente.

A fim de melhor compreender o principio de utilizagdo do vetor retroviral, nos

faremos uma revisdo sobre o retrovirus selvagem e seu ciclo.

c.1) Estrutura

A representacdo esquemadtica de um retrovirus selvagem ¢ mostrada na figura
1. Ele ¢ constituido de duas moléculas de RNA fita simples localizadas no capsideo
icosaédrico, onde estdo também as enzimas virais necessarias ao ciclo replicativo:
protease, transcritase reversa e integrase. O capsideo ¢ envolvido por um envelope
formado de glicoproteinas virais e de proteinas da membrana plasmatica da célula

hospedeira (Varmus,1988).
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FIGURA 1. Estrutura do retrovirus
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c.2) Genoma do retrovirus

O genoma do retrovirus contém seqiiéncias codificadoras de trés genes
denominados gag, pol e env que sdo responsaveis pela sintese de proteinas do capsideo
viral (GAGQG), das enzimas virais (POL) e das proteinas do envelope (ENV). O genoma
retroviral contém também outros elementos em cis, estes incluem: Long Terminal
Repeats (LTR), localizados nas duas extremidades do genoma. Os LTR sao
constituidos de trés regides, U3, R e US. Muitos dos elementos necessarios a
transcri¢ao do provirus (promotores e intensificadores) estdo localizados na regiao U3.
A regido R e U5 sdo necessdrias para a transcri¢do, bem como a regiao PBS (Primer-
Binding Site), localizada a jusante da regido U5, que ¢ perfeitamente complementar ao
RNA transportador (RNAt), e a regido PPT (Poly-Purine Tract) localizada a montante
da seqiiéncia env. Os LTR também contém seqiiéncias curtas, chamadas sitios de

ligacdo (att), os quais mediam a integragdo do DNA retroviral. O sinal de
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encapsulacdo y esta localizado entre PBS e gag. Ele permite a introdu¢do do RNA

genOmico na particula retroviral (Lois et al., 2001) (Figura 2).

FIGURA 2. Genoma do retrovirus
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As proteinas de estrutura (gene gag)

O gene gag permite a traducdo de um precursor protéico chamado GAG. Este
precursor ¢ encapsulado nas particulas virais, e depois clivado pela protease viral (PR).
Esta clivagem origina a formacgao de trés proteinas: as proteinas da matriz (MA), do

capsideo (CA) e do nucleocapsideo (NC).

As enzimas virais (gene pol)

As enzimas virais sao traduzidas a partir do RNAm gragas a uma mudanga no
quadro de leitura do gene gag. Isto conduz a sintese de um precursor GAG-POL, o
qual ¢ clivado pela protease viral para liberar as diferentes proteinas GAG e as
enzimas: uma protease (PR), a transcritase reversa (RT) e a integrase (IN). A protease
¢ indispensavel a clivagem dos precursores GAG-POL. A transcritase reversa ¢ uma
DNA polimerase que catalisa a retrotranscri¢do (ou transcri¢do reversa) na qual o
RNA fita simples ¢ transcrito em um DNA fita dupla. A integrase, a qual ¢ fixada nas
duas extremidades do DNA retro-transcrito, catalisa a integracdo do DNA viral no

genoma celular.
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As proteinas do envelope (gene env)

Como para outras proteinas virais, as proteinas do envelope sdo primeiramente
sintetizadas sob a forma de um precursor protéico posteriormente clivado. O precursor
das proteinas do envelope ¢ clivado por uma proteina celular do aparelho de Golgi. As
duas proteinas resultantes sdo: a glicoproteina de superficie (SU), proteina fortemente
glicosilada que contém os sitios de fixagdo aos receptores de membrana e, a proteina
transmembranaria (TM) que ¢ responsavel pela fusdo da particula viral com a célula,

apos a fixagdo no receptor celular.

Particulas virais

Os retrovirus sdao virus envelopados com cerca de 100 nm de didmetro. As
particulas virais sdo formadas por brotamento a partir da membrana celular e devem
sofrer uma etapa de maturagdo antes de se tornarem infecciosas. A maturagdo dos
virides € o resultado da clivagem dos precursores GAG e GAG-POL pela protease. A
liberagdo das diferentes proteinas sdo acompanhadas de uma condensagdo das
proteinas do capsideo, que formam entdo a parede externa do coro, dentro do qual se

encontram as enzimas virais, bem como o RNA associado ao nucleocapsideo.

c.3) Ciclo replicativo dos retrovirus

O ciclo replicativo dos retrovirus caracteriza-se pela: entrada na célula,
transcri¢ao reversa do genoma viral, integragdo sob a forma de um provirus na célula

hospedeira e formagao de novas particulas virais.

A entrada do retrovirus na célula inicia-se pela fixagdo da glicoproteina de
envelope SU a seu receptor celular especifico. Apds a fixagdo, as mudangas de

conformacao das glicoproteinas do envelope permitem a entrada do virus por fusdo
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direta com a membrana plasmatica da cé€lula ou por endocitose, conduzindo a
translocagdo do capsideo viral ao citoplasma. Inicia-se entdo um processo
extremamente complexo : a retrotranscri¢do ou transcri¢cao reversa, onde o RNA fita
simples ¢ transformado em DNA fita dupla. A transcricdo reversa ¢ catalisada pela

transcritase reversa.

O DNA fita dupla e as proteinas virais formam um complexo nucleoproteico
denominado PIC (Pré Integration Complex) (De Soultrait et al., 2002). A passagem do
complexo retroviral DNA-proteinas, do citoplasma ao nucleo, ¢ limitada pela
membrana nuclear da célula-alvo — este complexo mede aproximadamente 100 nm
enquanto que os poros da membrana nuclear medem 10 nm. E a desintegracio da
membrana nuclear durante a mitose que torna possivel a passagem do complexo
retroviral DNA-proteinas para o nucleo e a sua integracdo ao genoma da célula alvo

sob a forma de um provirus (Miller et al., 1990; Lewis & Emermam, 1994).

A integracdo ¢ mediada pela integrase viral. A integracdo ¢ aleatdria no
genoma da célula alvo, com entretanto uma preferéncia para as regides de fraca

condensacao da cromatina (Wu et al., 2003)

Os RNA mensageiros transcritos do genoma retroviral integrado constituirdo
os (i) RNA gendmicos dos futuros retrovirus, enquanto que (ii) outros serdao

traduzidos em enzimas e proteinas virais (Coffin et al., 1996).

A encapsulacao ¢ em seguida iniciada pela interagdo entre as proteinas do
capsideo e a seqiiéncia y. A reunido dos diferentes constituintes ¢ na face interna da
membrana citoplasmatica. O retrovirus ¢ liberado por brotamento da membrana
citoplasmatica, onde sdo acopladas as proteinas do envelope (Coffin et al, 1996)

(Figura 3).
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FIGURA 3. Ciclo replicativo do retrovirus
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c.4) Construgao de vetores retrovirais

Os vetores retrovirais sao obtidos substituindo-se as seqiiéncias trans, ou seja,
os trés genes virais (gag, pol e env) por um ou mais genes. O conjunto de seqiiéncias
cis, ou seja, as seqliéncias reguladoras necessarias para a encapsulagdo (seqiliéncia y),
a transcrigdo reversa (PBS, R, PPT) e a expressdao dos genes (LTR) sdo conservadas
(Figura 4). Quando somente um gene ¢ clonado, ele ¢ geralmente colocado sob o
controle transcricional dos LTR retrovirais, os quais constituem promotores fortes na
maioria das células. As vezes ¢ interessante clonar dois genes no mesmo vetor: um

gene de interesse e um gene marcador. O gene marcador (gene da B-galactosidade de
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E. coli, por exemplo) ¢ utilizado para selecionar as c€lulas tendo integrado o provirus.
Esta estratégia serve para enriquecer a populacdo de células transduzidas, originando

clones.
FIGURA 4. Estrutura gendmica do retrovirus selvagem e do vetor retroviral
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c.5) Producdo de vetores retrovirais: linhagens transcomplementares

Os vetores retrovirais sdo produzidos por linhagens celulares de encapsulagao.
Sdo linhagens celulares que sintetizam os produtos dos genes gag, pol e env,
permitindo assim a encapsulagdo dos vetores retrovirais. A selecdo de um clone
expressando uma forte concentracdo de proteinas virais permitiu a obtencao da
primeira linhagem transcomplementar. A linhagem utilizada foi a NIH3T3 (fibroblasto
de camundongo). Para obter-se as particulas virais ¢ necessario transfectar a linhagem
de encapsulagdo com a construcao retroviral e de selecionar um clone transfectado de
modo estavel. Este clone de cé¢lulas selecionado passa a ser a linhagem produtora de

retrovirus. Os vetores retrovirais sao liberados no meio de cultura celular (Figura 5).
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FIGURA 5. Produgao de vetor retroviral defectivo pela célula de encapsulacao
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(1) Os genes gag, pol e env (sem a seqiiéncia y) foram transfectados em uma linhagem celular de
encapsulagdo. As células expressam de modo estavel as proteinas virais que formam o capsideo, as
enzimas virais ¢ o envelope. Na auséncia do genoma viral, elas produzem somente particulas virais
vazias. (2) A célula de encapsulagdo ¢ transfectada com um plasmideo retroviral contendo o gene
(gene marcador ou de interesse), e as seqiiéncias cis necessarias a encapsulagao, a transcrigao reversa e
a integracdo. (3) Produgdo das particulas retrovirais defectivas encapsulando o RNA. Adaptado de
Davern & Scharschmidt (Davern & Scharschmidt, 1998).

O sobrenadante de cultura celular recolhido e contendo os vetores retrovirais
defectivos para a replicagdo sera utilizado para transduzir células alvos, como por
exemplo o hepatocito. A transducdo do hepatocito pelo vetor retroviral contendo o

gene que codifica o fator [X da coagulagdo sangiiinea ¢ mostrado na figura 6.
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FIGURA 6. Transdugao do hepatdcito pelo vetor retroviral contendo o gene que
codifica o fator IX da coagulacdo sangiiinea
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Estas primeiras linhagens de encapsulacdo sdo entretanto pouco seguras. De
fato, existe uma homologia entre a constru¢do transcomplementar e a construgao
retroviral ao nivel das seqiiéncias reguladoras e, um unico evento de recombinacao
pode ser suficiente para reintroduzir a seqiiéncia y no genoma defectivo e produzir
particulas virais competentes para a replicagdo (RCR — Replication Competent
Retrovirus). Para evitar este problema, novas linhagens de encapsulagdo foram
desenvolvidas. A primeira etapa consistiu em separar os genes gag € pol e env em dois
plasmideos diferentes (Danos & Mulligan, 1988). Nas ultimas geragdes de linhagens

de encapsulagdo (GP+env AMI12, FLYA13AM, FLYRDI18,GP+E86, TEL-CeB6AF7)
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os genes gag, pol e env sdo colocados sob a dependéncia de promotores diferentes
(Brenner & Malech, 2003). Nestas novas linhagens existe muito pouca homologia de
seqliéncias e, o risco de recombinagdo homologa ¢ considerado quase inexistente

(Merten, 2004).

A qualidade da linhagem produtora ¢ medida pelo titulo viral. O titulo viral -
numero de particulas virais infecciosas/mililitro de sobrenadante - ¢ avaliado em
linhagem celular estabelecida (freqlientemente a linhagens NIH3T3, 293T, HelLa e
Te671): o numero de células transduzidas permite estabelecer a titulacio do
sobrenadante. A medida do titulo depende de varios fatores: i) a proteina do envelope
utilizada pode pseudotipar os vetores virais, ii) a linhagem celular, iii) o protocolo de
transducao, iv) a sensibilidade da detecgdo das células transduzidas, v) o transgene e
seu nivel de expressdo. As linhagens de encapsulagdo que sdo amplamente utilizadas
permitem a obten¢ao de clones de células produtoras de vetores retrovirais, com titulos
de 107 a 10° particulas infecciosas por mililitro (pi/ml). O titulo viral permite definir a
multiplicidade de infeccao (MOI — Multiplicity of Infection). Ela corresponde ao

numero de particulas virais disponiveis para transduzir uma célula alvo.

As vantagens dos vetores retrovirais sao as seguintes: i) a principal € que eles
possuem a propriedade de integrar o seu genoma no genoma da célula alvo, o que
permite visar uma expressao estavel e a longo prazo do transgene, mesmo se a célula
transduzida se divide; esta caracteristica do vetor retroviral torna-o atrativo para
utilizd-lo em protocolos de terapia génica para doencas hepaticas metabolicas
hereditarias em criancgas; ii) sendo defectivos para a replicacdo, eles podem infectar

uma unica célula.

Os incovenientes dos vetores retrovirais sdo os seguintes: i) a obtencdo de
titulos de particulas retrovirais mais baixos (10%) em relagdo aos vetores adenovirais
(10" a 10'), ii) uma integragdo nio especifica do vetor retroviral pode eventualmente
acontecer em um gene supressor de tumor ou em um local suscetivel de ativagao de
um oncogene, iii) para os vetores retrovirais, a etapa limitante da transducdo, ¢ a

passagem do complexo retroviral DNA-proteina. E durante a mitose que ocorre a
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desintegracdo da membrana nuclear e, conseqlientemente, a passagem do complexo
retroviral no nucleo. E uma real limita¢do para a transducgdo in vivo no figado, pois os
hepatocitos sdo células tipicamente quiescentes. Para superar este obstaculo, os vetores
retrovirais s3o administrados durante a regeneragdo hepdatica induzida mais

freqiientemente por hepatectomia parcial, como veremos no item 3.

d) Os vetores lentivirais

Os lentivirus constituem uma sub-familia de retrovirus tendo vdrias
caracteristicas proprias. Esta familia possui seu nome (lenti-) devido a sua longa
incubacdo (varios meses, até anos) necessaria antes do aparecimento da doenga. O
grupo dos lentivirus incluem o grupo dos primatas: virus da imunodeficiéncia humana
(HIV-1 e 2) e simiana (SIV); e o grupo de ndo primatas: virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e bovina (BIV), o grupo ovino-caprino (CAEV-Caprine Arthritis
Encephalitis Virus) e o grupo eqiiino EIAV (Equine Infectious Anaemia Virus)
(Brenner & Malech, 2003).

d.1) Estrutura

Os lentivirus do tipo HIV-1 s3o constituidos de duas moléculas de RNA fita
simples. Eles possuem um envelope, cuja bicamada lipidica ¢ oriunda da membrana
plasmatica. A glicoproteina de envelope contém uma parte interna (gp 41) ou
glicoproteina transmembranaria TM, e uma parte externa (gp 120), ou glicoproteina de
superficie SU. A face interna do envelope ¢ preenchida com uma matriz protéica
constituida pela p17 (MA). O capsideo, em forma de cone, € constituido pela proteina
p24 (CA). No interior se encontra o RNA viral envolvido pela proteina do

nucleocapsideo (NC). A transcritase reversa ou RT, estd localizada no interior do
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capsideo, associada a uma integrase (IN, enzima necessaria a integracio do DNA no

genoma celular) e a uma protease (PR) (Figura 7).

FIGURA 7. Estrutura do lentivirus
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d.2) Genoma do lentivirus

Diferentemente dos oncoretrovirus, cujo genoma contém somente trés genes
(gag, pol, env), todos os lentivirus possuem trés ou seis genes adicionais que sdo
expressos a partir de RNAm multi-epissados. Uma tUnica das proteinas adicionais ¢

comum a todos os lentivirus: a proteina REV.
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O genoma do HIV (1 e 2) ¢ constituido por seis genes além de gag, pol, € env.
Entre os seis genes, dois codificam proteinas indispensaveis a replicacdo do virus in
vivo e in vitro (proteinas reguladoras: TAT e REV) e quatro codificam proteinas que
tém papel na patogenicidade in vivo do virus (proteinas acessoérias: VIF, VPR, VPU e
NEF) (Figura 8). As proteinas reguladoras agem na transcri¢do viral e na exportacao
nuclear dos RNAm virais via TAT e REV. A proteina TAT (Transcriptional
Activator) age como ativador da transcri¢ao, favorecendo a manutencao do complexo
de alongamento formado em torno da RNA polimerase II (Jeang et al., 1999). A
proteina REV (Nuclear RNA Export Factor) esta envolvida na exportacdo dos RNAm,
fixando-os ao nivel da seqiiéncia RRE (REV Responsive Element) (Pollard & Malim,
1998). As proteinas VIF, VPR, VPU e NEF participam em diferentes processos virais.
NEF (Negative Factor) tem um papel predominante na patogenicidade, controlando
negativamente o CD4 e as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
de classe I, bem como a estimulagdo da replicacao viral (Lundquist et al., 2002). VIF
(Virion Infectivity Factor) esta envolvido na infectividade viral e na formagdo dos
virides. VPU (Viral Protein) esta presente no HIV-1, mas ndo no HIV-2 (que expressa
outra proteina VPX). Sua expressdo favorece o brotamento dos virus na superficie das
células infectadas e a degradagdo do CD4. VPR (Viral Protein) contém um sinal de
localizacao nuclear. Esta proteina bloqueia a proliferagdo celular em fase G2. Este
bloqueio no ciclo celular tem por conseqliéncia um aumento na transcri¢ao a partir dos

LTR, e entdo um aumento da replicagdo viral.

FIGURA 8. Genoma do lentivirus
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d.3) Ciclo replicativo do lentivirus

A complexidade do genoma do HIV-1 se traduz por mecanismos virais
originais, ausentes nos retrovirus. Ao nivel da penetracao do virus na célula, o HIV-1
possui (como o MoMLV) um receptor celular, o CD4. Este, presente na superficie de
certos linfocitos T, de macréfagos e de determinadas células apresentadoras de
antigenos (CAA), ndo ¢ suficiente para a entrada do virus na célula. Os receptores de
quimiocinas CCRS5 ou CXCR4 sdo igualmente necessarios a fixacao da gp 120 e a
fusdo das membranas. Em rela¢do ao PIC (Pre Integration Complex), as proteinas da
matriz, a integrase € a transcritase reversa estdo envolvidas tanto para o HIV-1 como
para o MoMLV. Para o HIV-1, tem-se além destas, a VPR que possue, como a
integrase e a proteina da matriz, um sinal de localizagcdo nuclear. Esta proteina permite
a fixa¢dao do PIC ao complexo do poro nuclear. Esta fixacdo poderia assim permitir a
passagem do PIC através da membrana nuclear, o que ndo acontece com o MoMLV

(Le Rouzic et al., 2002)

d.4) Construcao de vetores lentivirais

A grande maioria dos vetores lentivirais utilizados em protocolos de terapia
génica sdo derivados do HIV-1 devido a um melhor conhecimento da biologia deste
lentivirus. Progressos foram realizados em terapia génica gracas ao desenvolvimento
dos vetores lentivirais, visando principalmente o tratamento de doengas hematoldgicas,
como por exemplo a hemofilia (Tsui et al., 2002). De fato, esses vetores t€m a
particularidade de poder transduzir eficazmente células quiescentes gragas ao seu
transporte nuclear ativo (Logan et al., 2002). Viarios tipos celulares refratdrios a
infeccao retroviral puderam ser transduzidos de maneira satisfatéria com os lentivirus
(hepatocitos, neurdnios, macrdofagos, células tronco-hematopoiéticas altamente

purificadas). A primeira geragdo de vetores lentivirais derivados do HIV-1 foi
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desenvolvida em 1996 (Naldini et al., 1996). Os vetores eram obtidos por co-
transfeccao de trés plasmideos contendo os elementos em trans € em cis necessarios a
producdo de particulas virais recombinantes nas c¢lulas produtoras. Diferentes fatores
determinam a probabilidade de eventos de recombinacdo entre as construcdes
utilizadas para produzir os vetores. Entre eles, o grau de homologia de seqiiéncias
entre o vetor ¢ o plasmideo de empacotamento, bem como a capacidade de
encapsulagdo dos diferentes RNA. Na realidade, a recombinacdo se produz
preferencialmente durante a etapa de transcrigdo reversa, € necessita que os diferentes
tipos de RNA sejam co-encapsulados nas particulas virais. Para reduzir o nimero de
seqliéncias virais € com isso 0 risco de recombinacdes homologas, varios elementos
lentivirais foram omitidos e substituidos por seqiiéncias heterdlogas. Estas incluem
modificagdes de seqiiéncias em cis tais como a substituicdo do LTR (Long Terminal
Repeat) por um promotor heterdlogo e a delecdo do sinal de encapsulagdao (y). O
envelope ¢ também deletado em todas as constru¢des virais e substituidos por

glicoproteinas virais exdgenas (vetor pseudotipado) (Delenda, 2004).

Uma estratégia importante para melhorar a seguranga ¢ eliminar do plasmideo
de empacotamento todos os genes virais ndo essenciais. O genoma do HIV ¢
complexo, pois além das proteinas de estrutura, ele contém dois genes reguladores (fat
e rev), cujos produtos sao necessarios a expressao, € quatro genes acessorios (vif, vpr,
vpu ¢ nef) ndo essenciais a replicagdo, mas importantes na patogenicidade (Cullen,
1998). Estas seqiiéncias, no inicio mantidas nos plasmideos de empacotamento de
primeira geracao (Naldini et al., 1996), foram em seguida inativadas ou deletadas,
gerando sistemas de empacotamento de segunda geracdo. Esses vetores de segunda
geracao, produzidos a partir desses sistemas multi atenuados, mostraram uma eficicia
similar aos de primeira gera¢ao na transdugdo de células in vitro e in vivo (Zufferey et
al., 1997). Um novo passo foi dado em relacio a seguranga, eliminando-se as
seqliéncias da proteina TAT. Gracas a sua propriedade de ativador transcricional, TAT
tem um papel crucial na replicacdo do HIV. A substituicdo do promotor HIV enddgeno

situado na regido LTR 5° do vetor por promotores constitutivos fortes (SV40, CMV)
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permite a producao de uma quantidade suficiente de RNA, mesmo na auséncia de TAT
(Kim et al., 1998). Por outro lado, Dull e colaboradores desenvolveram um sistema de
terceira geragdo, no qual a proteina REV era produzida por um quarto plasmideo, o
que diminui ainda mais a probabilidade de formagdo de Replication Competent

Lentivirus (LCR) por recombinacao (Dull et al., 1998).

A seguranga dos vetores lentivirais foi ainda aumentada pela geracao dos
vetores SIN (Self-Inactivating). Essas construgdes, caracterizadas pela delecao de uma
parte da regido U3 do promotor endogeno, inativam a expressao do LTR em 5’
(Miyoshi et al., 1998). Os vetores lentivirais SIN podem ser produzidos sem perda do
titulo infeccioso, e permitem niveis de expressdo elevados dos transgenes por
intermédio de promotores internos, os quais podem ser de natureza constitutiva ou
tecido-especifico. Entretanto, o risco de recombina¢do com um retrovirus endégeno ou
outras seqiiéncias génicas do hospedeiro deve ser considerada (Naldini et al., 1996).
Foi demonstrado que a infectividade dos vetores HIV pseudotipados com o envelope
selvagem era claramente inferior ao do virus enddgeno (Aiken, 1997). A inser¢ao da
seqiiéncia cPPT (Central Purine Tract) do HIV nos vetores lentivirais restaura a
infectividade das particulas (Zennou et al., 2000). No contexto dos vetores virais, a
introducao da seqiiéncia cPPT aumenta fortemente o nivel de DNA proviral integrado
no genoma do hospedeiro, aumentando a translocagdo nuclear (Charneau et al., 1994;
Van Maele et al., 2003). Esta construcdo pode transduzir eficazmente hepatocitos,
células apresentadoras de antigenos e linfocitos T, mostrando assim o seu potencial na
utilizacdo em doengas hepaticas e hematologicas (VandenDriessche et al., 2002)

(Figura 9).
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FIGURA 9. Representacao esquematica das construg¢des lentivirais derivadas do HIV-
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d.5) Produgdo de vetores lentivirais

A transfeccdo transitéria ¢ o método atualmente mais empregado para a
producdo de vetores lentivirais. Ela baseia-se na co-transfeccdo de plasmideos que
codificam os elementos necessarios em cis € em trans para a producao dos vetores
(proteinas de estrutura, RNA viral e proteinas do envelope). Esses elementos sdo
fisicamente separados, a fim de diminuir os riscos de recombinagdo e produgao de

Replication Competent Lentivirus (LCR).

A linhagem celular mais empregada ¢ a 293T. Estas células possuem o poder

de ser transfectadas facilmente (Figura 10).

Como para os vetores retrovirais, varias equipes tentaram desenvolver
linhagens produtoras estaveis de vetores lentivirais HIV-1. A vantagem de tais
linhagens ¢ a praticidade (reprodutibilidade, caracterizagdo precisa) € a economia (em
termos de producdo de plasmideo). A utilizacdo da glicoproteina de envelope do virus
da estomatite vesicular (VSV-QG), classicamente utilizada para pseudotipar os
lentivirus, € citotoxica (Burns et al., 1993). Somente as linhagens nas quais a
expressao da proteina VSV-G esta sob a dependéncia de um promotor induzido (por
exemplo o sistema fet on/tet off da tetraciclina ou doxiciclina) podem ser mantidas em

cultura (Corbeau et al., 1996; Klages et al., 2000).

A utilizacdo de proteinas de envelope estaveis (VSV-G, RD114, GALV)
permite aumentar o titulo das preparacdes lentivirais por ultracentrifugacdo (Burns et
al., 1993; Verhoeyen & Cosset, 2004). Técnicas de purificagdo das preparacoes virais
por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) permitem a obten¢do de uma melhor

eficacia de transdugdo, provavelmente por eliminar as substancias citotoxicas (Yamada

et al., 2003).

A utilizagdo de vetores virais em protocolos clinicos necessita de uma
caracterizagdo baseada essencialmente na determinacao do titulo viral e auséncia de

particulas infecciosas (virus competente para a replicacdo, micoplasmas, bactérias). A
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titulacao das particulas virais contidas em uma preparacao baseia-se na determinagdo
do nimero de particulas virais fisicas (totais) e infecciosas. A quantificacdo das
particulas totais se faz através da dosagem da proteina p24 do capsideo viral pelo
método ELISA. Esta técnica possui a vantagem de ser altamente padronizada, e
validada em clinica para a pesquisa do HIV. Diferentes técnicas permitem determinar
o titulo infeccioso, todas baseadas na detec¢ao do vetor dentro das células infectadas.
Se o vetor expressa um gene marcador ou um gene de selecdo (resisténcia a uma
droga, por exemplo), a detec¢do das c€lulas transduzidas torna-se facil. As células sdo
infectadas por dilui¢des seriadas do sobrenadante viral. Posteriormente, o transgene ¢
pesquisado: (i) degradagao do substrato X-gal para o gene que codifica B-galactosidase
de E. coli ou, (ii) por citometria de fluxo (detec¢do da proteina GFP, Green
Fluorescent Protein, para o gene que codifica esta proteina). Em compensagao, se o
vetor ndo expressa um gene marcador, a quantificacdo das particulas infecciosas ¢
realizada por PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa ou Southern Blot (Sastry
et al., 2002).

A utilizagdo clinica destes vetores deve sofrer um controle da auséncia de
lentivirus competente para a replicacdo. O teste principal utilizado para este fim
consiste em cultivar células mononucleadas do sangue periférico infectadas pelas
preparacdes virais. O decréscimo ao longo do tempo, da quantidade de p24, indica a

auséncia de virus competentes para a replicacao (Escarpe et al., 2003).



FIGURA 10. Produgao transitéria de vetores lentivirais
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As principais caracteristicas dos vetores virais estdo resumidas na tabela 1.

TABELA 1. Caracteristicas dos vetores virais

Vetor Tropismo, integracio, expressio Desvantagens Transgene
AV Células em divisdao ou ndo Reagdes inflamatorias e <35kb
(DNA) Posi¢ao episomal imunes

Expressdo transitoria

AAV Células em divisdao ou ndo Possivel mutagénese <9kb
(DNA) Posi¢do episomal ou integragdo insercional
aleatoria

Expressao estavel se integrado

RV Celulas em divisdao Possivel mutagénese <8kb
(RNA) Integracdo aleatoria insercional
Expressao estavel

LV Células em divisdao ou ndo Possivel mutagénese <10 kb
(RNA) Integragdo aleatoria insercional
Expressao estavel Risco de recombinagdo
com o HIV

AV: adenovirus; AAV: virus associado ao adenovirus; RV: retrovirus; LV: lentivirus

1.3.3. Regulacao da expressdo de vetores virais

a) Expressao induzida do vetor viral

A regulacdo da expressao de um transgene nas células alvos deve ser
considerada quando a proteina expressa pode ser toxica (exemplo do envelope VSV-G,
descrito anteriormente). Sistemas de vetores com expressao induzida foram
construidos utilizando a mesma estratégia desenvolvida para as linhagens
transcomplementares, ou seja, a incorporacdo do promotor induzido (fet on / tet off)
pela tetraciclina (Ogueta et al, 2001; Vigna et al., 2002). Estes promotores permitem a

regulacao temporal da expressao do transgene in vitro e in vivo.
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b) Expressao tecido-especifica

A restricao da expressdao de um transgene em um determinado tecido ou tipo
celular ¢ um fator primordial para determinados estudos envolvendo proteinas que,
expressas de modo ndo controlado, podem ser toxicas ou desregular os mecanismos
celulares. Existem duas abordagens para restringir a expressao do transgene em um
tecido especifico: i) restringir a infec¢do celular, modificando o tropismo da particula
viral, principalmente as proteinas do envelope, no caso dos retrovirus e lentivirus. Esta
abordagem ¢ interessante, no caso da inje¢do in vivo dos vetores; i) limitar a
expressao do vetor em um dado tecido (alvo transcricional) gracas ao emprego de
promotores especificamente ativados em um tipo celular diferenciado. Esta ultima
possibilidade impede a ativagdo em cis de genes situados na proximidade do sitio de
integracao por um promotor ubiquitario forte (principalmente um promotor de origem
viral). A expressao a partir de um promotor interno, sem interferéncia com os LTR,

acarretou o desenvolvimento de varios vetores lentivirais tecido-especificos.

Assim, uma expressao especifica em células apresentadoras de antigenos, em
linfocitos T CD4+, em eritrocitos, em células prostaticas, em hepatocitos, puderam ser
obtidas gracas aos promotores respectivos dos genes: HLA-DR, CD4, -globina, PSA
(Prostate Specific Antigen) e albumina (Yu et al., 2001; Cui et al., 2002; Follenzi et al.,
2002; Logan et al, 2002; Marodon et al., 2003).

1.4. Estratégias de transferéncia génica

Duas abordagens sdo utilizadas para a transferéncia génica no figado: (i) in
vivo, na qual a administracdo dos vetores virais ¢ feita diretamente no parénquima
hepatico (Dubensky et al., 1984); no fluxo sanguineo da veia porta (Ferry et al., 1991)
e/ou da artéria hepatica (Gerolami et al., 1998) ou; na via biliar (De Godoy et al.,

1999); sendo que a etapa de transferéncia génica se produz in vivo; (if) ex vivo, onde
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os hepatocitos sdo isolados de um lobo hepatico, geneticamente modificados em
cultura celular e entdo transplantados no proprio doador (transplante autélogo) ou em
outro receptor (transplante alogénico). O autotransplante de hepatdcitos geneticamente
modificados foi realizado em modelos experimentais, tal como o coelho Watanabe,
modelo animal da hipercolesterolemia familiar (Wilson et al., 1990). Posteriormente,
estes resultados conduziram a realizagdo de um protocolo clinico no homem

(Grossman et al., 1995)

1.5. Transferéncia génica no figado

A revisdao abaixo sera dedicada aos vetores virais administrados in vivo:

adenovirus, AAV, retrovirus e lentivirus.

1.5.1. Vetores adenovirais

Os vetores adenovirais ganharam consideravel interesse pela capacidade em
infectar hepatdcitos quiescentes, em niveis elevados (Li et al., 1993). Entretanto a
expressao do transgene € transitoria, devido a eliminacao dos hepatdcitos transduzidos
pela resposta imune citotoxica. A resposta imune foi principalmente dirigida contra
proteinas adenovirais embora a resposta contra a proteina codificada pelo transgene
também estava presente (Jooss et al., 1998). A resposta humoral ndo ¢ observada apods
a transferéncia génica de vetores hépato-especificos (Apolipoproteina A-1) (De Geest
et al., 2003). Protocolos experimentais foram desenvolvidos para superar a rejei¢ao
imune. A modulagdo do sistema imune do receptor foi estudada, testando-se varios
tratamentos imunoreguladores, tais como a ciclofosfamida, FK506, CTLA4Ig
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4; CDI152), etc. Estes imunossupressores sao

capazes de impedir a resposta imune transitoriamente (Yang et al., 1996; Kay et al.,
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1997). Uma outra estratégia para reduzir a resposta imune foi a modificagdo do proprio
vetor através da delecdo de varios genes virais (Schiedner et al., 1998), ou
administracdo subseqiientes de vetores de diferentes sorotipos (Morral et al., 1999)
Estas estratégias forneceram resultados encorajadores em termos de duracdo da

expressao do transgene.

1.5.2. Vetores AAV

Estes vetores sdo desprovidos de todos genes virais, e conseqiientemente nao
induzem resposta imune viral. Um estudo recente em hemofilia B, demonstrou que
esses vetores podem induzir tolerancia a proteinas estrangeiras apds transducgdo
hepatica (Mingozzi et al., 2003). Entretanto, ap6s a transdugdo, a apresentacao dos
epitopos do transgene pelas moléculas do CPH de classe I pode ocorrer, resultando em
resposta imune (Sarukhan et al., 2001). A administracao intravenosa de vetor AAV2, o
qual codifica a proteina humana a-galactosidase A sob o controle transcricional de um
promotor hépato-especifico, permitiu um nivel significativo da expressao da proteina
em camundongos Fabry. Além disso, a expressdo hepatica da proteina manteve-se
estavel por um periodo de doze meses, € a mesma foi associada com a reducao da

resposta imune (Ziegler et al., 2004).

1.5.3. Vetores retrovirais

Em 1991, foi demonstrado que, 24 horas apo6s hepatectomia parcial no rato,
vetores retrovirais administrados na veia porta transduziram 5% dos hepatocitos (Ferry
et al., 1991). Posteriormente, a mesma técnica aplicada em cachorros permitiu a
transdugdo de 1% dos hepatdcitos (Cardoso et al., 1993). Visando-se uma futura
aplicagdo clinica, era necessario aumentar a taxa de transducdo hepatocitaria para

poder mudar a expressao fenotipica de um déficit enzimatico. A transducgdo eficiente
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dos hepatdcitos foi entdo demonstrada por De Godoy et al. perfundindo o figado de
rato com vetores retrovirais administrados através do trato biliar, obtendo taxa de

transdugdo hepatocitaria de 58,7 = 23,6% (De Godoy et al., 1999).

A seguir, um outro obstidculo também superado foi evitar toda e qualquer
disseminacdo extra hepdatica dos vetores retrovirais durante sua administracdo in vivo,
o risco constante sendo o de transduzir células da linha germinal e mudar o patriménio
genético constitucional do individuo, quando da futura aplicagdo clinica. O modelo pré
clinico desenvolvido por De Godoy et al de exclusdao completa da circulagao vascular
esplancnica e sistémica do figado de rato perfundido in vivo-in situ permitiu obter
taxa de transducao hepatocitaria de 35% demonstrando que (i ) a captagdo total do
vetor retroviral ndo se realiza em uma Unica passagem pelo parénquima hepatico e (ii )
a taxa de transducdo hepatocitaria esta relacionada com a titulagdo viral e ela ¢
limitada pela atividade mitdtica dos hepatédcitos (De Godoy et al., 2000). Outros
métodos para induzir a regeneragdo hepatica (tais como a administragdo de fatores de
crescimento, substincias toxicas e tri-iodotironina) foram também utilizados com
sucesso, para permitir a transdugao de hepatocitos, usando vetores retrovirais (Forbes

et al., 2000; Pichard et al., 2001).

Entretanto, a expressdo do transgene a longo prazo, quando da utilizagdo de
vetores retrovirais concentrados, ¢ impedida por uma resposta imune dirigida contra a
proteina codificada pelo transgene (Izembart et al., 1999; Aubert et al., 2002). A
expressao do transgene desaparece do figado em menos de trés semanas. O decréscimo
da expressao do transgene ndo ¢ devida a perda da atividade do promotor, uma vez que
analises (por Polymerase Chain Reaction -PCR) do DNA hepatico revelam o
desaparecimento do transgene. Entretanto, uma inflamacdo do parénquima hepatico
estava presente e correlacionada com o aparecimento de linfocitos T citotoxicos
dirigidos contra a proteina codificada pelo transgene. A eliminacao dos hepatocitos
transduzidos ndo ocorre quando os ratos foram tratados com anticorpos anti-CDS8
(Aubert et al., 2002). Posteriormente, a eliminacao dos hepatocitos [-galactosidase

positivos ndo acontece em ratos transgénicos para a P-galactosidase. Uma vez que
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estes ratos sdo tolerantes em relagdo a f-galactosidase, mas ndo para qualquer outra
proteina viral, esta observagao demonstrou que o alvo da resposta imune era a proteina
codificada pelo transgene. Observou-se também que a resposta imune citotoxica foi
acompanhada de anticorpos, indicando uma resposta imune humoral nesses ratos. A
mesma constatacdo foi observada em camundongos transgénicos para a proteina GFP,
cujo figado foi previamente transduzido por um vetor retroviral GFP (Follenzi et al.,
2004). Uma tolerancia permanente a [-galactosidase pode ser alcancada usando
unicamente o CTLA-4lg (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, CD152), quando a
secrecao permanente da molécula ¢ obtida via transferéncia génica mediada por um

vetor adenoviral (Puppi et al., 2004).

A resposta imune pode ser causada pela infec¢do das células apresentadoras de
antigenos apds a administragcdo do vetor (Song et al., 1997), bem como a apresentagao
cruzada (“cross presentation”) da proteina codificada pelo transgene, contaminando o
sobrenadante viral. A fim de esclarecer ambos problemas, a purificagio do
sobrenadante viral, através da passagem em coluna de afinidade foi realizada,
diminuindo assim a quantidade de proteina suscetivel de induzir resposta imune via
“cross presentation”’. Ainda no mesmo trabalho, a injecao viral foi feita apos completa
exclusdo vascular do figado a fim de eliminar a infec¢do das células apresentadoras de
antigenos, localizadas fora do figado. Ambas purificagdo da preparagdo viral e
exclusdo vascular do figado foram necessarias para impedir parcialmente a resposta

imune (Podevin et al., 2004).

Analisados juntos, todos esses resultados indicam que a resposta imune contra
a proteina codificada pelo transgene prejudica a eficiéncia da transferéncia génica in

vivo no figado (Nguyen & Ferry, 2004)
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1.5.4. Vetores lentivirais

Recentemente, a eficacia dos vetores virais em transduzir hepatdcitos in vivo
foi avaliada. Esse vetor ¢ capaz de transduzir células quiescentes, incluindo
hepatdcitos. Uma barreira espécie-especifica na fase precoce da infec¢do pelo HIV-1,
em hepatocitos de roedores, podem explicar a baixa infecciosidade dos vetores
lentivirais nesta espécie (Nguyen et al., 2002). A estimulagdo dos hepatocitos para
entrarem em ciclo celular, e a inclusdo da seqliéncia “Central Poly Purine Tract”
(cPPT) melhoram a transduc¢do no figado (Park et al., 2000). Entretanto, a respota
imune contra a proteina codificada pelo transgene ¢ observada quando grandes
quantidades do vetor sdo administradas nos modelos animais, impedindo a expressao
do transgene a longo prazo. Fez-se necessario entdo a utilizacdo de promotores hépato-
especificos com o intuito de impedir a resposta imune apds a administragao in vivo dos

vetores lentivirais em camundongos deficientes para o fator IX da coagulacao

(Follenzi et al., 2004).



53

2. Doencas metabolicas hereditarias do figado

O figado ¢ o local de numerosas sinteses protéicas, e conseqiientemente de
anomalias ou deficiéncias enzimaticas. Assim, a transferéncia génica no figado poderia
representar uma alternativa terapéutica ao transplante hepatico, para tratar
geneticamente as manifestacdes clinicas de determinadas doengas metabolicas,
principalmente as (i) causadas por um deéficit monogénico, (i) aquelas cuja base
molecular ¢ bem conhecida e (7ii) cuja corre¢ao, mesmo que parcial da deficiéncia
enzimatica poderia melhorar a expressdao clinica da doenca (Davern 1J &
Scharschmidt, 1998). De fato, para a maioria das deficiéncias enzimaticas, as
manisfestagdes clinicas acontecem somente quando a atividade enzimdatica ¢
gravemente reduzida, uma vez que 5 a 25% de uma atividade enzimatica normal
protege freqiientemente das manifetagcdes clinicas. Um exemplo ¢ representado pela
hemofilia B, a qual resulta de um déficit do fator IX da coagulacdo. Os individuos que
possuem menos de 1% da atividade normal do fator IX correm um risco importante de
hemorragia espontanea; os que possuem de 1 a 10%, correm um risco menor ou
moderado, e os que tém entre 10 e 20% podem nao ter nenhuma manifestagdo clinica

(Kay & Woo, 1994).

A transferéncia génica no figado, no homem parece possivel por duas razdes:
(i) por um lado, a cultura de hepatocitos permite estudar in vitro a transferéncia génica
no hepatocito e (ii) a cirurgia hepatica permite, com um risco limitado, de planejar
procedimentos que podem facilitar a transferéncia génica no figado. Antes da
aplicagdo clinica, a transferéncia génica deve provar sua eficacia e sua inocuidade em

modelos experimentais.

As doengas hepdticas metabodlicas hereditarias, cujas deficiéncias enzimaticas
e/ou o comprometimento do figado secundario a doenga, e que sdo indicacdes

potenciais de transplante hepatico sdo mostradas na tabela 2.
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TABELA 2. Indicacdes de transplante hepatico para doenca hepatica metabdlica
hereditaria

Doencas metabdlicas por lesdo direta do figado

Doenca Proteina Deficiente
Déficit em a 1-antitripsina o 1-antitripsina
Tirosinemia hereditaria Fumaril aceto-acetato hidrolase
Doenga de Wilson Ceruloplasmina
Galactosemia Galactose-1-fosfato-uridil transferase
Glicogenose tipo | Glucose-6-fosfatase
Glicogenodse tipo IV a 1,4 glican-6-glicosil transferase
Protoporfiria Porfobilinogénio desaminase
Mucoviscidose CFTR
Mucopolissacaridose tipo IV B-glucuronidase

Doencas metabdlicas causando complicacdes extra-hepaticas graves

Doenca Proteina Deficiente
Hiperoxaluria tipo I Alanina-glioxilato-amino-tranferase peroxisomal
Hipercolesterolemia familiar Receptor do LDL-colesterol
Crigler-Najjar tipo I Bilirrubina-uridina-difosfato-glucuronil transferase
Hemofilia A Fator VIII
Hemofilia B Fator IX
Déficit em proteina C Proteina C
Doencas do ciclo da uréia Ornitina transcarbamilase

Arginosuccinato sintetase

Adaptado de Bernard et al., 1988, Esquivel et al., 1988, Panis et al., 1996.

2.1. Doencas metabdlicas letais por lesao direta do figado

Entre as doencas hepaticas metabodlicas hereditrias, existe um primeiro grupo
em que a anomalia enzimatica acarreta precocemente uma hepatopatia grave,

evoluindo para cirrose e expondo ao risco de carcinoma hepatico.

Nas doencas metabdlicas por lesdo direta do figado, no estado de cirrose,
somente o transplante hepatico parece hoje possivel para seu tratamento. O transplante
hepatico permite restaurar a atividade enzimadtica ausente e substituir o figado doente,

cuja cirrose ¢ responsavel pela sintomatologia. De fato, ndo ¢ racional esperar um
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efeito terap€utico importante da transferéncia génica, em presenga de lesdes
constituidas de cirrose. Somente um diagndstico precoce da doenga poderia permitir a
eficacia de tal tratamento, como demonstrado no modelo da tirosinemia hereditaria

humana do tipo I.

O camundongo, cujo gene que codifica a fumaril-aceto-acetato-hidrolase foi
inativado, ¢ o modelo animal da tirosinemia hereditaria humana do tipo I. Esta doenca
de transmissdo recessiva autossOmica se caracteriza nos recém-nascidos de duas
maneiras: por uma insuficiéncia hepatocelular aguda rapidamente mortal durante os
primeiros meses de vida, ou por uma cirrose freqlientemente associada a um
raquitismo, na segunda metade do primeiro ano de vida, a qual expde a um risco
elevado de carcinoma hepatocelular. A enzima deficiente, a fumaril-aceto-acetato
hidrolase, estd presente principalmente no figado e nos rins (Bernard et al., 1988).
Utilizando o modelo do camundongo mutado para o gene da fumaril-aceto-acetato
hidrolase, Overturf et al. (Overturf et al., 1996) demonstraram uma vantagem seletiva
in vivo dos hepatocitos que expressavam a fumaril-aceto-acetato hidrolase (hepatdcitos
normais) em relacdo aos hepatdcitos deficientes. De fato, a auséncia da atividade da
fumaril-aceto-acetato hidrolase acarreta o acimulo de metabdlitos toxicos para os
hepatocitos, o que explica a estimulagdo permanente da regeneragdo hepatocitaria.
Durante esta estimulagdo, os hepatdcitos normais t€ém uma vantagem seletiva em
relagdo aos hepatdcitos deficientes em fumaril-aceto-acetato hidrolase. Apods o
transplante no baco do camundongo mutado, os hepatdcitos normais foram capazes de
repovoar mais de 80% do figado de origem. O nimero minimo de hepatdcitos normais
necessarios para repovoar mais de 50% do figado mutado foi de somente 1000. Neste
mesmo trabalho, Overturf et al. também mostraram que os hepatocitos deficientes
transduzidos in situ por vetores retrovirais codificando o gene da fumaril-aceto-acetato
hidrolase humana tinham uma vantagem seletiva em relagdo aos hepatdcitos
deficientes ndo transduzidos. Dois meses apos a injecdo dos vetores retrovirais na veia
porta, a selecdo in vivo tinha induzido uma repopulagdo de mais de 90% do figado,

com expressao da fumaril-aceto-acetato hidrolase normal (Overturf et al., 1996).
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O principio da selecdo in vivo no modelo experimental da tirosinemia
hereditaria do tipo I foi baseada na (i) vantagem de crescimento dos hepatdcitos
normais em relacdo aos hepatocitos deficientes da enzima, (ii) regeneracdo hepatica
permanente ligada ao acimulo de metabolitos toxicos para os hepatocitos deficientes

da enzima, mas ndo para os hepatocitos normais.

A mesma equipe (Overturf et al., 1998) também mostrou que os hepatdcitos
isolados do figado do camundongo mutado para o gene da fumaril-aceto-acetato
hidrolase podiam ser transduzidos por vetores retrovirais contendo o gene da fumaril-
aceto-acetato hidrolase, em cultura celular. Apds injecdo no bago, os hepatocitos
transduzidos migravam para o figado e possuiam também uma vantagem seletiva em
relagdo aos hepatocitos deficitarios da enzima, sendo capazes de repovoar mais de
85% do figado. O principio da repopulacao do figado pela vantagem seletiva pode ser
aplicado a outros modelos animais de doencas metabdlicas e, pelo menos em teoria,
em uma possivel aplicacdo clinica nas doencgas metabolicas letais por lesdo direta do

figado.

2.2. Doencas metabolicas expondo a complicagdes extra-hepaticas

Um segundo grupo ¢ caracterizado por manifestagdes extra-hepaticas graves,
ameacando por vezes o prognodstico vital, porém sem manifestagdes hepaticas
associadas (Tabela 2). Nesse segundo grupo de doengas metabdlicas, devido a um
déficit monogénico, cuja base molecular ¢ bem conhecida e uma corre¢do, mesmo que
parcial do déficit enzimatico, poderia melhorar a expressdo fenotipica da doenca, a
transferéncia de um gene no figado poderia representar uma alternativa terapéutica, em
particular ao transplante hepatico, para tratar geneticamente as manifestacdes clinicas
destas doengas metabolicas (Ledley, 1990; Horwich, 1991; Ledley, 1993; Davern &
Scharschmidt, 1998). Dentre estas doencgas, existem as formas hereditarias de

hiperbilirrubinemias: sdo as sindromes de Crigler-Najjar tipo I e II, e a sindrome de
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Gilbert. Especialmente a sindrome de Crigler-Najjar tipo [ possui modelo

experimental: o rato Gunn (Gunn, 1938).

2.2.1. Sindrome de Crigler-Najjar

a) Descrigao

A sindrome de Crigler-Najjar (CNS) ¢ caracterizada por hiperbilirrubinemia
nao conjugada desde o nascimento (Crigler & Najjar, 1952). A sindrome de Crigler
Najjar do tipo I resulta de deficiéncia completa da enzima bilirrubina-uridina-
difosfato-glucuronil transferase (B-UDPGT1Al). Por outro lado, a sindrome de
Crigler-Najjar do tipo II, caracteriza-se por uma deficiéncia parcial da enzima (Seppen
et al., 1994). Essas sindromes sdo causadas por lesdes genéticas em qualquer um dos 5
éxons ou em outras regides do gene. A freqii€ncia génica para a sindrome de Crigler-
Najjar do tipo I ¢ estimada em 1:1000. A real incidéncia da sindrome de Crigler-Najjar

no mundo ¢ desconhecida. (Kadakol et al., 2001).

O defeito genético que causou a sindrome de Crigler-Najjar tipo 1 foi
identificado em 1992 (Bosma et al., 1992; Ritter et al., 1992). Posteriormente, as
mutagdes para a sindrome de Crigler-Najjar tipo II foram também identificadas
(Bosma et al.,, 1993). Desde entdo, mais de 35 mutagdes diferentes tém sido
identificadas na sindrome de Crigler-Najjar tipo I ¢ 18 na tipo II (Kadakol et al., 2001).
A heranca da sindrome de Crigler-Najjar tipo I e II ¢ do tipo autossoOmica recessiva. A
analise genética dos pacientes portadores da sindrome de Crigler-Najjar tipo [ mostra a
presenca de um codon stop ou uma delecdo em seqiliéncias codificadoras do gene

UDPGT]I.
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b) Sinais clinicos e tratamento

Anteriormente ao uso da fototerapia, a sindrome de Crigler-Najjar tipo I era
letal, e a mortalidade acontecia entre um e dois anos de idade. Em pacientes portadores
da sindrome de Crigler-Najjar tipo I, os valores séricos de bilirrubina excedem 350 uM
e na bile pode-se encontrar apenas tracos de bilirrubina conjugada (Sinaasappel &

Jansen, 1991).

A toxicidade da bilirrubina ao sistema nervoso central depende da interagao
complexa de varios fatores: niveis séricos de bilirrubina e albumina, capacidade de
ligacdo da bilirrubina a albumina, capacidade de penetracao da bilirrubina no cérebro e
vulnerabilidade das células cerebrais aos efeitos toxicos da bilirrubina. A
hiperbilirrubinemia pode causar um amplo espectro de disfun¢ao neurologica, desde a
encefalopatia transitoria até a instalacdo do kernicterus, com seqiielas clinicas
permanentes, sendo estas, uma séria complicacdo da sindrome de Crigler-Najjar tipo I
e II. O kernicterus caracteriza-se por necrose dos ntcleos do tronco encefalico, que se
manisfesta clinicamente por alteragdes sensoriais, do tonus muscular (com hipo e
hipertonia), alteracdes visuais e auditivas. Em sua forma mais séria, a encefalopatia
conduz a retardo mental, oculomotor, e ataxia. Anormalidades cerebelares podem
aparecer como sintomas clinicos iniciais do kernicterus em criangas (Labrune et al.,
1992). Em pacientes com sindrome de Crigler-Najjar tipo I, o kernicterus nao esta
confinado a pacientes muito jovens. Normalmente, o kernicterus surge na idade adulta,

quando a fototerapia ¢ descontinuada (Tabarki et al., 2002).

A discriminacdo entre os pacientes portadores da sindrome de Crigler-Najjar
tipo I e tipo II, pode ser observada pela medida dos pigmentos biliares apos o
tratamento com fenobarbital. Apds a administragdo de fenobarbital em pacientes com
sindrome de Crigler-Najjar tipo I, o nivel de bilirrubina sérica ndo diminui e a
bilirrubina ndo conjugada predomina na bile. Em pacientes com a sindrome de Crigler-
Najjar tipo II, a bilirrubina sérica ndo ultrapassa 350 uM, e pode ser diminuida com

tratamento utilizando o fenobarbital, atingindo uma diminui¢do de até 25% da
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bilirrubina sérica. A bile desses pacientes contém monoconjugados de bilirrubina e
tracos de diconjugados. O tratamento com fenobarbital em pacientes com sindrome de
Crigler-Najjar tipo II pode aumentar a atividade residual da enzima B-UDPGT1A1
resultando no aumento da producao de glucuronideos. O mecanismo através do qual o
fenobarbital regula a expressdo da B-UDPGT1A1l ainda ndo ¢ completamente
conhecido. Foi sugerido que a diminuigdo do nivel de bilirrubina sérica apos o
tratamento com fenobarbital ¢ causada pela mobiliza¢do da bilirrubina para o figado.
Isto € provavelmente causado pela indug¢ao de uma proteina citosolica, a ligandina, que

resulta no aumento do transporte da bilirrubina na bile (Iyanagi et al., 1998).

O tratamento para a sindrome de Crigler-Najjar tipo I consiste em transfusdes
sanguineas logo apds o nascimento seguido de fototerapia didria por 10-12 horas. A
bilirrubina absorve luz de comprimentos de onda entre 400 e 500 nanOmetros
predominantes no espectro azul. A luz contida pela fototerapia penetra na epiderme e
atinge o tecido subcutaneo, possibilitando a transformac¢do da bilirrubina. Durante a
fototerapia, a bilirrubina ndo conjugada ¢ convertida em fotoisdmeros de bilirrubina,
transformando-a em produtos hidrossoluveis, os quais podem ser secretados na bile.
Uma vez no intestino, alguns destes fotoisomeros podem se transformar novamente em
bilirrubina, sendo necessaria a administracdo de fosfato de calcio, o qual provoca a
precipitagdo da bilirrubina, evitando sua reabsorcdo pela parede intestinal (Van der
Veere et al.,, 1997). As metaloporfirinas, tais como a tin-protoporfirina ou zinco-
mesoporfirina, que atuam como inibidores da heme-oxigenase, impedindo ou
limitando a producdo de bilirrubina, podem também ser administradas quando os
niveis de bilirrubina permanecem elevados. Entretanto, a tin-protoporfirina aumenta a

sensibilidade cutanea a fototerapia (Jansen, 1999).

Embora a fototerapia reduza com sucesso os niveis de bilirrubina, os pacientes
correm o risco de desenvolver o kernicterus na puberdade, quando a fototerapia torna-
se menos eficaz. Nestes casos, a necessidade diaria de fototerapia freqiientemente
atinge 14 a 16 horas. O transplante de figado continua sendo o unico tratamento que

pode levar a cura da doenga (Fox et al., 1998; Lake ,1998; Jansen, 1999; Schauer et al.,
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2003). Entretanto, com a (i) descoberta das bases moleculares da ictericia hereditaria e,
(i) dos avangos nas técnicas de transplante de hepatdcitos e de (iii) transferéncia
génica no figado, a terapia génica para a doenga de Crigler-Najjar tipo I pode se tornar

realidade.

2.2.2. Sindrome de Gilbert

A sindrome de Gilbert ¢ caracterizada por hiperbilirrubinemia ndo conjugada
que se apresenta de forma branda, cronica e ndo ocasiona hemolise. A atividade da
enzima B-UDPGTI1AL esté4 reduzida a aproximadamente 50% do normal. A sindrome
de Gilbert afeta entre 3-10% da populagdo. Homens sdo mais afetados que mulheres
(12,4 e 4,8% respectivamente). A sindrome de Gilbert ¢ freqiientemente diagnosticada
na faixa etdria de 15-30 anos, sendo uma sindrome benigna, sem necessidade de

tratamento (Radu & Atsmon, 2001).

Para efeito recaptulativo, as caracteristicas das sindromes de Crigler-Najjar
tipo I e II e da sindrome de Gilbert estdo apresentadas na tabela 3 (Watcho et al.,

2002).
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TABELA 3. Erros inatos da expressdo da bilirrubina-uridina-difosfato-glucuronil
transferase

Caracteristica Sindrome de Crigler- Sindrome de Crigler- Sindrome de Gilbert
Najjar tipo I Najjar tipo IT
Heranga AR AR AD ou AR
Atividade B- Ausente <10 % 50 %
UDPGTI1A1
Mutacdo Genética Nonsense ou codon Missense Variavel
stop
Hiperbilirrubinemia > 340 uM 85-255 uM 30-40 uM
Kernicterus Alto risco Baixo risco Risco ausente

AR: autossOmica recessiva; AD: autossOmica dominante

2.3. Metabolismo da bilirrubina

A bilirrubina (C;3H36NaOg) € o produto oxidativo da por¢ao protoporfirina do
grupamento heme de proteinas, tais como a hemoglobina, mioglobina e citocromo P-
450. Um individuo com metabolismo normal produz cerca de 250-400 mg/dia de
bilirrubina, através da degradacdo dessas hemoproteinas no sistema reticuloendotelial,

principalmente no bago e medula Ossea.

O primeiro passo na degradacdo do grupo heme ¢ a clivagem da ponte a-
metano para formar a biliverdina IX,. Esta reagdo ¢ catalisada pela enzima microsomal
heme oxigenase 1. A ponte do metano central da biliverdina ¢ reduzida pela NADPH-
biliverdina redutase, enzima citosolica, para entdo formar a bilirrubina. A introducao
do CH; no C-10 da molécula de bilirrubina induz uma mudanga conformacional. Esta
conformacao da bilirrubina ¢ hidrofobica e possui uma alta afinidade pelos tecidos do

sistema nervoso central (Iyanagi et al., 1998) (Figura 11).
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A bilirrubina ¢ anion organico com baixa solubilidade em agua, que nao pode
ser excretado em sua forma nativa. A bilirrubina liberada para a corrente sanguinea
liga-se principalmente a albumina, pela qual tem alta afinidade. A bilirrubina assim
formada ¢ chamada bilirrubina ndo conjugada ou indireta. Existe também em

propor¢ao muito menor, em forma nao ligada a albumina, a chamada bilirrubina-livre

(Radu & Atsmon, 2001).

FIGURA 11. Metabolismo da bilirrubina
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2.4. Captacao e conjugagdo da bilirrubina

Ligada a albumina, a bilirrubina ndo conjugada ¢ transportada ao figado onde
¢ conjugada no hepatdcito. A captagdo ¢ regida principalmente pela proteina ligandina
que transportara a bilirrubina até o reticulo endoplasmatico do hepatocito, onde se dara
a conjugacdo. Este processo ¢ catalizado pela enzima bilirrubina-uridina-difosfato-
glucuronil transferase (B-UDPGT1A1). No figado, o &cido glucuronico se liga a
bilirrubina, promovendo a esterificagdo do grupo carboxil do &cido propidnico da
molécula. Esta reacdo ¢ estabilizada através da ligacdo com o sitio ativo da B-
UDPGT1AL. Os glucuronideos de bilirrubina (mono e diglucuronideos de bilirrubina)
assim formados tornam-se soliiveis em 4gua (conjugados polares) e sdo entdo
excretados na bile via transportador ATP-dependente. Este tipo de bilirrubina ¢
denominado bilirrubina conjugada ou direta (Radu & Atsmon, 2001) (Figura 12). Ela ¢
excretada para dentro do intestino através dos canais biliares e reduzida pela a¢ao de
bactérias intestinais em urobilinogénio. Cerca de 80% do urobilinogénio ¢ excretado
nas fezes, onde ¢ oxidado, dando origem a um pigmento corado, a urobilina. Os
restantes 20% sdo reabsorvidos no intestino (circulagdo entero-hepatica) e levados ao
figado, onde parte € novamente excretada e parte ¢ transformada em bilirrubina. Uma
pequena quantidade de urobilinogénio reabsorvida escapa do processo hepatico, sendo

excretada pela urina (Kalil et al., 2001).
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FIGURA 12. Conjugagdo da bilirrubina
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2.5. Caracterizagdo molecular da enzima uridina-difosfato-glucuronil

transferase (UDPGT)

A conjugag¢do com o acido glucurdénico € responsavel pela eliminacdo de
xenobiodticos € componentes endogenos em humanos e outras espécies de mamiferos
(Miners et al., 2002). A enzima uridina-difosfato-glucuronil transferase constitue duas
familias separadas: UDPGT1 e UDPGT2. A familia UDPGT1 cataliza a
glucuronida¢do da bilirrubina, xenobiodticos (fenois, antraquinolonas e flavonas),
estriois e estradidis. A familia UDPGT2 participa da glucuronidacdo de esterdides
como drogas, incluindo a morfina. O gene que codifica a enzima UDPGT]1 esta
localizado no cromossomo 2, em 2q37, e é composto de quatro éxons comuns ¢ 13
éxons variaveis. A isoforma 1A1 ¢ codificada pelo éxon 1Al e os éxons 2 a 5 (Bosma

et al., 1994) (Figura 13). Embora a familia UDPGTI1 contenha véarias isoformas,
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somente a isoforma B-UDPGTI1Al (bilirrubina-uridina-difosfato-glucuronil
transferase) participa da conjugagcdo da bilirrubina. O DNAc da isoforma B-

UDPGTI1ALI codifica uma proteina de 52 kDa (Bosma et al., 1994).

FIGURA 13. Estrutura gendmica do complexo UDPGT1 humano
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2.6. Rato Gunn

Em 1938 Gunn descreveu uma linhagem mutante de ratos Wistar com
hiperbilirrubinemia hereditaria (Gunn, 1938). O rato Gunn ¢ o modelo animal da
sindrome de Crigler-Najjar tipo I, e tem fornecido valiosa informacdo sobre o
metabolismo da bilirrubina e sua toxicidade, tratamento da hiperbilirrubinemia e
mecanismos moleculares da ictericia hereditaria. A UDPGT do rato Gunn nao possue
atividade hepdtica para a bilirrubina, substratos fendlicos induzidos pela 3-
metilcolantreno, e digitoxigenina-monodigitoxideo; enquanto que a atividade da
UDPGT ¢ normal para outros substratos incluindo esteroides, cloranfenicol e morfina
(Roy-Chowdhury et al., 1991). Estes dados sugeriram que vérias isoformas especificas
de UDPGT estao deficientes no rato Gunn. O DNAc da isoforma UDPGT designada
4-nitrofenol UDPGT (4NP-UDPGT) foi isolado e seqiienciado de ratos Wistar e ratos
Gunn homozigotos (Iyanagi et al., 1989). Andlises da seqiiéncia do DNAc do rato
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Gunn revelou uma dele¢do de um tnico nucleotideo na regido codificadora, resultando
na sintese de uma proteina truncada. Posteriormente, usando a seqiiéncia do mutante
4ANP-UDPGT como sonda, trés novos DNAc foram isolados (Iyanagi et al., 1989;
Iyanagi, 1991). Estas seqiiéncias compartilham uma seqiiéncia RNA na posicao 3’-
terminal, e possuem uma delecdo de um tUnico nucleotideo na mesma posicdo do
DNAc do mutante 4NP-UDPGT. Entre as isoenzimas hepaticas UDPGT1 no rato, a
enzima codificada pela UDPGT1A1 ¢ a responsavel pelo metabolismo da bilirrubina
(Iyanagi et al., 1998). O DNAc que codifica a enzima UDPGT1A1 possue uma
extensao de 1763 bp, sendo que 913 bp (correspondendo a regido carboxi-terminal de
247 aminoacidos) sdo compartilhados com as regides do DNAc 4NP-UDPGT e 3-
metilcolantreno (Sato et al., 1990). A delecao responsavel pela regido carboxi-terminal
truncada de todos os membros da familia de genes UDPGT1 do rato Gunn foi
identificada no éxon 3 (posicao 1239) (Roy-Chowdhury et al., 1991). O loco UDPGT1

esta localizado na regido cromossdmica 9q35—q36 (Nagai et al., 1995).

Estes resultados confirmaram que essas isoformas originam-se de um mutante
UDPGT comum, o qual possue a regido carboxi terminal truncada de 116 aminoacidos
(Iyanagi, 1991; Roy-Chowdhury et al., 1991). Essa mutagdo origina uma proteina
truncada de 43 kDa encontrada no figado do rato Gunn. A proteina truncada nos
hepatocitos do rato Gunn homozigoto ¢ sintetizada da mesma maneira que a proteina
B-UDPGT1A1 nos ratos Wistar normais. Entretanto, a proteina B-UDPGTI1AI
truncada ¢ degradada rapidamente com uma meia vida de 50 minutos, enquanto que a
proteina selvagem tem uma meia vida de aproximadamente dez horas (Emi et al.,

2002).

A ictericia neonatal no rato Gunn homozigoto ja comeca a ser observada nas
primeiras seis horas apds o nascimento e permanece durante a vida toda. A coloracao
amarelada da pele de ratos Gunn homozigotos recém-nascidos com dois dias de idade
¢ mostrada na figura 14. A bilirrubinemia no rato adulto € superior a 60 uM, podendo

atingir valores de 150 uM.
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A hipoplasia cerebelar ¢ a mais proeminente anormalidade observada no rato
Gunn homozigoto e as células de Purkinje sdo as mais afetadas. A degeneragao neural
no rato Gunn ¢ primeiramente caracterizada pela formacao de vactolos e inclusdes
citoplasmaticas nas células de Purkinje (Conlee & Shapiro, 1997). As regides mais
gravemente afetadas do cerebelo sdo os lobos anteriores, sendo que os lobos
posteriores sao mais resistentes a toxicidade causada pela bilirrubina. Estas diferencas
na susceptibilidade estdo relacionadas aos vdarios graus de maturagdo das células de

Purkinje durante a exposi¢ao a bilirrubina (Keino et al., 1985).

FIGURA 14. Ratos Gunn recém-nascidos com dois dias de idade
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2.7. Transferéncia génica no rato Gunn

Os primeiros experimentos realizados no rato Gunn utilizaram vetores
retrovirais contendo o gene que codifica a proteina B-UDPGT1A1 humana (RV-hB-
UDPGT1A1). Os vetores retrovirais eram perfundidos no figado através da técnica de
figado isolado-perfundido 24 horas apds hepatectomia parcial. A correcdo da
hiperbilirrubinemia foi parcial (em torno de 40-50%) e somente em um pequeno
nimero de ratos houve expressao da B-UDPGT1Al humana por mais de um ano
(Branchereau et al., 1993; Tada et al., 1998). Hepatodcitos transduzidos in vivo pela
circulagdo sistémica expressaram a proteina B-UDPGT1A1 humana por um curto
periodo de tempo: apods trés semanas, anticorpos anti-hB-UDPGT1A1l foram
detectados no soro dos ratos, indicando uma resposta imune especifica. (Aubert et al.,

2002).

Vetores adenovirais co-expressando a B-UDPGTI1A1 humana e CTLA-4Ig
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4; CDI52) (Ad-hB-UDPGTI1A1-CTLA4-Ig)
também foram utilizados, a fim de evitar a resposta imune contra as proteinas
adenovirais. Uma vez que os vetores adenovirais ndo se integram no genoma celular,
fazem-se necessarias administracoes repetidas do vetor. Somente os ratos que
receberam o vetor Ad-hB-UGTI1AI1-CTLA4-Ig puderam manter seus niveis de

bilirrubina sérica normalizados (Thummala et al., 2002).

Vetores AAV também foram testados no rato Gunn, embora sendo possivel

transduzir somente 5% dos hepatdcitos por infusdo intraportal (Nakai et al., 2001).

Outras estratégias foram utilizadas para corrigir a bilirrubinemia no rato Gunn.
A transducdo de outras células nao-hepaticas (os fibroblastos) com RV-hB-
UDPGTI1AI1 foi capaz de conjugar a bilirrubina no meio de cultura. Posteriormente
esses fibroblastos foram transplantados no peritoneo de ratos Gunn. A
hiperbilirrubinemia foi corrigida, em funcdo do niimero de fibroblastos transplantados.

Entretanto, devido ao tempo prolongado de cultura celular, os fibroblastos
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transplantados foram transformados, e os ratos desenvolveram tumores apds o

transplante (Seppen et al., 1997).

O transplante de hepatocitos singénicos geneticamente modificados in vitro,
por RV-hB-UDPGT1A1 no rato Gunn, foi capaz de reduzir a hiperbilirrubinemia entre
27 e 52%, 42 apds o transplante, permanecendo estavel até o final do estudo (120 dias)

(Tada et al., 1998a).

Dentro do contexto, hepatdcitos normais foram transplantados no figado
deficiente, previamente hepatectomizado e irradiado (50 Grays). Esses hepatdcitos
poderiam proliferar preferencialmente em resposta ao estimulo mitédtico desencadeado
pela hepatectomia parcial. A vantagem desta abordagem foi a repopulacao massiva do
figado pelos hepatocitos transplantados (vantagem seletiva), resultando em uma
correcdo completa da deficiéncia metabolica por um periodo de 28 semanas (Guha et

al., 2002).

A correcdo da alteragdo genética no figado do rato Gunn foi realizada pela
substitui¢ao do residuo guanina, usando um oligonucleotideo quimérico RNA/DNA, o
qual se alinha a seqiiéncia alvo no genoma. Apds a administracdo intravenosa do
oligonucleotideo quimérico, as lesdes genéticas foram corrigidas entre 1 a 10% dos
alelos, resultando no aparecimento da atividade enzimatica no figado. A redugao dos

niveis plasmaticos de bilirrubina foi de 35 a 40% (Kren et al., 1999).

Uma corregdo parcial da hiperbilirrubinemia no rato Gunn foi obtida através
da transferéncia génica in utero, mediada por vetor lentiviral (HIV-1), contendo o gene
hB-UDPGTIAI. Os fetos foram transduzidos 19 dias apds a fecundagdo. A bilirrubina
sérica diminuiu em 45%, quando comparada com controles; glucuronideos de
bilirrubina estavam presentes na bile e a proteina hB-UDPGT1A1 detectada nos
tecidos. A bilirrubina sérica se manteve estavel por um periodo de um ano (Seppen et

al., 2003).

O experimento mais recente realizado no rato Gunn utilizou vetor adenoviral

do tipo “gutless”. Esse vetor adenoviral ¢ desprovido de todas as seqiiéncias
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codificadoras virais, ndo induzindo resposta imune. Neste trabalho houve corre¢dao
completa do fenétipo durante um periodo superior a 12 meses. E importante notar que
a expressao a longo prazo do transgene pode ser explicada pelo fato de que os
hepatdcitos se dividem raramente (vida média de 200-400 dias) fazendo com que o

transgene permaneca no hepatocito em carater episomal (Toietta et al., 2005).
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3. Regeneracio hepatica

O figado adulto normal ¢ um o6rgdo que possui uma atividade replicativa
minima. O hepatocito adulto ¢ uma célula tipicamente quiescente em um figado
normal, com uma dura¢do de vida de 200 a 400 dias (MacDonald, 1961). Em um
figado normal existe 0,2 a 0,5% de hepatocitos em fase de sintese de DNA (Jezequel et

al., 1991), ou seja, 1 mitose para 20.000 hepatocitos (Steer, 1995).

Entretanto, o figado ¢ um 6rgao que pode, quase que imediatamente, iniciar o
processo de regeneragdo em resposta a uma perda celular causada por lesdo toxica,
fisica ou infecciosa. A regeneragdo sendo definida como a capacidade de um o6rgao
substituir a massa tissular perdida apds ressec¢do, por exemplo. Outros 6rgaos podem
ser sitio de um crescimento compensatorio apos uma lesdo, mas trata-se mais de uma
hipertrofia do que de um aumento do nimero de células. O figado ¢ o unico 6rgao a
poder desenvolver uma hiperplasia compensatdria seguido a uma perda de massa
celular de maneira a reconstituir o nimero de células hepaticas e restabelecer a massa
ideal em relagdo ao peso do corpo (Columbano & Shinozuka, 1996). Por definicao
estrita, ndo se trata de uma verdadeira regeneragdo tal qual possuem alguns anfibios,
cuja cauda perdida pode se reconstituir ad integrum (Michalopoulos & DeFrances,
1997). Ap6s uma hepatectomia parcial, os lobos ressecados nao crescem de novo mas
constata-se uma hiperplasia dos lobos residuais para se restabelecer a massa celular

ideal em relacdo ao peso do corpo.

O modelo experimental mais utilizado para estudar a regeneracdo hepatica no
rato ¢ a hepatectomia parcial descrita em 1931 por Higgins e Anderson (Higgins &
Anderson, 1931). Neste modelo classico, uma hepatectomia parcial de 2/3 € realizada.
Os pediculos vasculares dos lobos médio e lateral esquerdo sdo ligados, e estes dois
lobos sdo ressecados, sem traumatismo para os lobos residuais. Nao existe
interferéncia com a vascularizagdo dos lobos residuais nem reagdao inflamatoria

necrdtica significativa, como nos modelos toxicos empregando, por exemplo, o
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tetracloro de carbono. O inicio da inducdo da regeneragdo hepatica € precisamente
definido, isto ¢, na resseccdo dos lobos. E o modelo da indugdo da regeneragio
hepatica mais utilizado. A regeneragdo apds hepatectomia parcial ¢ devido a
proliferacao da populacdo de células que compdem o 6rgao. As células que proliferam
sdo: (i) hepatocitos, (ii) células epiteliais biliares, (iii) células endoteliais, (iv) células
de Kupffer e (v) células de Ito ou células estelares perissinusoidais situadas no espago
de Disse. Aproximadamente 7 a 10 dias apos a hepatectomia parcial no rato, o figado

recupcra Ssua massa normal.

Vérios estudos procuraram compreender o mecanismo de restauracdo da
massa hepatica apos lesdo parcial, assim como a renovacdo hepatocitdria em um
figado quiescente normal. Estes estudos foram realizados com a ajuda de marcadores
de atividade replicativa nas células hepaticas, mais precisamente da fase S do ciclo
celular (fase de sintese de DNA). Os marcadores da fase S mais utilizados sdo os
analogos da timidina: a timidina triciada (3*H-timidina) (Bucher et al., 1964) e
bromodeoxiuridina (BrDU) (Gratzner et al., 1975; Gratzner, 1982; Gonchoroff et al.,
1985; Gonchoroff et al.,1986; Dolbeare, 1995; Dolbeare, 1995a; Dolbeare, 1996).

Durante a fase S do ciclo celular do hepatocito, estes produtos sao
incorporados por competicdo ao DNA da célula no lugar da timidina. Utilizando-se a
auto-radiografia ou anticorpos anti-BrdU, métodos radiolégicos ou imuno-
histoquimicos permitem a detec¢do da 3*H-timidina ou do BrdU incorporados ao

DNA da célula, respectivamente.

O ntmero de células em fase S em um figado quiescente normal de rato foi
previamente estudado utilizando-se como marcadores a 3*H-timidina e o BrdU
incorporado pelas cé€lulas hepaticas. Os dados quantitativos mostraram que a taxa de
renovagao hepatocitaria do figado normal em auséncia de toda estimulagao ¢ fraca,
com uma porcentagem em torno de 0,45 + 0,05% de nucleos de hepatocitos marcados.
O estudo da distribuicao lobular destes hepatocitos marcados mostrou que 82,7%
estavam localizados na zona 1. A zona 2 continha 15,4% e a zona 3 somente 1,9% de

hepatocitos marcados (Jezequel et al.,, 1991). As zonas 1, 2 e 3 correspondem
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respectivamente as regides periportal, mediolobular e centrolobular do 4cino descrito
por Rappaport. A porcentagem de marcagdo de células ductulares foi de 0,08 + 0,12%
e das células endoteliais sinusoidais foi de 0,76 = 0,53%. Os hepatocitos em mitose

eram extremamente raros: 0,06 £ 0,06% (Grisham, 1962).

Apo6s inducdo da regeneragdo hepatica por hepatectomia parcial, existem
poucos hepatodcitos sintetizando DNA até 12 horas. A porcentagem da marcagao
aumenta entdo rapidamente até atingir o pico da fase S do ciclo celular do hepatécito,
24 horas apoOs a hepatectomia parcial, momento em que 35% dos hepatdcitos estdo
ativamente sintetizando o seu DNA (Grisham, 1962; Fabrikant, 1968; Rabes et al.,
1976). As figuras de mitose nos hepatdcitos aumentam rapidamente até 5% 33 horas
apods a hepatectomia parcial. Durante o pico de sintese de DNA, 75% dos hepatocitos
localizam-se na regido periportal, 20% na regido mediolobular ¢ 5% na regido
centrolobular. Estes dados sugerem que durante a regeneragdo hepatica induzida por
hepatectomia parcial, a maioria dos hepatocitos localizados nas regides periportal e
mediolobular entram em fase S e se dividem mais de uma vez. Entretanto, existem

hepatdcitos na regido centrolobular que ndo se dividem.

A proliferacdo hepatocelular induzida por hepatectomia parcial ndo ¢ um
processo sincronico no rato (Rabes et al., 1976). A proliferagcdo comega na regiao
periportal e progride em seguida em dire¢do a regido centrolobular. O pico de sintese
de DNA pelo hepatocito se situa 24 horas apds a hepatectomia parcial ¢ um segundo

pico menos intenso se situa entre 36 e 48 horas apds hepatectomia parcial.

Como somente 2/3 da massa hepatica sao ressecados, a restauragdo do numero
original de hepatdcitos €, em teoria, obtido com 1,66 ciclos celulares por hepatocito
residual. A maioria dos hepatdcitos (95% no rato jovem e 75% no rato velho) nos
lobos residuais participam em um ou dois ciclos de proliferacio celular
(Michalopoulos & DeFrances, 1997). A duracdo da fase de sintese de DNA ¢ de

aproximadamente 8 horas e a mitose de aproximadamente 1 hora.

Vinte e quatro horas apos o pico da fase S do ciclo celular do hepatocito, as

outras células hepaticas sintetizam o seu DNA. Segundo a cinética de sintese de DNA
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por estas diferentes células, elas também poderiam ser transduzidas por vetores
retrovirais. Como exemplo, citemos a célula epitelial biliar, a qual sintetiza o seu DNA
48 horas apds a hepatectomia parcial. A cé¢lula epitelial biliar poderia ser transduzida
com um vetor retroviral portando o gene cfir (cystic fibrosis conductance

transmembrane regulator) em pacientes portadores de mucoviscidose (Yang et al.,

1993; Cabrera et al., 1996).

Por outro lado, em um figado deficitario, a hepatectomia podera ser, a0 menos
em teoria, um real limite para a transferéncia de gene. A resseccao da massa hepatica
podera desiquilibrar a homeostasia precariamente mantida por este figado deficitario.
A exploragdo das propriedades mitogénicas dos fatores de crescimento no figado
poderia oferecer uma alternativa para induzir a proliferacdo celular hepatica in vivo,
sem ter que recorrer a realizagdo de uma hepatectomia parcial prévia. Assim, este
método poderia ser utilizado para melhorar a transferéncia de gene in vivo no figado

por vetores retrovirais.

Um numero importante de fatores de crescimento podem estimular a sintese
de DNA dos hepatdcitos em cultura primaria. Entre eles: o HGF (hepatocyte growth
factor), o TGF-a (transforming growth factor-a) e, o EGF (epidermal growth factor)
possuem um papel importante na regeneracao in vivo. Estes fatores sdo considerados
como mitdgenos hepatocitarios completos (Michalopoulos et al., 1990), o que significa
que eles podem estimular a sintese de DNA nos hepatocitos mantidos em cultura, na

auséncia de todo outro fator de crescimento.
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4. Imunologia

Existem trés tipos celulares principais envolvidos ativamente no sistema
imunitario: os linfocitos T, os linfocitos B e os fagocitos. Os linfocitos tém um papel
predominante na defesa imune especifica, enquanto que os fagdcitos estdo envolvidos
na defesas inata. Todas as células do sistema imune originam-se das células tronco-
hematopoiéticas. A maturacdo dos linfécitos T acontece no timo, enquanto a dos
linfécitos B se realiza na medula dssea. Distingue-se dois tipos de linfécitos T: os
CD4" e 0s CD8" . Os CD4 " possuem a fungdo de ativar os outros linfécitos, secretando
proteinas soliveis chamadas citocinas, ¢ sdao chamados Ty (linfécitos T CD4"
“helper”). Os CD8" tém uma atividade citolitica (resposta citotoxica) e eliminam as
células estrangeiras ou células infectadas por um virus ou um parasita intracelular. Os
linfécitos B secretam anticorpos, também chamadas de imunoglobulinas (resposta
humoral), os quais sdo especificos aos antigenos presentes no individuo, podendo

também captar proteinas soluveis circulantes para ativar uma resposta imune.

Dentro da linhagem mieloide, os macrofagos e as células dendriticas possuem
uma fungdo acessoria a resposta imune. Essas cé€lulas, chamadas fagocitos ou células
apresentadoras de antigenos (CAA), ingerem os antigenos para apresentd-los aos

linfocitos, para posteriormente, a resposta imune ser gerada.

O sistema imune possui, assim, varias caracteristicas que aumentam sua
eficacia. A especificidade de reconhecimento dos antigenos discriminam entre os
antigenos “proprios” e os “nado-proprios”. Os linfocitos estimulados possuem uma
“memoria” que permite a eles, responder rapidamente ao encontro do mesmo antigeno

(Delves & Roitt, 2000).
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4.1. Mecanismos da resposta imune

4.1.1. Reconhecimento dos antigenos pelos linfocitos

A apresentagdo dos antigenos pelas CAA fornece as moléculas de ativagdo
necessarias aos linfécitos. As proteinas do complexo principal de histocompatibilidade
(CPH) apresentam os peptideos, e todo esse complexo ¢ reconhecido pelo receptor de
células T (TCR). As proteinas do CPH sao diferentes de um individuo a outro, com
excecdo dos individuos geneticamente idénticos. Os linfocitos circulantes sao
tolerantes a seus proprios CPH apresentando um peptideo proprio, gragas a um
principio de selecdo. Um linfocito pode se ativar e acarretar uma resposta imune se
uma proteina do CPH apresentar um peptideo estranho, ou quando essa CAA possuir
proteinas do CPH estrangeiras. Em compensacdo, os linfocitos B reconhecem

antigenos diretamente através do receptor das células B.

As proteinas do CPH de classe I sao expressas em todas as células somaticas,
e o seu reconhecimento é restrito aos linfocitos CDS" . Os peptideos apresentados pelo
CPH de classe I s@o enddgenos, os quais sdo geralmente sintetizados no interior da
célula, por exemplo, os antigenos virais. A distribuicdo das moléculas do CPH de
classe II é mais limitada, estando restrita aos linfocitos B, as células dendriticas e as
células do epitélio timico. A funcdo fagocitaria das CAA, expressando o CPH de

classe II, permite a apresentacao de peptideos exdgenos (Coté et al., 2001).

4.1.2. A maturagao linfocitaria

Os o6rgaos linfoides sdo tecidos organizados contendo um grande nimero de

linfocitos dentro de um contexto de células nao-linfoides. Eles sao divididos em:
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orgdos linfoides primarios ou centrais (timo e medula Ossea) e secundarios ou
periféricos (baco, ganglios linfaticos, etc.). A maturagdo dos linfocitos ¢ feita nos
orgao linféides primarios, enquanto que as respostas imunes especificas sdo iniciadas
nos oOrgdos secundarios. Uma vez terminada, os linfocitos entrem na circulacio

sanguinea, e vao se alojar nos 6rgaos linfoides secundarios (Delves & Roitt, 2000).

4.1.3. Principio da selecao timica

A grande diversidade de reconhecimento dos antigenos pelos TCR e
anticorpos, permitem aos linfocitos T e B reagir contra a maioria dos patdogenos
encontrados ao longo da vida de um individuo. Em compensagdo essa grande
diversidade de reconhecimento engloba a possibilidade de reagir também com os
antigenos “proprios”. Conseqiientemente, o sistema imune elimina, por um principio
de selecao, os linfocitos que reagem contra os antigenos “proprios”. Os linfécitos
selecionados positivamente asseguram a defesa contra os antigenos estranhos
reconhecidos no contexto CPH, enquanto que a selecao negativa evita as reagdes auto-

imunes.

Os linfécitos T imaturos migram da medula 6ssea para o timo. O timo ¢
composto por varios 16bulos, divididos em uma regido cortical externa (cortex timico)
e uma regido interna (medula). Eles vao interagir com uma rede de células epiteliais no
cortex timico, o que permitira a eles, a aquisi¢ao das diferentes moléculas de superficie
especificas dos linfocitos T (CD25, CD44, c-kit, CD3, TCR, CD4, CDS8). Em seguida,
esses linfocitos sofrem um processo de selecao positiva, antes de migrar para a medula

(Starr et al., 2003).
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4.1.3.1. Selecao positiva

A selecao positiva permite a sobrevida dos linfécitos T que possuirem uma
boa afinidade com os CPH de classe I e II expressos (apresentado por um peptideo
“proprio”) nas células epiteliais do cortex timico. Assim, os linfocitos T interagem
com os CPH I e II, pelo TCR e as moléculas CD8 e CD4, respectivamente. Os
linfécitos que ndo se ligardo aos CPH, morrerdo por apoptose. Uma melhor afinidade
com o CPH I produzira linfécitos T CD8", enquanto uma melhor afinidade com o CPH
11 produzira linfocitos CD4". A grande maioria dos linfocitos (> 95%) ndo sobrevivera
a esse processo de selecao positiva. Os linfocitos T assim selecionados positivamente,

passardo em seguida para a medula, onde eles sofrerdo o processo de selecdo negativa.

4.1.3.2. Selecao negativa

As afinidades entre os TCR e os CPH podem variar de fraca a forte. A selecao
negativa permite a discriminacdo entre as diferentes afinidades e, deste modo, elimina
os timocitos que reagem fortemente as interagcdes entre o CPH, os quais apresentam
um peptideo “préprio”. Esta sele¢do ¢ importante para desenvolver uma tolerancia ao
“proprio”. A medula ¢ composta de diferentes células, sendo as mais importantes, as
células dendriticas e macréfagos derivados da medula dssea. Estas células expdem
seus CPH de classe I e II e interagem com os timdcitos. Os mecanismos precisos da

selecdo negativa ndo sdo ainda conhecidos, mas as células morrem por apoptose.

Uma vez essas duas selecOes terminadas, os linfocitos T sdo de tamanho
pequeno e em estado de repouso. Eles se encontrardo no sistema imune periférico e
migrardo para os 6rgaos linféides secundarios, onde poderdo efetuar seu papel de

reconhecimento dos antigenos estranhos.
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4.1.4. Ativacao dos linfocitos T CD4"

A cooperagdao entre as células do sitema imune ¢ essencial para o
desenvolvimento de uma resposta adequada contra um antigeno. A ativacdo dos
linfécitos T necessita da apresentacdo dos antigenos estranhos por uma CAA
(macrofago, célula dendritica ou linfocito B). O envolvimento de um TCR com CPH
de classe II, apresentando um peptideo imunogénico, consite no primeiro sinal de
ativagdo do linfécito CD4". Este complexo formado CPH-CD4-TCR-CD3 gera um
fraco sinal de ativacao do linfocito. Esta ligagdao deve ser solidificada pela interagdo de
moléculas de adesdao: LFA-1, CD2 e ICAM-3 no linfocito T ¢ ICAM-1, ICAM-2,
LFA-3 na CAA (Janeway et al., 2001). A ativacdo completa dos linfocitos necessita de
um segundo sinal, denominado co-estimulacdo. As moléculas de co-estimulagdo
melhores caracterizadas sao: B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86). Os homodimeros B7 sao
encontrados na superficie das CAA. Seu receptor no linfécito T é o CD28. Quando um
linfécito T em repouso se ativa, ele expressa entdo vdarias proteinas, as quais
contribuem a manutencdo do sinal de co-estimulacdo e permite a expansdo e

diferenciacao desses linfocitos (Reiser & Stadecker, 1996).

Uma molécula importante na homeostase linfocitaria ¢ o CTLA-4 (cytotoxic
T-lymphocyte antigen 4, CD152). O CTLA-4 se expressa tardiamente apds a ativagao,
e se liga com uma atividade 20 vezes mais forte ao B7, que a ligagao entre B7 e CD28.
Esta ligacdo CTLA-4-B7 induz um sinal negativo ao linfécito, diminuindo sua

proliferacao.

Os linfocitos ativados sintetizam citocinas (o, IL-4 e IL-5) e entram em
divisdo celular. A liberagdo de IL-2 pelos linfocitos CD4" pode também ativar os
linfocitos CD8". A liberagdo de IL-4 e IL-5 estimulam a ativacdo de linfocitos B, os

quais reconhecem o antigeno estrangeiro, produzindo anticorpos.

A diferenciagdo dos linfocitos T CD4 pode se produzir em duas dire¢des: Tyl

e Ty2. A producdo de células Tyl conduz a imunidade celular, enquanto que a
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producdo de células Ty2 leva a imunidade humoral. As Tyl secretam principalmente
IFN-y, IL-2, TNF-a e TNF-B; enquanto que as células Ty2 liberam principalmene IL-
4, IL-5, IL-10 e TGF-B.

4.1.5. Ativagio dos linfocitos T CD8"

Os linfocitos T CD8" sio também chamados citotoxicos (linfocito T
citotoxico, LTC), atribuido a sua funcdo citolitica. A estimulagdo dos linfocitos CD8"
requer, um sinal gerado pela ligagdo do CPH de classe I apresentando um peptideo
estranho, sinais de co-estimulagdo e um sinal gerado pela ligagao da IL-2 a seu
receptor. Quando um LTC ativado encontra uma célula apresentando um peptideo
estranho reconhecido por seu TCR, ele libera substancias (perforinas e granzimes),
para lisar e matar esta célula. Os LTC sdo eficazes para eliminar as células infectadas
por virus ou parasitas. Os LTC sdo também importantes na rejeigdo de transplantes
alogénicos. A liberagdao de granulos citoliticos pelos LTC ¢ o meio mais empregado
pelos LTC, mas dois outros mecanismos apoptoticos podem ser utilizados. Os LTC
expressam Faz ligante (FasL), e o envolvimento Faz-FasL provoca a ativagdo de
caspases, induzindo a apoptose da cé€lula alvo. Um LTC secreta também determinadas
citocinas: IFN-y. TNF-a e TNF-B. O IFN-y inibe diretamente a replicagdo viral, e ativa

macréfagos.

4.1.6. Ativacao dos linfocitos B

Os linfécitos B reconhecem os antigenos pelo seu receptor (RCB), o qual ¢
constituido, entre outros, de uma imunoglobulina. As células B captam os antigenos
circulantes, e ndo tem necessidade de apresentagdo de antigeno pelo CPH. A ativagao

dos linfocitos B pelos antigenos protéicos necessita da cooperagdo das células CD4".
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Ap0s a captacao das proteinas soluveis pelo RCB, os linfocitos B internalisam
esse complexo onde o antigeno sera degradado e apresentado pelos CPH de classe 11.
As células T CD4" reconhecem o peptideo estranho, pelo seu TCR, recebem sinais de
co-estimulagdo e secretam IL-4 e IL-5, que sdo necessdrias a ativagdo completa dos
linfécitos B. Os linfocitos B ativados se dividem rapidamente e se diferenciam em

plasmocitos, células produtoras de anticorpos.
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5. Transplante e tolerancia imunoldégica

A tolerancia ¢ definida como a auséncia de reatividade imune em relagao a
determinados antigenos estranhos, com a permanéncia da imunocompeténcia do
individuo. A inducgdo de tolerancia permite o transplante de 6rgaos ou de células
proveniente de um individuo diferente, sem o emprego de imunossupressores. Os
imunossupressores permitem a sobrevida dos orgdos transplantados mas provocam
efeitos indesejaveis importantes, os quais seriam evitados pela tolerancia (Arnold,

2002)

5.1. Mecanismos envolvidos na rejei¢ao do enxerto

No contexto do transplante de orgdos, a rejeicdo do enxerto ¢ mediada
principalmente por uma resposta imune celular (citotoxica) contra os antigenos
alogénicos (CPH principalmente) expressos nas células do enxerto. A rejeicao pode ser
dividida em duas fases: sensibilizagdo, na qual os linfécitos reagem contra os
antigenos do doador, se ativam e proliferam e, efetora, na qual a destruicao do tecido

transplantado acontece.

5.1.1. Fase de sensibilizacao

Durante a fase de sensibilizacdo, os linfocitos T CD4" e CD8" se ativam e
proliferam apds a apresentacdo dos antigenos alogénicos. Os antigenos de
histocompatibilidade estdo envolvidos. A apresentagdo dos aloantigenos pode se
efetuar por células do doador e/ou por células do hospedeiro, determinando uma

apresentacdo direta ou indireta, respectivamente.
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a) A apresentacdo direta

A maioria dos tecidos transplantados contém leucocitos passageiros. Esses
leucdcitos sao células apresentadoras de antigenos, as quais expressam os CPH do
doador. Apds o transplante, as CAA migram para os nddulos linfaticos ou outros
orgdos linfoides secundarios, onde elas ativardo as células CD4" “helper” (Ty). Como
mencionado anteriormente, as Ty t€ém um papel predominante na orquestracao e
amplificacdo da resposta imune. As células Ty reconhecerdo os CPH do doador, como
sendo estranhos, bem como o peptideo apresentado por estes CPH. As células
dendriticas se encontram na maioria dos tecidos, ¢ sdo reconhecidas como sendo CAA
(expressam de maneira constitutiva o CPH de classe 1l e fornecem os sinais de co-

estimulagao).

b) A apresentacao indireta

Durante o transplante de tecidos ou células, ¢ necessaria a fagocitose das
proteinas alogénicas pela CAA do receptor. Estas CAA vao em seguida, migrar para

os 6rgaos linfoides secundarios para apresentar essa proteinas as células Ty

5.1.2. Fase efetora

Uma variedade de mecanismos estd envolvida na fase efetora da rejeicdo. As
reagOes celulares mais comuns compreendem as reagdes de hipersensibilidade tardia
(delayed-type hypersensitivity) e a citotoxicidade induzida pelos LTC (linfocitos T
citotoxicos). As reagdes de hipersensibilidade tardia sdo causadas pela secre¢do de

certas citocinas pelas Ty, as quais induzem uma forte reagcdo inflamatéria localizada.

Essa reagdo ¢ caracterizada por um influxo massivo de células inflamatorias,

entre elas os macréfagos, que provocam um dano ao tecido transplantado. Os LTC sao
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principalmente as células T CD8", restritos ao CPH de classe 1. Apds sua ativacio
especifica pelas CAA do doador ou do receptor, bem como pelas Ty, os LTC
proliferam e migram na circulacdo para encontrar seu alvo. Quando um LTC
reconhece seu alvo, ligando seu TCR com o CPH de classe I das células do enxerto,
ele destroi essas células, induzindo a apoptose. Mecanismos menos comuns da fase
efetora da rejei¢do sdo a lise pelo complexo anticorpo-complemento e ADCC

(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) (Sayegh & Turka, 1998).

5.2. Mecanismos de indugao de tolerancia

A resposta imune mediada por cé€lulas T ¢ a peca central na aloreatividade,
sendo que a tolerancia envolvendo essas células € a chave para a prevencgado da rejeicao
do enxerto. A ignorancia imune ¢ uma situagdo especial, na qual a rejei¢do nao ocorre
porque o sistema imune ndo pode iniciar uma resposta imune efetiva contra
aloantigenos, como por exemplo no caso da auséncia de orgaos linféides secundarios

(Wekerle, 2001).

5.2.1. Delecao clonal

A dele¢do clonal envolve a eliminacdo dos linfécitos que reagem contra os
antigenos do doador. Este mecanismo ¢ considerado como um meio muito eficaz para
obter-se um estado de tolerdncia duravel. Esta delecio pode acontecer no timo
(tolerancia central), apés um transplante de medula dssea, ou nos tecidos linféides

secundarios periféricos (tolerancia periférica).

Apo6s um transplante de medula dssea, as células tronco hematopoiéticas se
diferenciam em vdrias linhagens celulares, entre elas as CAA. Estas CAA migram para

o timo e servirdo ao processo de sele¢do timica dos linfocitos T oriundos do
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transplante de medula Ossea. Os linfocitos neo-formados serdo entdo tolerantes ao
CPH do doador e do receptor, uma vez que os linfocitos que reagiram fortemente
contra o CPH serdo deletados pela selecao negativa. A delegdo timica foi também
observada com injec¢des intratimicas de peptideos do CPH do doador (Jones et al.,

1998).

A delecao dos linfocitos alo-reativos na periferia € um fendmeno importante
para o desenvolvimento de tolerancia. Este fendmeno foi observado no caso de injegao
intravenosa ou oral de uma quantidade massiva de antigenos definidos (Weiner, 1997),
ou no caso de agentes moduladores dos linfocitos T, como a inibicdo das fungdes

acessorias ou das moléculas de co-estimulagao necessarias a sua ativagao.

5.2.2. Anergia clonal

A anergia ¢ caracterizada pela inativacdo funcional de linfocitosT, podendo

ser observada bloqueando-se a co-estimulacdo envolvendo as moléculas CD28 ou

CDA40 (Schwartz, 1990).

5.2.3. Regulacao/supressao

Apesar da delegdo dos clones dos linfocitos T alo-reativos durante um
transplante, este mecanismo nao poderia explicar a sobrevida a longo prazo com um
protocolo de indugdo de tolerancia uma vez que essa dele¢do ndo ¢ completa. Uma
contribui¢do importante ao fendmeno de tolerancia, foi demonstrado pela participagdo
dos linfocitos T reguladores (Treg). A imunoregulacao pelos linfocitos T ¢ um dos
mecanismos principais responsaveis pela manutencao da homeostasia dos linfocitos T
e da tolerancia a antigenos especificos. Este mecanismo ¢ utilizado ndo somente para

controlar as respostas imunes aos antigenos “proprios” (reagdes auto-imunes), mas
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também para controlar as respostas imunes aos antigenos estranhos, como no caso dos

transplantes. A maioria dos estudos efetuados em humanos e em roedores
. . . . 7 . +

demonstraram uma atividade imunoreguladora dos linfécitos CD4" (Wood et al.,

2003). O mecanismo exato pelo qual os Treg agem estd ainda sob investigacao.

5.3. Protocolos experimentais de tolerancia periférica

Os protocolos de inducdo de tolerancia consistem geralmente, em um
tratamento curto no momento do transplante, permitindo a aceitacdo do enxerto a

longo prazo pelo seu receptor.

5.3.1. Bloqueio de co-receptores

Esta abordagem foi inicialmente investigada pela utilizagcdo de anticorpos anti-
CD4 e anti-CD8, os quais demonstraram a sobrevida a longo-prazo de alo-enxertos de
coracdo e de pele. O estado de tolerancia ¢ adquirido somente apos varias semanas de

tratamento (Waldmann et al., 2001).

5.3.2. Bloqueio da co-estimulagao

O desenvolvimento de anticorpos ou de moléculas que permitem o bloqueio
dos sinais de co-estimulacao dos linfocitos T aparece como a via mais promissora. O
bloqueio da inter¢do CD28:B7 pode se efetuar com o CTLA4-Ig. O CTLA4-Ig ¢ uma
proteina recombinante resultante da fusdo entre o dominio extracelular do CTLA-4 ¢ a
parte constante (Fc) de uma IgG. O CTLA4-Ig bloqueia a interacio CTLA4-B7, que
normalmente induz um sinal negativo aos linfocitos T. O anticorpo mais eficaz que

bloqueia os sinais de co-estimulacdo ¢ o anti-CD154. A molécula CD154 se expressa
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nos linfocitos T ativados e, apds sua interacdo com o CD40, induz a expressdao de B7
na CAA. E postulado que o bloqueio de CD154:CD40 previne a co-estimulagio
CD28:B7, inibindo assim a ativagdo dos linfocitos (Sayegh & Turka, 1998).

5.4. Protocolos experimentais de tolerancia central

Apesar dos progressos obtidos nos ultimos anos na terapia imunossupressora,
esforgos tém sido feitos no campo da indugdo de tolerancia doador-especifica (Cosimi

& Sachs, 2004).

Ha vérios anos, foi relatado que a indu¢do de um quimerismo hematopoiético
completo com terapia mielossupressora e transplante de medula 6ssea em humanos
induzia tolerdncia a um subseqiiente transplante renal (Dey et al., 1998). O
quimerismo ¢ definido como a co-existéncia de populagdes hematopoiéticas de ambas
origens, ou seja, células do doador e receptor (Tabela 4). Um estado de quimerismo
misto, onde a presenca de elementos oriundos do doador induz tolerancia, enquanto as
CAA do hospedeiro mantém a competéncia imunologica normal, ¢ desejavel

(Wekerle, 2001).

A validagdo de tal estratégia, iniciou-se com relatos de Sharabi & Sachs
(Sharabi & Sachs, 1989), quando camundongos reconstituidos com uma mistura de
células da medula 6ssea do doador e receptor, apos condicionamento com irradiagdo
nao letal, tornaram-se tolerantes a enxertos de pele provenientes do doador de medula
ossea. A produgdo de células T ¢ essencial na indugdo de tolerancia e na manutengao
do quimerismo (Xu et al., 2004). O desenvolvimento de c¢lulas derivadas da medula
o0ssea do doador conduz a sele¢do negativa dos linfocitos reativos do doador,
principalmente estabelecendo as células do doador como proprias. Posteriormente,
experimentos semelhantes de tolerdncia em enxertos renais foram realizados em

primatas. Esses animais, durante dez anos, mantiveram a funcdo renal normal, sem
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evidéncia de rejei¢do, sem terapia imunossupressora (Huang et al., 2000). A estratégia

foi avaliada em receptores humanos de alotransplante em 1998 (Spitzer et al., 1999).

A fung¢do do aloenxerto renal foi preservada cinco anos ap6s a interrupgao do

tratamento imunossupressor.

TABELA 4. Defini¢do de varios tipos de quimerismo

Definicao

Quimerismo
Microquimerismo

Macroquimerismo
(a) quimerismo completo

(b) quimerismo misto

Presenca de células estrangeiras (doador) em um individuo
Existéncia de células do doador (hematopoiéticas): <1 %

Todas as células hematopoiéticas (100%) sd@o de origem do
doador:

Co-existéncia de células hematopoiéticas de origem do
doador e receptor: > 1% doador < 100 %

Wekerle, 2001
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6. Inducao de quimerismo molecular por transferéncia génica

O quimerismo misto induzido pelo TMO demonstra que a expressdo de
aloantigenos em células derivadas da medula dssea € suficiente para induzir tolerancia.
Assim, a engenharia genética de células tronco-hematopoéticas permite a expressao de
antigenos alogénicos em células derivadas da medula 6ssea, estabelecendo assim um
quimerismo molecular. A inducdo de tolerdncia em quimeras moleculares requer a
expressao dos antigenos CPH na superficie dos linfocitos T maduros (Tian et al.,

2002).

Esta abordagem possue um baixo risco, comparado com TMO alogénico, pois
as c¢lulas geneticamente modificadas sdo autdlogas (Bagley et al., 2002). A realizagao
desta estratégia foi demonstrada em modelo murino, a qual utilizou a transferéncia
génica (por intermédio de vetor retroviral) de genes alogénicos do CPH. Este modelo
utilizou duas linhagens congénicas de camundongos para a regido do CPH de classe I:
B10.AKM (H-2K I*,D%) e B10.MBR (H-2K",I*, DY). Por causa da disparidade do CPH
de classe I, enxertos de pele seriam rejeitados pelo receptor. A introdugdo do gene K®
na medula do receptor BI0.AKM (previamente condicionada com regime
mielossupressor), induziu a expressao dessas moléculas nas células hematopoiéticas, e
aceitacdo do aloenxerto de pele (na auséncia de imunossupressores) quando
comparado com animais que receberam a medula 6ssea nao modificada geneticamente
(Sykes et al., 1993; Bagley et al., 2002a). A capacidade do quimerismo molecular de
antigenos do CPH de classe I e II) em induzir tolerancia foi observada também em
outros modelos animais (Emery et al., 1997; Ierino et al., 1999; Heim et al., 2000;

Sonntag et al., 2001).

Posteriormente, outros autores demonstraram a inducgao de tolerancia, através
do quimerismo molecular, através da expressdo do gene marcador GFP (Green
Fluorescence Protein) também em células da medula 6ssea. Camundongos C57BL/6J

(B6) foram submetidos a mielossupressdao através de Busulfex®, seguido de
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transplante de medula 6ssea oriunda de camundongos transgénicos (B6-GFP.Tg) que
expressam a proteina GFP. Dez semanas apds o transplante, enxertos de pele dos
camundongos B6-EGFP.Tg foram realizados. Tolerancia a  longo-prazo  desses
enxertos foram confirmados pela auséncia de linfoécitos e anticorpos reativos anti-GFP.
Em compensagdo, os camundongos controles que nao expressavam a proteina GFP em
células hematopoiéticas rejeitaram o enxerto de pele em 20 dias (Andersson et al.,
2003). Outro experimento similar utilizando a irradiagdo (10 Grays) como
mielossupressdo obteve resultados equivalentes a indugao de tolerancia a proteina GFP
(Andersson et al., 2003a). Em primatas, células CD34" autélogas foram transduzidas
por um vetor lentiviral expressando GFP e transplantadas em macacos rhesus
previamente irradiados. A expressao a longo prazo da proteina GFP foi constatada nas
varias linhagens hematopoiéticas (monocitos, granulécitos, linfocitos) destes macacos
durante um periodo de aproximadamente cinco anos sem indugdo de resposta imune

transgene-especifica (Kung et al., 2003).

O processo de regeneragdo do sistema hematopoiético envolve o
restabelecimento de parametros de identidade dos antigenos ‘“proprios” e “nao-
proprios”. O mecanismo pelo qual os enxertos de medula 6ssea induzem tolerancia a

um determinado antigeno nao sdo ainda totalmente esclarecidos.

Pelo fato de que as células T controlam as respostas antigeno-especificas, o
mecanismo que conduz a regeneracdo dos linfocitos T periféricos € central na
reconstitui¢ao imune. O desenvolvimento das células T apos o transplante de medula
Ossea € suposto ocorrer da mesma maneira que o mecanismo da ontogenia de células T
normais que inicia-se com a migragao das células tronco-hematopoéticas no timo. No
timo, sob a influéncia do ambiente estromal especializado, as cé€lulas progenitoras T se
expandem, se diferenciam e sofrem processos de selecdo positiva e negativa (Shizuru

et al., 2000)
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7. Tolerancia Neonatal

O mecanismo de tolerdncia neonatal ainda permanece incerto. Os primeiros
trabalhos nesta area demonstraram que camundongos recém-nascidos podiam ser
tolerantes a aloantigenos, podendo posteriormente aceitar aloenxertos. Possibilidades
para explicar tal mecanismo incluem: delecdo clonal de células T antigeno-especificas,
supressao de células reguladoras (células T helper) e a secre¢do de moléculas que

suprimem a geracao de células efetoras antigeno-especificas (Forsthuber et al., 1996)

Alguns estudos descrevem a relacdo dose-efeito entre a resposta neonatal e a
quantidade de antigeno administrada. Entretanto, estudos adicionais debatem a
hipétese de que a tolerdncia neonatal ¢ gerada pelo baixo numero de linfdcitos

maduros (Bot & Bona, 2002).

Alguns estudos indicam que as CAA neonatais possuem uma capacidade
limitada em promover as respostas de células T. Reduzida expressdo de moléculas
CPH de classe II e moléculas co-estimulatorias tem sido relatadas em células
dendriticas, células B e monoécitos murinos neonatais. A produ¢do diminuida da
citocina IL-12 (que estimula as células Ty1) pelos monocitos neonatais também tem
sido descrita. Em contraste, células dendriticas fenotipicamente maduras isoladas de
baco neonatal sdo capazes de promover respostas T citotdxicas, embora em menor
quantidade. Em estudos in vitro, quando IL-12 ¢ adicionada no meio de cultura, ambas
células T neonatais (humana e murina) dramaticamente aumentam a producao de IFN-

v a niveis comparaveis a células adultas (Wu et al., 1993; Adkins, 1999).

Imunizagao de neonatos com vacinas de DNA resulta em uma resposta Tyl,
quando analisadas na vida adulta. Estes resultados sdo importantes, pois eles

demonstram que ¢ possivel induzir respostas Tyl em neonatos (Bot & Bona, 2002).

Em relagio a células T CD4’, células neonatais e adultas respondem

diferentemente dentro do mesmo ambiente, sugerindo que este tipo celular possui
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caracteristicas intrinsicas distintas. As células T CD4 neonatais sao altamente

deficientes no desenvolvimento das respostas primarias e secundarias Ty1 especificas.

Provavelmente, a molécula de superficie mais importante nas células T CD4",
para a sinalisacio das CAA, seja do ligante CD40 (CD40L). Em células T CD4"
neonatais, CD40L ¢ deficiente, quando comparado com células adultas. A produgao de
IFN-y pelas células T CD4" resulta da maturagio deficiente das CAA no periodo
neonatal (Adkins et al., 2002).

O balancgo entre tolerancia e sensibilizagdo ¢ dependente de varios fatores, tais
como a) background genético, b) natureza e dose do antigeno, c) freqiiéncia de
administragdo, d) idade da primeira exposicao ao antigeno, €) condi¢des imunologicas
do hospedeiro, entre outros (Strobel, 2001). Em relacdo a administracdo oral do
antigeno, estes rapidamente atingem os tecidos linfoides sistémicos e da mucosa.
Células reguladoras foram evidenciadas na placa de Peyer e nos linfonodos
mesentéricos nas primeiras 24 h ap6s uma tnica ingestao do antigeno e, no baco apods
4-7 dias (Marth & Strober, 1997). Posteriormente, a tolerancia permaneceu a longo
prazo, com supressao da hipersensibilidade tardia, tendo sido demonstrada por mais de
17 meses ap6s uma unica adminstragdo do antigeno (Strobel & Ferguson, 1987). No
mesmo contexto, a tolerancia aos globulos vermelhos de carneiro foi obtida em
camundongos jovens (4 meses de idade) quando comparada com camundongos com
12 meses de vida, os quais desenvolveram a producdo de anticorpos (IgG). A idade
critica que determinou tanto a supressdo como a presenca de anticorpos apos a
administragdo oral do antigeno foi de 6,5 ¢ 10,5 meses de idade, respectivamente. A
analise in vitro da resposta imune usando células T e B obtidas de camundongos
jovens e velhos demonstrou que a alteragdo das células T e B estavam relacionadas
com a idade, conduzindo a supressao e a producao de anticorpos apos a administragao

oral de globulos vermelhos de carneiro, respectivamente (Wakabayashi et al., 1999).



Capitulo I — Quimerismo hematopoiético e inducio de tolerancia no rato Gunn

93



94

1. INTRODUCAO

A obten¢do de um quimerismo hematopoiético molecular pode induzir
tolerancia a uma proteina. O quimerismo molecular, ou seja, a co-existéncia em um
organismo de células que expressam ou nao um transgene, pode ser obtido por
transplante de células tronco hematopoiéticas autdlogas geneticamente modificadas. O
sistema imune se reconstitui com expressdo permanente da proteina expressa pelo

transgene (Evans & Morgan, 1998; Tian et al., 2003; Andersson et al., 2003).

O objetivo desta abordagem ¢ criar um quimerismo hematopoiético no rato
Gunn através do transplante de células tronco hematopoiéticas singénicas previamente
transduzidas in vitro com vetor lentiviral contendo o gene que codifica a proteina
humana B-UDPGT1A1 (bilirrubina-uridina-difosfato-glucuronil transferase), a fim de

induzir tolerancia a essa proteina.
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2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado como mostrado na figura 15.

A medula 6ssea foi obtida cinco dias ap6s a administragdo por via
intraperitoneal de 5-fluorouracila (5-FU) nos ratos doadores. As células tronco
hematopoiéticas foram selecionadas com anticorpos acoplados a microbeads
magnéticas e posteriormente modificadas geneticamente in vitro com vetor lentiviral
contendo o gene hB-UDPGTIAI. Os receptores de medula 6ssea foram irradiados
previamente ao transplante com dose sub-letal. O quimerismo molecular nos ratos
receptores foi avaliado por PCR no DNA das células sanguineas. A seguir, a fim de
verificar se os ratos receptores se tornaram tolerantes a essa proteina, os ratos
quiméricos foram submetidos a uma hepatectomia parcial de 2/3. Posteriormente,
realizamos a transducao dos hepatocitos com vetor retroviral contendo o mesmo gene

24 h apds a hepatectomia parcial.

Para realizagdo do experimento foram necessarias a construcao e producao

dos vetores retroviral hB-UDPGT1AL1 e lentiviral hB-UDPGT1AL.
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FIGURA 15. Esquema experimental do transplante de medula 6ssea no rato Gunn

5-fluorouracila (intraperitoneal)

Medula éssea "Zii" ﬁb ‘Zii"
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Expressao do transgene a longo prazo ?

2.1. Animais

Foram utilizados como doadores 5 ratas Gunn e como receptores de medula

ossea 14 ratos Gunn homozygotos (G1-G14), com 7-8 semanas de idade.
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2.2. Isolamento e transducgdo das células hematopoiéticas

2.2.1 Triagem de células tronco hematopoiéticas: selecdo negativa por triagem

magnética

No camundongo, as cé€lulas tronco hematopoiéticas sao isoladas da medula
Ossea através da utilizacdo do anticorpo especifico que reconhece o antigeno Scal’
nessas cé¢lulas. Entretanto, no rato ndo existem ainda marcadores disponiveis que
permitam isolar de maneira especifica as células tronco hematopoiéticas da medula
ossea. Utiliza-se entdo uma selecdo negativa por triagem magnética, ou seja, as células
da medula 6ssea que ja estejam envolvidas em alguma via de diferenciacdo sdo
eliminadas por anticorpos acoplados a microbeads magnéticas. As células tronco
hematopoiéticas serdo aquelas que nao se ligaram aos anticorpos especificos das
células maduras.

Cinco dias antes da coleta da medula 6ssea injetou-se nas doadoras o 5-FU (5-
Fluorouracila) na dose de 150 mg/kg pela via intraperitoneal. As duas extremidades
dos ossos (fémures e tibias) foram quebradas, e a medula foi recuperada por
intermédio de uma seringa e uma agulha 36 gauge. As células foram lavadas com uma
solu¢dao de PBS contendo 2mM de EDTA e 10% de SBF (soro bovino fetal, Sigma),
depois incubadas durante 10 min no gelo com uma solu¢do de lise de hemaécias
contendo: 250 mM Na, EDTA, 10mM KHCO3, ¢ 155mMNH4CI. As células foram
entdo lavadas em um grande volume de PBS, filtradas em filtro de nylon (100 um), e

posteriormente ajustadas & uma concentra¢do de 20 milhdes de células/ml.

Uma primeira incubagdo (30 min, 4°C) visando marcar oS
mondcitos/macréfagos, os linfocitos e os eritrdcitos foi realizada com trés anticorpos:
0X42 biotinilado, diluido 1:100 (Purified anti-rat CD 11b/c, BD Pharmigen), CD3LT
biotinilado, 2 pl/milhdo (Biotin anti-rat CD3, BD Pharmigen) ¢ HIS49, 2 ul/milhdo

(Biotinylated anti-rat erythroid cells, BD Pharmigen). As células foram lavadas e
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ajustadas a uma concentragao de 100 milhdes/ml. Microbeads magnéticas (2pl/milhdo)
acopladas a estreptavidina (Streptavidin Microbeads, Miltenyi Biotec.), ao anticorpo
anti-imunoglobulina G (Goat anti-mouse IgG microbeads, Miltenyi Biotec.), e
diretamente acopladas ao CD45RA (antigeno leucocitdrio comum as células imaturas)
(CD45 RA Microbeads, Miltenyi Biotec.) foram incubadas com a suspensao celular (15
min., 4°C). As células foram lavadas em PBS contendo 2mM d’EDTA e 10% de SBF,
filtradas em filtro de nylon (37 um), e ressuspendidas em 1 ml de PBS. Uma coluna
para separacao de cé€lulas (MACS separation columns 25LD, Miltenyi Biotec) fo1 pré-
condicionada com 2 ml de PBS. A suspensdo celular (100 milhdes/ml) foi entdo
passada na coluna imantada. A mesma foi lavada trés vezes com 1 ml de PBS. A
fracdo celular negativa (células que ndo se ligaram aos anticorpos) foi contada em
camara de Malassez ¢ colocada em cultura a uma concentracdo de 1 milhdo/ml em
placa de 96 pocos, sendo 1x10° células/poco. O namero de células recuperadas na
fracdo negativa foi de 5,5 milhdes. As células foram entdo deixadas a 37°C durante
toda a noite. O meio de cultura utilizado foi o X-VIVO (Cambrex) contendo 10% de
SBF, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina, 10 ng/ml de rrIL-6, 100
ng/ml de rmSCF (Stem Cell Factor), 100 ng/ml de rmFLT3 (FMS-like tyrosine
kinase), 100 ng/ml de rmIL-3 e 100 ng/ml de rmTPO (Thrombopoietin).

2.2.2. Transdugao das células hematopoiéticas pelo vetor HIV-hBUDPGT1A1

Para transduzir as células hematopoiéticas, foi utilizado o vetor recombinante
HIV-1, portador do gene que codifica a proteina humana UDPGT1A1. Apds uma noite
em cultura, as células foram infectadas por um periodo de 3 h cada um. A MOI
utilizada em cada infeccao/pogo foi de 150 e 300 divididas em trés infeccdes. Foi

adicionado ao sobrenadante viral 8 pg/ml de polibreno em cada infecgao.
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2.2.2.1. Construgao e produgdo do vetor lentiviral

Os vetores lentivirais foram produzidos por transfec¢do transitoria, utilizando
trés plasmideos: o plasmideo contendo o transgene , o plasmideo de empacotamento
pCMVAR8.91 e o plasmideo pMD.G que codifica a proteina de envelope VSV-G
(Bovia F et al., 2003). Estes vetores do tipo SIN (self-inactivating) contém o transgene
que codifica a hUDPGT1A1, sob controle transcricional do promotor EF1-o humano
(Elongation Factor-1-alpha). Eles também possuem a seqliéncia em cis cPPT do HIV-
I, a qual facilita a translocagdo nuclear do Complexo de Pré-Integracdo (PIC)
(Follenzi et al., 2000; Zennou et al., 2000), e o elemento regulatdrio pos-transcricional
(WPRE, woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element), o qual
aumenta a expressao do transgene (Zufferey et al., 1999). O titulo das preparagdes
virais foram determinados em células Hela (células de carcinoma ovariano) por PCR
quantitativa usando oligonucleotideos e sondas especificas para a regido 5’ nao
transcrita dos vetores lentivirais: GAG-F, 5’-GGAGCTAGAACGATTCGCAGTTA-
3, GAG-R, 5’- GGTTGTAGCTGTCCCAGTATTTGTC-3’ e 5’-
(FAM)ACAGCCTTCTGATGTTTCTAACAGGCCAGG-(Eclipse Dark Quencher)-

3’. A quantidade do DNA gendmico foi normalizada, utilizando oligonucleotideos e

sonda especificos para 0 gene a-actina: HB2-F, 5’-
TCCGTGTGGATCGGCGGCTCCA-3’, HB2-R, 5’-
CTGCTTGCTGATCCACATCTG-3’ e 5’-(Yakima

Yellow)CCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCA-(Eclipse Dark Quencher)-3°.

As reagdes foram analizadas com o sistema de deteccao ABI Prism 7700 (RE-

Applied Biosystem). O titulo dos vetores foi de 3x10° p.i./ml.
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Na véspera do transplante, os receptores, foram irradiados com uma fonte de

cobalto, recebenbo a dose unica de 9 Grays. O transplante foi realizado através da veia

dorsal do pénis, utilizando uma agulha 30 gauge, sob anestesia geral, usando como

anestésico o isoflurano (Forene®) em uma concentracdo de 3% v/v. Apds a infusao

das células na corrente sangiiinea, os ratos foram colocados em gaiolas com

alimentacdo e dgua estéreis. Uma cobertura protetora (filtro de ar) (Isocap) foi também

colocado sobre a gaiola.

Antibioticoterapia com marbofloxacina (Marboxyl®) (10 mg/kg/dia) foi

administrada via intraperitoneal durante 10 dias.

Os parametros do transplante sdo mostrados na tabela 5.

TABELA 5. Receptores de medula oOssea geneticamente modificada, nimero de
células transplantadas e quantidade de particulas do vetor HIV-hB-UDPGT1A1/célula

Receptores Nuamero de células MOI
transplantadas
Gl 1,87x10° 150
G2 1,87x10° 150
G3 1,87x10° 150
G4 1,87x10° 150
G5 1,87x10° 150
G6 1,87x10° 150
G7 1,87x10° 150
G8 1,87x10° 150
G9 5,25x10° 300
G10 5,25x10° 300
Gl1 5,25x10° 300
G12 5,25x10° 300
Gl13 5,25x10° 300
Gl4 5,25x10° 300

MOI: Multiplicity of Infection
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2.4. Hepatectomia parcial e transducao dos hepatdcitos

Sete semanas ap6s o transplante, os ratos (G1-G10) foram submetidos a uma

hepatectomia parcial. Os ratos G11-G14 faleceram alguns dias apds o transplante.

O procedimento cirargico foi realizado sob anestesia geral, usando como
anestésico o isoflurano (Forene®) em concentragdo de 3% v/v. Uma hepatectomia de
2/3 foi realizada segundo a técnica de Higgins e Anderson (Higgins & Anderson,
1931). Apds laparotomia mediana os lobos médio e lateral esquerdo sao mobilizados, e
um fio de seda 6/0 ¢ colocado em torno do pediculo vascular destes dois lobos, o mais
perto possivel da veia cava retro-hepdatica. O pediculo portal e as veias supra-hepaticas
que drenam os lobos médios e lateral esquerdo sdo ligados em bloco, tomando o
cuidado de ndo estenosar a veia hepatica do lobo lateral direito. O parénquima
hepatico ¢ seccionado a 2-3 mm da ligagdo, de modo a deixar um coto do parénquima
hepatico suficiente para evitar o desligamento da ligadura. Apds esta intervencgao,
somente persistem o lobo lateral direito, o lobo caudado e o parénquima peri-cava

(Figura 16).
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FIGURA 16. Hepatectomia parcial no rato segundo a técnica de Higgins & Anderson

A B

parte direita

pbo lateral
direito

(A) Figado normal. (B) Aspecto do figado apos retirada do lobo médio e do lobo lateral esquerdo. 1.
veia cava sub-hepatica; 2. veia porta; 3. veia cava supra-hepatica.

Vinte e quatro horas apos, os ratos receberam 2 ml (1x10° particulas totais) de
uma suspensao contendo o vetor retroviral portador do transgene hB-UDPGTIAI (RV-

hB-UDPGT1AL1) através da veia dorsal do pénis.

2.4.1. Construcao e producao do RV-hB-UDPGT1A1

O DNAc codificando a B-UDPGT1A1 humana (1,8 kb) foi isolado do
plasmideo pSVK3 através das enzimas de restricdo EcoR1/Xbal (Seppen et al., 1996).
Apo6s uma sub-clonagem no plasmideo pBS, o transgene foi inserido como um
fragmento de 1954 pb no plasmideo MFG retroviral, através das enzimas de restricao
BamH1-Bgl2. Neste plasmideo, a transcri¢do do transgene estd sob o controle do LTR
viral. O plasmideo foi transfectado em células de encapsulacao 293 GPG, as quais
fornecem as fungdes complementares dos vetores retrovirais (gag/pol), bem como a

proteina G do virus da estomatite vesicular como um envelope protéico (Ory et al.,

1996). O clone 73.14 foi selecionado.
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Sobrenadantes retrovirais foram produzidos pela coleta do meio de cultura das
células confluentes durante trés dias. Posteriormente o sobrenadante foi concentrado
por centrifugacao tangencial (Amicon Ultra Centrifugal Filtres Devices) (4.000 rpm)
seguido de ultracentrifugacdo (26.000 rpm durante 1 h e 30 min) e armazenado a -
80°C. O titulo viral foi determinado pela transdugdo de células Te671 com dilui¢des
seriadas do sobrenadante, seguido de avaliagdo por PCR quantitativa. O titulo foi de

5x10%p.i./ml.

2.5. Parametros analisados ap0s o transplante

Sete semanas ap0s o transplante uma amostra de sangue foi coletada dos ratos
G1-G10 em tubo EDTA, para andlise do quimerismo molecular, da bilirrubina

plasmatica e de anticorpos anti-hB-UDPGT1A1.

2.5.1. Analise do quimerismo molecular

2.5.1.1. Extracdo do DNA

Aproximadamente um mililitro de sangue total foi coletado sob anestesia geral
da regiao retro-orbital dos receptores. O sangue foi imediatamente centrifugado por 10
min (4000 rpm). A camada de leucocitos foi recuperada e colocada em tampao de lise
contendo 250 mM Na, EDTA, 10mM KHCO3, e 155MmNHA4CI, a fim de eliminar as
hemacias contaminantes. Em seguida, o precipitado de glébulos brancos, apds
centrifugagdo, foi colocado em 500 pul de tampao de extracdo contendo 10 M uréia;
10% SDS; 0,5 M EDTA; 5 M NaCl; 1 M Tris pH 7,5 e 20 mg/ml de proteinase K,

durante a noite, a 37°C, sob agitacao.
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Uma centrifugagdao a 4000 rpm por 15 min foi realizada. A fase aquosa foi
recuperada e precipitada com 2,5 volumes de etanol absoluto/volume da amostra. O
DNA assim precipitado, foi lavado com etanol 70%, centrifugado a 2000 rpm por 5
min e depois secado a temperatura ambiente. Enfim, o DNA foi dissolvido em tampao

Tris-EDTA (20.1 mM) e conservado a 4°C.

2.5.1.2. Dosagem do DNA

A concentracdo do DNA foi medida de maneira automatica com o fluordmetro

(Amersham Pharmacia) utilizando como padrao o Calf Thymus DNA (Sigma).

2.5.1.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa

A PCR foi realizada com o reagente Sybr Green I dye (PE Biosystems) com
sistema de deteccao ABI Prism 7700. A medida da emissao fluorescente foi obtida em
cada ciclo e calculada para cada amostra, pela intensidade da emissdo da referéncia do
reagente interno ROX (6-carboxi-X-rodamina). Os valores resultantes, AR, , ¢
calculado para cada ciclo. O valor C; (ciclo limiar) foi calculado como o nimero do
ciclo no qual o AR, atingiu o limiar e foi usado para comparar as varias amostras. Os
valores foram igualados para a quantidade de DNA utilizada na PCR, usando a
amplificacdo de um fragmento do gene PEPCK (fosfoenol piruvato carboxiquinase) de
rato como padrdo interno, utilizando os oligonucleotideos: 5’: @ 5’-
GTCATATTTCTTCAGCTTGCGG-3" e 5-ATAATGGTCTGGACTTCTCTGC-3".
A medida do gene hB-UDPGTIAI para todas as amostras foi testada em duplicata. A
seqliéncia dos oligonucleotideos utilizados foram: 5-
GTGATGATGCCCTTGTTTGGT-3’ ¢ 5’~-AAACTCCACCCAGAACACGG’. A PCR
foi realizada em uma mistura final contendo: 50 ng de DNA, 7,5 pmol de cada
oligonucleotideo, e 12,5 pl do Sybr Green PCR Master Mix (PE Biosystems). As

condig¢des de reagdo foram as seguintes: 50°C por 2 min, 95°C por 15 seg, 95°C por 10
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min, seguidos de 40 ciclos: 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min. O fragmento
amplificado gerado foi de 228 bp. Como escala padrao utilizou-se um plasmideo

contendo o transgene hB-UDPGTIAI.

2.5.2. Dosagem da bilirrubina plasmatica

A bilirrubina total foi medida por espectrofotometria em um aparelho Hitachi

717 usando-se o Kit Bil-T (Boehringer Mannheim France, Meylan, France).

2.5.3. Deteccao de anticorpos anti-hB-UDPGTI1A1

A presenca de anticorpos dirigidos contra a hB-UDPGT1A1 no soro dos ratos
foi detectada por ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). O anticorpo anti-
hB-UDPGT1A1 WPI1(diluido 1:1000) foi colocado em 96 pocos da placa Maxisorp
incubado a 4°C durante a noite. Apds lavagem com 200 ul de PBS/Tween 20 (0,5%
v/v), a placa foi incubada com 2pg/poco de um lisado de figado humano por 1 h e 30
min a 37°C. A placa foi novamente lavada e incubada com 50 pl dos soros a serem
testados (1:50, 1:1000, 1:5000) por 1 h e 30 min a 37°C. A placa foi novamente lavada
com 200 pl de PBS/Tween 20 (0,5% v/v) e a presenca de anticorpos anti- hB-
UDPGTI1ALI foi revelada usando-se 50 pl do anticorpo secundério biotinilado anti-IgG
de rato diluido 1:2000 (anti-rat IgG:Biotin-SP-AffiniPure F (ab’)-Fragment Mouse
anti-rat, Jackson ImmunoResearch), apds incubacdo a 37°C durante 1 h.
Posteriormente a revelacdo foi feita com o reagente estreptavidina/peroxidase diluido
1:2000 (Horseradish Peroxidase Strptavidin, Vector), seguida da incubagdo com 50 pl
de ABTS® (2,2’-azino-bis-3 etilbenziazolina-6 acido sulfénico) como substrato

(Boehringer Mannheim). A densidade optica foi lida em 405 nm.
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2.6. Parametros analisados ap0s a transducao hepatica

Uma aliquota de sangue (200 pl) foi coletada dos ratos G1-G10 para dosagem
de bilirrubina sérica nos dias 14, 28, 42 apds a transdu¢do do figado pelo vetor RV-
hB-UDPGT1A1. Os ratos foram entdo sacrificados 42 dias apds a injecdo do RV-hB-
UDPGT1A1, com excecao do rato G9, cuja bilirrubina foi também dosada nos dias 79

e 109 pods transdugdo hepatica.

A dosagem de anticorpos anti-hB-UDPGT1AI1 foi realizada no dia 28 apos a

transducao hepatica.

2.7. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o teste ¢ de Student’s. O valor de P

<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Quatorze ratos (G1-G14) previamente irradiados com uma dose de 9 Grays,

receberam 1,87x10° ou 5,25x10° células triadas (lin") e infectadas com uma MOI de

150 ou 300. O nivel de quimerismo variou entre 0,007 e 0,282 cdpias/genoma

haploide. O rato G9 apresentou o nivel mais forte de quimerismo (Tabela 6).

TABELA 6. Quimerismo molecular no sangue periférico dos ratos G1-G10
transplantados com a medula d6ssea geneticamente modificada pelo vetor HIV-hB-

UDPGT1AL, sete semanas ap6s o transplante

Ratos MOI Numero de células Ct Quimerismo
transplantadas (copias/genoma
hapléide)
Gl 150 1,80x10° 29,93 0,019
G2 150 1,80x10° 30,39 0,009
G3 150 1,80x10° 27,92 0,105
G4 150 1,80x10° 29,64 0,023
G5 150 1,80x10° 30,32 0,009
G6 150 1,80x10° 29,38 0,018
G7 150 1,80x10° 30,55 0,007
G8 150 1,80x10° 30,98 0,007
G9 300 5,25x10° 26,37 0,282
G10 300 5,25x10° 26,02 0,275

MOI: Multiplicity of Infection; Ct: ciclo limiar

Sete semanas apos o transplante, a bilirrubinemia sérica foi dosada. Os valores

obtidos estavam entre 88-130 uM (Tabela 7). Quatorze dias apds a transducdo do

figado pelo vetor retroviral a bilirrubinemia foi novamente dosada. Os valores

diminuiram consideravelmente como mostrado na tabela 7. Estes valores foram

significativamente diferentes quando comparados com os valores obtidos antes da

transducao hepatica pelo vetor RV-hB-UDPGTI1AT1 (p<0,0001). Vinte e oito dias apos,



108

a concentracao da bilirrubina aumentou em nove dos dez ratos. Somente o rato G9,
cujo quimerismo foi o mais elevado (0,282 cdpias/genoma haploide), manteve a sua
bilirrubina estavel por um periodo de 109 dias, tempo em que o rato sobreviveu. A
dosagem de anticorpos anti-hB-UDPGT1A1 foi realizada no soro dos ratos, antes (D0)
e apos injecdo do retrovirus (D28). A presenca de anticorpos foi detectada no soro de
todos os ratos 28 dias apds a transducgdo hepatica. Todos os ratos foram sacrificados 42
dias apds a injecdo do retrovirus, com exce¢do do rato G9. Os valores de bilirrubina
sérica do rato G9 foram os seguintes: DO (119 uM), D14 (7 uM), D28 (10 uM), D42
(12 uM), D79 (17 uM), D109 (22 uM) (Tabela 7).

TABELA 7. Andlise da bilirrubinemia e titulo de anticorpos anti hB-UDPGT1A1 no
soro dos ratos G1-G10, antes (DO0) e apos a transducdo hepatica pelo vetor RV-hB-
UDPGTI1A1 (D14, D28, D42).

Ratos Bilirrubinemia (uM) Anticorpos
DO D14 D28 D42 DO D28

Gl 107 4 121 95 - 1:5000
G2 104 7 121 101 - 1:5000
G3 130 5 135 106 - 1:5000
G4 113 9 128 83 - 1:5000
G5 93 7 136 136 - 1:5000
G6 94 30 109 126 - 1:5000
G7 117 74 119 99 - 1:5000
G8 88 9 113 70 - 1:5000
G9 119 7 10 12 - 1:5000
G10 101 11 70 129 - 1:5000

(-) resultado negativo; (1:5000) diluicdo maxima positiva
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4. DISCUSSAO

Hé anos, véarias equipes se interessam em abordagens de terapia génica para
doencas hepaticas metabolicas hereditarias, que necessitam da expressdao estavel a

longo prazo do transgene nos hepatocitos.

Vetores retrovirais sdo particularmente eficazes pois eles permitem a
integracdo do transgene de modo estavel no genoma. A injecdo no rato 24 h apods
hepatectomia parcial de uma solucao contendo vetor retroviral LacZ em titulo elevado
pode induzir a expressdo da proteina em mais de 50% dos hepatdcitos (Kitten et al.,

1997).

No rato Gunn, a inje¢do de vetor retroviral veiculando o transgene hB-
UGTIAI permite diminuig¢do da bilirrubinemia de até 90%. Entretanto, a correcao da
hiperbilirrubinemia ¢ transitéria (em torno de trés semanas), devido a resposta imune
dirigida contra a proteina codificada pelo transgene (Aubert et al., 2002). A modulagdo
do sistema imune poderia aumentar a duragdo da correcdo e, quando genes
imunomoduladores foram incluidos em vetores adenovirais, a corre¢do a longo prazo
foi observada em ratos Gunn (Ilan et al., 1997; Thummala et al., 2002). Entretanto,
estas estratégias com vetores adenovirais sdo fracamente relevantes em abordagem
clinica. A inducao de tolerancia em relagdo a proteina hB-UDPGT1A1, podera corrigir

a longo prazo o déficit enzimatico no rato Gunn.

Uma abordagem para atingir tolerancia a hB-UDPGT1A1 no rato Gunn seria o
estabelecimento de um quimerismo molecular usando o transplante de células da

medula dssea, as quais expressam a proteina terapéutica.

Atualmente o vetor viral mais eficaz e mais utilizado para transduzir células
hematopoiéticas ¢ o lentiviral (Guenechea et al., 2000; Mikkolla et al. 2000). A
transducao da totalidade das células hematopoiéticas ¢ possivel, mas necessita de uma

quantidade importante do vetor lentiviral. Assim, ¢ interessante isolar as células mais
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imaturas da medula Ossea, as quais possuem a capacidade de reconstituir todo o

sistema hematopoiético.

Estudos prévios puderam demonstrar que tal quimerismo molecular conduzia
a tolerancia central em relagdo a proteina em questdo. Esses estudos foram realizados
em camundongos utilizando o transgene que codifica a proteina GFP. Camundongos
transplantados com células tronco hematopoiéticas (Scal’), geneticamente
modificadas foram posteriormente tolerantes a enxertos de pele provenientes de
camundongos transgénicos GFP (Andersson et al., 2003). A inducdo de tolerancia
também foi observada no macaco quando transplantado com células CD34"
geneticamente modificadas com GFP. Para testar a tolerancia a proteina codificada
pelo transgene, os macacos foram imunizados com a proteina GFP recombinante e um
adjuvante (CpG). Os niveis celulares da proteina GFP se mantiveram estaveis por mais
de 2 anos, apesar da forte imunizacdo. A presenga de anticorpos anti-GFP nao foi
detectada, nem uma resposta T citotoxica anti-GFP, indicando que os macacos
tornaram-se tolerantes a proteina codificada pelo transgene (Kung et al., 2003). A
mesma abordagem foi testada no modelo da hemofilia A, onde 50% dos camundongos
transplantados tornaram-se tolerantes a proteina hFVIII (fator VIII humano da

coagulacao sangiiinea (Evans et al., 1998).

Recentemente, um estudo preliminar ao do rato Gunn foi realizado com o
objetivo de estabelecer um quimerismo hematopoiético, transplantando cé€lulas tronco
da medula 6ssea (Scal’) transduzidas com o gene LacZ em camundongos previamente
irradiados. Esses resultados mostraram que quando o quimerismo molecular das
células hematopoiéticas excedem 1%, a tolerdncia a proteina estranha nos
camundongos quimeéricos foi atingida apods a transdugdo do figado in vivo por um vetor
retroviral contendo o mesmo transgene. Foi também demonstrado que a tolerancia
central ¢ transmitida a receptores secundarios (Pichard et al., 2005, submetido ao

“Molecular Therapy”).

Os mecanismos pelos quais a tolerancia ¢ induzida ndo sdo ainda bem

definidos. Os experimentos em camundongos mostram que a producdo permanente
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pela medula 6ssea, de células hematopoiéticas do receptor € do doador poderiam criar
um novo repertorio de linfocitos T no timo (Zinkernagel & Althage, 1999). Os
linfocitos maduros (Tian et al., 2002), reguladores (Wekerle, 2001), mas também as
células dendriticas (Andersson et al., 2003) sao também tipos celulares que poderiam

participar do mecanismo de indugdo de tolerancia central.

O conceito de indug¢do de tolerdncia central por quimerismo molecular
hematopoiético, tendo sido validado no camundongo (Evans et al., 1998; Andersson et
al., 2003) foi aplicado no rato Gunn. Enquanto a obtencdo do quimerismo pela
transducao de células da medula 6ssea foi bem descrito no camundongo e no macaco,
nao existem marcadores de cé€lulas tronco hematopoiéticas conhecidos no rato. Uma
técnica de transdu¢do no rato Gunn eliminando o maximo de células maduras por um

sistema de triagem negativa (lin") foi padronizada.

Utilizando um lentivirus portador do gene que codifica a proteina GFP
demonstrou-se que ¢ possivel a obtencdo de um nivel de quimerismo elevado no rato
Sprague-Dawley (até 36%) e que este quimerismo pode permanecer estavel durante
varios meses. O transplante secundario demostrou que ¢ possivel transduzir células
tronco hematopoiéticas, as quais foram capazes de reconstituir o sistema

hematopoiético.

Em relacdo ao rato Gunn, houve uma mortalidade de 28% apos o transplante,
0 que ndo aconteceu quando utilizou-se o rato Sprague-Dawley por ocasido da
padronizagdo da técnica de transdugdo de células hematopoiéticas e do transplante. O
nivel de quimerismo dos ratos Gunn transplantados com 1,80x10° células transduzidas
com MOI de 150 foi muito baixo (0,007 — 0,1 cépias/genoma haploide). Os ratos que
foram transplantados com 5,25x10° células e com o dobro da quantidade de virus
(MOI de 300), geraram um quimerismo mais importante (0,282 e 0,275 cdpias/genoma
haploéide). Entretanto, apesar do aumento do quimerismo, foi detectada a presenca de
anticorpos anti-hB-UDPGTI1A1 em todos os ratos 28 dias apos a transferéncia génica
no figado. Curiosamente, somente um rato (G9), conservou sua bilirrubinemia a uma

baixa concentragao apods a transducao hepatica, apesar da presenga de anticorpos. Este
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rato possui o nivel mais elevado de quimerismo do grupo. Assim, esses resultados
mostram que o nivel de quimerismo poderia representar um fator limitante para a

indugdo de tolerancia a proteina hB-UDPGT1A1, apos transferéncia génica no figado.

Outros experimentos estdo em andamento no laboratdrio, para tentar aumentar

o quimerismo molecular nos ratos receptores.

Esta abordagem mais recente baseia-se na técnica de vantagem seletiva das
c¢lulas hematopoiéticas transduzidas. Por exemplo, ¢ possivel selecionar ex vivo as
células transduzidas por citometria de fluxo, fazendo-se co-expressar um gene que
codifica uma proteina fluorescente (GFP) e o gene de interesse (no caso, um gene

terapéutico).

Na selecdo in vivo, utiliza-se um vetor de transferéncia génica contendo um
gene terapéutico e um gene de resisténcia a agentes alquilantes. Esta construcao
permite uma amplificagdo seletiva in vivo das células transduzidas, através do
tratamento pelo agente alquilante BCNU (1,3-bis 2 cloroetil-1-nitrosurea). A alquil-
guanina-DNA-transferase (AGT) ¢ uma enzima que corrige as lesdes do DNA
causadas pelos agentes alquilantes (como o BCNU). A O°—benzilguanina (BG) inativa
a AGT endogena e aumenta a toxicidade do BCNU. O gene MGMT (P140K-mutated
O°-methylguanine-DNA-methyltransferase) codifica uma forma de AGT que ¢é
resistente a inativacao pela BG. Assim, as células tronco hematopoiéticas transduzidas
pela forma mutante MGMT, vao expressar uma AGT resistente a BG e capaz de
corrigir as lesdes ocasionadas pelo BCNU. Essas células resistentes ao BG vao

sobreviver e enriquecer a medula 6ssea.

Os ratos Gunn serdo entdo transplantados com células transduzidas por um
lentivirus portador dos genes hB-UDPGTIAI e MGMT. Seis semanas apoOs 0O
transplante, eles receberdo, uma combina¢do de BG/BCNU pela via intraperitoneal. As
células sanguineas serdo, por conseqiiéncia, enriquecidas seletivamente em células

transduzidas.
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Estudos no camundongo e no cachorro demonstraram que o nivel de
quimerismo pode aumentar consideravelmente, podendo atingir em torno de 100%,
ap6s varios tratamentos com BG/BCNU (Neff et al.,, 2003; Persons et al., 2003;
Richard et al., 2004).

Se a vantagem seletiva for também eficaz no rato Gunn, o limiar de
quimerismo necessario a obtengao de tolerancia em relacao a proteina hB-UDPGT1A1
podera ser avaliado. Se o quimerismo atingir valores proximos a 100%, a conjuga¢ao
da bilirrubina pelas células hematopoiéticas podera acontecer. Embora as células
sanguineas sejam numerosas, elas ndo possuem um citoplasma abundante e a
quantidade da proteina hB-UDPGTI1A1 pode ser menor quando comparada com outros
tipos celulares. Um estudo in vitro demonstrou que os fibroblastos de ratos sao capazes
de conjugar a bilirrubina de modo eficaz, tanto quanto os hepatocitos (Seppen et al.,

1996).

O tratamento de uma doengca metabdlica hereditiria do figado pela
transferéncia génica em células tronco hematopoiéticas, deve ser mais profundamente
estudado, pois uma abordagem extra-hepatica facilitaria os ensaios clinicos de terapia
génica no figado. Este protocolo seria clinicamente aceitdvel, pois trata-se de um

autotransplante de células geneticamente modificadas.
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Capitulo II — Terapia génica no rato Gunn recém-nascido mediada por vetores

retrovirais
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1. INTRODUCAO

Recentemente foi demonstrado que a transferéncia génica em animais recém-
nascidos utilizando vetores retrovirais resultou na expressdao permanente da proteina
terapéutica (Ponder et al., 2002). Cachorros com mucopolissacaridose tipo VII foram
tratados com sucesso pela inje¢do de vetores retrovirais murinos contendo o gene 3-
glucuronidase quando administrados 2-3 dias apds o nascimento (Ponder et al., 2002).
Posteriormente foi demonstrado que a transferéncia génica com um vetor retroviral
murino contendo o gene que codifica o fator IX da coagulagdo sangiliinea, em
camundongos e cachorros recém-nascidos resultou na tolerancia a proteina terap€utica

estrangeira (Xu et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar se a administracdo em ratos Gunn recém-
nascidos de um vetor retroviral contendo o gene AB-UDPGTIAI poderia corrigir
completa e permanentemente o fendtipo, sem a eliminacao dos hepatocitos corrigidos

pela respota imune.



116

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Ratos Gunn foram criados no biotério da Faculdade de Medicina de Nantes
(Franga). Ratos homozigotos foram obtidos pelo cruzamento de fémeas heterozigotas
(+/-) com machos homozigotos (-/-) para a mutacdo. Todos os experimentos foram
realizados de acordo com as normas do Ministério Francés de Agricultura. Ratos

recém-nascidos de ambos os sexos foram utilizados no experimento.

2.2. Esquema experimental

Trés grupos de ratos foram utilizados neste estudo: Grupo I (n = 9), Grupo II
(n=11) e Grupo III (n = 10). Os ratos dos grupos I e II foram injetados com os vetores
retrovirais: Grupo I: vetor retroviral portador do gene AB-UDPGTIAI (RV-hB-
UDPGT1A1); Grupo II: vetor retroviral portador do gene nisLacZ (RV-nisLacZ). As
injecoes dos vetores retrovirais acima relacionados foram feitas através da veia

temporal em ratos de dois dias de idade apos anestesia induzida pelo gelo.

O volume das suspensdes virais (adicionadas de 8 pg/ml de polibreno) foi o

seguinte:

Grupo I: 200 pl (1x10® p.i.) da suspensdo contendo 5x10° p.i./ml do RV-hB-
UDPGTI1AL.

Grupo II: 200 pl (4x107 p.i.) da suspensdo contendo 2x10° p.i./ml do RV-
nisLacZ.

Os ratos do grupo III foram utilizados como controles ndo injetados.
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2.3. Analise da mutagdo por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction —
Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Quarenta e oito horas apds o nascimento, os ratos Gunn ictéricos foram
identificados pela presenga da coloragdo amarelada dos tegumentos. Posteriormente,
uma confirmacao genética da homozigoze foi realizada nos ratos adultos (idade de 6
semanas) por PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Um
fragmento que contém a mutagdo pontual no éxon comum do gene UDPGT1 (Sato et
al., 1990) foi amplificado no DNA extraido dos leucécitos (item 2.5.1.1, capitulo 1)
utilizando os seguintes oligonucleotideos: 5’-GGGATTCTCAGAATCTAGACATT-
3’ ¢ 5’-GTGTGTGGTATAAATGCTGTAGG-3’. As amostras foram submetidas a 32
ciclos de amplificacdo (94°C por 30 seg para desnaturagdo, 55°C por 30 seg para a
hibridagdo e 72°C por 1 min para a extensdo). O fragmento amplificado (379 pb) foi
analisado com e sem digestdao pela enzima de restricao BstNI (Roy-Chowdhury et al.,

1991).

2.4. Construgao e produgdo dos vetores retrovirais

2.4.1. Vetor RV-hB-UDPGTI1A1

O vetor RV-hB-UDPGT1AL1 foi construido e produzido como descrito no item
2.4.1 (capitulo I).
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2.4.2. Vetor RV-nlsLacZ

a) Linhagem celular

Os vetores RV-nisLacZ contendo o gene marcador nisLacZ foram produzidos
usando a linhagem celular TEL-CeB6AF7, obtidas a partir de uma linhagem de
fibrossarcoma humano (Cosset et al., 1995). As células produtoras expressam de
maneira estavel os genes gag e pol e env. O gene ¢ idéntico ao do
rAAV2/5CMVnisLacZ. A transcricdo do gene marcador estd sob o controle do LTR

viral.

b) Cultura celular

As células de encapsulacao foram cultivadas em 10 ml de meio de cultura
Dulbecco modificado (DMEM) (Sigma) contendo 4,5 g/L. de glicose, 10% de soro
bovino fetal e 100 U/ml de penicilina a 37 C em atmosfera imida contendo 5% de
COs,. Quando as células atingiram a confluéncia (em torno de 90%), o sobrenadante da
cultura celular foi coletado durante trés dias. O sobrenadante foi entdo filtrado com um
filtro de nitrocelulose de 0,45 um (Millipore). Antes do uso, o sobrenadante foi
concentrado 8-10 vezes, por um sistema de filtracdo tangencial (Filtros Amicon,
Millipore). O sobrenadante da cultura celular foi utilizado em presenca de polibreno
(brometo de hexametadina) (Sigma) em uma concentragcdo final de 8 pg/ml. Aliquotas

do vetor foram armazenadas a -80°C.
c) Titulacao dos vetores retrovirais
Células Te671 (também de origem de fibrossarcoma humano) foram repicadas

em placas de 6 pocos com densidade de 2x10° células/poco. Elas foram infectadas 24 h

, g~ . 5
apds com o sobrenadante concentrado de cultura celular em dilui¢des seriadas (10~ a
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10®) (1 ml/pogo). O sobrenadante foi aspirado 24 h apés. As células Te671 foram
fixadas durante 15 min a temperatura ambiente com uma solucdo de 0,5% de
glutaraldeido e 1% de formaldeido diluido em PBS. As células foram entdo lavadas
com PBS e posteriormente coradas com o protocolo X-Gal: 1 mg/ml de 5-bromo-4-
cloro-3-indolyl-B-D galactopyranosideo (X-Gal) (Promega), 4 mmol/L de ferrocianeto
de potassio, 4 mmol/L de ferricianeto de potassio e 2 mmol/L de cloreto de magnésio
diluido em PBS, em um volume final de 1,5 ml/poco. A coloragdo foi realizada
durante 12 h, a 37°C, ao abrigo da luz. O titulo (p.i./ml) foi calculado contando o
numero de células azuis nos pogos € multiplicado pelos respectivos fatores de diluigao.

O titulo foi de 5x10” p.i./ml.

2.5. Analise da bilirrubina sérica

Seis semanas apos a administracdo € a seguir mensalmente, a dosagem de

bilirrubina foi realizada em todos os ratos como descrito no item 2.5.2 (capitulo I).

2.6. Analise da bile

A bile foi coletada por canulacdo do ducto biliar principal (cateter de
polietileno-PF10) de trés ratos 1, 2 e 3 (grupo 1), 13 semanas apds a inje¢dao do vetor
RV-hB-UDPGT1AL1. A presenga de conjugados de bilirrubina mono e diglucuronideos
na bile foi avaliada usando a metandlise alcalina e cromatografia liquida de alta
pressao (HPLC) (Muraca & Blanckaert, 1983). Como amostras controles foram
utilizados soros de rato Wistar (controle positivo) e de rato Gunn homozigoto (controle

negativo).
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2.7. Bidpsia hepatica

Os ratos 1, 2 e 3 (grupo 1) e quatro ratos (grupo II) foram anestesiados e uma
laparotomia foi realizada 13 semanas e duas semanas apos a injecao dos vetores RV-
hB-UDPGT1A1 e RV-nisLacZ, respectivamente. Um fragmento de figado
(aproximadamente 10 mg) foi retirado do lobo caudado. Cada biopsia hepatica foi
utilizada da seguinte maneira: um fragmento para a confeccdo do bloco de parafina
apdés fixacdo em formaldeido 3% (ratos do grupos II) e, um fragmento foi
imediatamente congelado a -80°C para a PCR (ratos do grupo I). Os trés ratos do

grupo I foram sacrificados logo apds a bidpsia.

2.8. Analise da transducao hepatica por PCR (Polymerase Chain Reaction)

2.8.1. Extragao do DNA

Os fragmentos de figado congelados provenientes da bidpsia hepatica dos
ratos 1, 2 e 3 (grupo I) foram colocados em 1 ml de tampao de extragdao contendo 10
M uréia; 10% SDS; 0,5 M EDTA; 5 M NaCl; 1 M Tris pH 7,5 e 20 mg/ml de
proteinase K, durante a noite, a 37°C, sob agitacdo. No dia seguinte, 2,5 ml de uma
mistura fenol/cloroféormio (50% v/v) foi adicionada ao lisado hepatico e colocado sob
agitacdo por 30 min a temperatura ambiente.

Uma centrifugacdo a 4000 rpm por 15 min foi realizada. A fase aquosa foi
recuperada e precipitada com 2,5 volumes de etanol absoluto/volume da amostra. O
DNA assim precipitado, foi lavado com etanol 70%, centrifugado a 2000 rpm por 5
min e depois secado a temperatura ambiente. Enfim, o DNA foi dissolvido em tampao

Tris-EDTA (20.1 mM) e conservado a 4°C.
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2.8.2. PCR (Polymerase Chain Reaction) semi-quantitativa

A PCR semi-quantitativa foi realizada no DNA extraido de amostras do tecido
hepatico dos ratos 1, 2 e 3 (grupo I) utilizando os seguintes oligonucleotideos para o
gene hB-UDPGTIAIL: 5’-TCTGCTATGCTTTTGTCTGG-3’ e 5’-
GGATAGTGGATTTTGGTGAA-3’. A amplificacdo foi realizada pela desnaturagao
por 5 min a 94°C, seguida de 28 ciclos de amplificacao (94°C por 20 seg, 60°C por 30
seg, 72°C por 40 seg) e extensao final por 10 min & 72°C. PCR foi realizada em 30 pl
de tampao de amplificacdo contendo 500 ng do DNA gendmico; 0,5 uM de cada
oligonucleotideo; 2,5 U de Taq Polimerase; 1,5 mM de MgCl, e 200 uM de cada
dNTP para a extensdo. O tamanho do fragmento amplificado foi de 504 bp. O controle
de amplificacdo do DNA foi realizado com os oligonucleotideos complementares a
uma seqiiéncia de 202 bp do promotor do gene da PEPCK (fosfoenol piruvato
carboxiquinase) de rato: 5’-GTCATATTTCTTCAGCTTGCGG-3* e 5’-
ATAATGGTCTGGACTTCTCTGC-3’. A curva padrao foi construida diluindo-se o

DNA humano em varias propor¢des com o DNA de rato.

2.8.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa

A PCR quantitativa foi realizada no DNA extraido de amostras do tecido

hepatico dos ratos 1, 2 e 3 (grupo I) como descrito no item 2.5.1.3 (capitulo I).

A curva padrao foi construida diluindo-se o DNA humano em vdrias

propor¢des com o DNA de rato.
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2.9. Analise por Western Blot em lisado hepatico

Para a verificagdo da proteina hB-UDPGT1A1 foi utilizada a técnica de
Western Blot, em lisado hepatico dos ratos 1, 2 e 3 (grupo I) obtido da biopsia hepatica
(13 semanas ap6s a injecao do RV-hB-UDPGT1AT1). Primeiramente, foram isolados
microssomas hepaticos totais por ultracentrifugacdo. Aproximadamente 1 grama de
figado foi triturado no Ultraturax® em tampao contendo: 0,25 M de sucrose, 10mM de
Tris-HCL pH 7,4, 1 mM de EDTA e inibidor de protease Complete-Roche®-1X. O
lisado hepatico foi entdo ultracentifugado a 100.000 g durante 1 h. O sobrenadante
protéico foi dosado pelo método de Lowry modificado (Biorad Protein Assay DC).

As proteinas hepaticas (40 pg) foram migradas através de eletroforese em gel
de acrilamida 10% (Sigma). Apos eletroforese, foi feito a transferéncia em membrana
de nitrocelulose (Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, Amersham Biosciences) a
200 mA. Em seguida, a membrana foi colocada em solu¢do contendo: 5% de leite em
p6 desnatado, 0,5% de Tween 20 e anticorpo primario WP1 diluido 1:5000. O
anticorpo WP1 interage com o dominio comum carboxi-terminal das isoformas
UDPGT1 humanas (Peters et al., 1987). O periodo de incubacao foi de
aproximadamente 12 h. Duas lavagens sucessivas com PBS e 0,1% de Tween 20
foram feitas e o anticorpo secundario biotinilado (Biotinylated conjugated anti-mouse
Ig F’ab fragment, RPN 1021, Amersham Biosciences ) foi colocado na dilui¢do
1:2000. A revelagdo foi feita utilizando o kit Streptavidin-horseradish peroxidase,
RPN 2106, Amersham Biosciences. Microssomos de figado humano foram utilizados

como controle positivo.
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2.10. Imunohistoquimica -galactosidase em biopsia hepatica

A quantificagdo dos hepatocitos que expressavam [-galactosidase em quatro
ratos do grupo Il foi verificada duas semanas apos a injecdo do vetor RV-nisLacZ A
presenga de -galactosidase foi avaliada por imunohistoquimica em cortes histoldgicos
de parafina (5 pm). A parafina foi retirada dos cortes, e a peroxidase enddgena dos
mesmos foi inibida através da incubagao durante 30 min, em solucao de H,O, 3% em
PBS. O anticorpo primdrio policlonal anti-B-galactosidase de coelho (Chemicon
International Inc.) diluido 1:2.000 em PBS contendo albumina humana (2% p/v) e
Tween 20 (0,1% v/v) foi aplicado durante a noite a 4°C. As células positivas foram
visualizadas com anticorpo biotinilado anti-IgG  (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) e com o sistema de revelagdao estreptavidina-peroxidase usando como

substrato cromogénico o amino-etil carbazol (AEC) (Vector Laboratories).

As laminas foram coradas com hematoxilina/eosina € a porcentagem de
células B-galactosidase positivos (nucleos azuis) foi calculada pela contagem em 10

campos, no aumento de 40x.

2.11. Anadlise da distribuicdo do transgene

A distribuicao do transgene hB-UDPGTIAI foi avaliada em varios orgios
(figado, baco, rim, coracdo, pulmdo, gonadas, timo, musculo, intestino, pancreas e
medula 6ssea) dos ratos 4 e 5 (grupo 1) por PCR e por RT-PCR (rato 4), 34 semanas
apo6s a injecao do vetor RV-hB-UDPGT1A1
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a) Analise por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A PCR foi realizada como descrito no item 2.8.2.

b) Analise do RNA (RT-PCR: Reverse Transcriptase- Polymerase Chain

Reaction)

No método de RT-PCR, inicialmente o RNA total ou RNAm ¢ isolado da
amostra e convertido em seu DNA complementar (DNAc). A seguir, o DNAc ¢
amplificado através da PCR com oligonucleotideos especificos para o gene de
interesse. A quantidade de DNAc reflete a quantidade de RNAm o qual, por sua vez,
reflete o grau de transcricdo do gene e também, em geral, a quantidade da proteina

sintetizada.

O RNA total foi extraido de vérios tecidos (figado, rim, coragdo, musculo,
intestino e pulmao) do rato 4 (grupo I) utilizando-se o kit Nucleospin RNA 11
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France). O DNAc (RT-PCR) foi obtido utilizando-se o
oligo (dT) primer (Amersham Pharmacia) e 400 ng de RNA. A PCR foi realizada com

2 ul de DNACc e os oligonucleotideos descritos no item 2.8.2.

Como controle de extracdo de RNA, foi realizada a RT-PCR ¢ PCR em um
fragmento do RNA correspondente a unidade S6 ribossomal. O tamanho do fragmento

amplificado foi de 147 pb.

2.12. Detecgao de anticorpos anti-hB-UDPGT1A1

A presenca de anticorpos dirigidos contra a hB-UDPGT1A1 no soro de todos

os ratos do grupo I foi avaliada entre 6 e 42 semanas apds a administracdo do vetor
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RV-hB-UDPGT1A1, por ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), como

descrito no item 2.5.3 (capitulo I).

2.13. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o teste ¢ de Student’s. O valor de P

<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



126

3. RESULTADOS

A mutacdo pontual no terceiro éxon do gene UDPGT1 foi confirmada para
todos os ratos, com 6 semanas de idade. Como exemplo, o perfil eletroforético dos

ratos 1, 2, 3 e 4 (grupo I) encontra-se na figura 17.

FIGURA 17. Analise genotipica da mutagdo no éxon 3 do gene UDPGT1 por PCR-
RFLP utilizando a enzima de restri¢ao BstNI

PM: marcador de peso molecular; Br: branco de PCR; W: rato Wistar, 149 ¢ 230 pb; Hm: rato
Gunn -/-, 379 pb; Ht: rato Gunn -/+, 149, 230 ¢ 379 pb; 1-4: ratos do grupo 1. Sitio de restri¢dao da
enzima BstNI (BioLabs): 5°...CCWGG...3’

3’..GGWCC...5>’

Com seis semanas de idade, a bilirrubina sérica foi1 dosada em todos os ratos.
A bilirrubinemia foi semelhante nos grupos I e III (70,7 £ 11,5 uM e 69,2 + 14,6 uM,
respectivamente) (NS) (Figura 18). Em compensagdo, a bilirrubinemia (4,56 + 2,19
uM) dos ratos injetados com o vetor RV-hB-UDPGTI1A1 (grupo I) diminuiu para
valores semelhantes aos dos ratos Gunn heterozigotos (< 10 uM). Esses valores foram

significativamentes diferentes quando comparados com os grupos controles
(»<0,0001).
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FIGURA 18. Nivel sérico de bilirrubina seis semanas ap0s transferéncia génica nos

ratos
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Grupo I (n=9): ratos injetados com o RV-hB-UDPGT1A1; grupo II (n=7): ratos controles injetados
com o RV-nisLacZ; grupo III (n=10): ratos controles nao injetados. Os dados de cada grupo

representam a média = desvio padrdo dos valores de bilirrubina.

Esses valores indicam que a corre¢do do fenotipo foi rdpida e completa,
podendo ser ilustrada com a mudanga na coloragdo do soro: amarela para os ratos

controles e transparente para os ratos tratados (Figura 19).
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FIGURA 19. Fotografia do soro de ratos Gunn com seis semanas de idade

Esquerda: soro de um rato Gunn homozigoto nao tratado (grupo III). Direita: soro do rato 1 (grupo I)
tratado com o vetor RV-hB-UDPGT1A1.

Posteriormente, foi avaliada a persisténcia a longo prazo da correcdo do
fenotipo nos ratos tratados. O nivel de bilirrubina sérica permaneceu em niveis
normais durante 42 semanas para o grupo I (Figura 20). Em compensacdo, a

bilirrubinemia dos ratos controles aumentou para valores préximos de 100 uM.



129

FIGURA 20. Analise da bilirrubina sérica dos ratos a longo tempo
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Grupo I (6 semanas: n=9; 10 semanas: n=9; 14 — 34 semanas: n=6; 42 semanas: n=4): ratos injetados
com o RV-hB-UDPGT1A1; grupo II (n=7): ratos controles injetados com o RV-nisLacZ; grupo III
(n=10): ratos controles nao injetados. Os dados de cada grupo representam a média + desvio padrao
dos valores de bilirrubina obtidos.

A fim de documentar a glucuronidagdo da bilirrubina hepatica nos ratos
tratados, a bile foi coletada dos ratos 1, 2 € 3 do grupo I, 13 semanas apos a injecao do
vetor RV-hB-UDPGT1AI1. A presenca de mono- e diglucuronideos de bilirrubina foi
analisada por cromatografia liquida de alta pressio (HPLC). Os histogramas
representativos do rato 1 do grupo I e dos controles (rato Gunn -/- e rato Wistar) sdo

mostrados na figura 21.
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FIGURA 21. Perfil cromatografico dos glucuronideos de bilirrubina do rato 1 (grupo
I), treze semanas apo6s a inje¢ao do vetor RV-hB-UDPGT1A1
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Os cromatogramas foram obtidos da bile de rato Gunn -/- (A), de rato Wistar (B) e do rato 1 (grupo I)
(C). BNC: bilirrubina ndo conjugada; BMC: bilirrubina monoglucuronideo; BDC: bilirrubina
diglucuronideo.
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As proporcoes relativas dos varios tipos de bilirrubina nos cromatogramas
foram calculadas e sdo apresentadas na tabela 8. A quantidade de bilirrubina ndo
conjugada diminui consideravelmente nos ratos tratados. A quantificagdo precisa da
propor¢ao dos glucuronideos de bilirrubina mostrou que eles contribuem em mais de
80% dos pigmentos biliares nos trés ratos tratados do grupo 1. Essas concentracdes sao
quase idénticas as concentracdes no rato Wistar, cuja bilirrubina ndo conjugada varia

em torno de 1-5% dos pigmentos biliares.

Interessantemente, nos ratos injetados, existe uma predominancia de
diglucuronideos de bilirrubina (por exemplo: 65,2% versus 21,33% para
monoglucuronideos) quando comparado com o rato Wistar, o qual tem uma
predominancia de monoglucuronideos. Esta constatacdo pode ser explicada pelas altas
concentragdes da enzima em uma pequena propor¢ao de hepatocitos transduzidos, e

também pela forte atividade do promotor viral.

TABELA 8. Quantificacdo de glucuronideos de bilirrubina na bile dos ratos 1, 2 ¢ 3
(grupo 1), treze semanas ap0s a injecao do vetor RV-hB-UDPGT1A1

Ratos Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina

Nao conjugada  Monoglucuronideos Diglucuronideos Sérica
(%) (%) (%) (uM)

Rato 1 15,46 17,34 67,20 2

Rato 2 12,82 25,62 61,56 4

Rato 3 12,13 21,03 66,84 3

média 13,47 +1,76 21,33 £4,15 65,20 £3,16

Gunn 100 0 0

Wistar 5,45 57,50 37,05

Ratos 1,2 e 3 (grupo I)

Para a andlise da transducao hepatica no grupo I trés ratos (1, 2 e 3) foram

sacrificados treze semanas apoOs a injecdo do RV-hB-UDPGTI1Al. A presenga do
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transgene nas amostras de DNA extraido do figado foi analisada por PCR semi-
quantitativa. Um sinal positivo foi obtido nos ratos tratados e foi comparado com
curva padrdo. A propor¢ao estimada de células transduzidas estava em torno de 1-5%
para os ratos do grupo I (Figura 22). Esse valor foi confirmado por PCR quantitativa, a
qual revelou a presenca de 11%, 4% e 18% de células transduzidas no figado dos ratos
1, 2 e 3 (Tabela 9). Esses valores ndo puderam também ser reproduzidos pela técnica
de imunohistoquimica, pelo fato de que o anticorpo WP1 produz muito artefato de

técnica.

FIGURA 22. Anélise da PCR (Polymerase Chain Reaction) semi-quantitativa no DNA
extraido do figado de ratos do grupo I, treze semanas apds a injecdo do vetor RV-hB-
UDPGTI1A1

hB-UDPGT1A1

PEPCK

100 5 25 10 5 1 05 01 0 PM 1 2 3

Ratos do grupo I (1, 2 e 3). PEPCK: amplificacdo do fragmento do promotor do gene PEPCK. Curva
padrdo obtida pela mistura de diferentes propor¢cdes de DNA gendmico humano e de rato (0-100).
PM: marcador de peso molecular.
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TABELA 9. Valores da PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa na curva
padrdo e no DNA dos ratos tratados (grupo I), treze semanas ap6s a injecdo do vetor
RV-hB-UDPGTI1A1

Curva Padrao Ct
(% DNA humano) (ciclo limiar)

100 17,3

50 19,0

25 19,3

10 21,6

5 22,3

1 24,8

0,5 26,3

0,1 27,3
branco 40

Ratos

1 21,0

2 22,6

3 20,2

Curva padrao (0,1-100); ratos 1, 2 e 3 (grupo I)

Entretanto, para avaliar a transferéncia génica nos hepatocitos dos ratos
recém-nascidos, a deteccdo imunohistoquimica da B-galactosidase no figado de quatro
ratos controles (grupo II) foi realizada, duas semanas apds a inje¢do. A analise
imunohistoquimica revelou que 2 =+ 0,78% dos hepatocitos expressavam a [-
galactosidase (Figura 23). Pelo fato de que existe uma diferenca na quantidade (2,5
vezes) de particulas virais injetadas entre o grupo I e II (1x10° versus 4x10’,
respectivamente), e que a transdugdo dos hepatdcitos € proporcional a quantidade de
particlas injetadas, espera-se que o nivel de transdugao apos a injecao do vetor RV-hB-
UDPGTI1ALI seja em torno de 5%. Esta estimativa estd de acordo com os resultados
dos experimentos de PCR quantitativa que revelaram a presenca de 4 a 18% de células

transduzidas pelo RV-hB-UDPGTI1AL.
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FIGURA 23. Detec¢ao imunohistoquimica de hepatocitos expressando -galactosidase
em ratos do grupo II, duas semanas apoés a injecao do vetor RV-nisLacZ

A: figado ndo transduzido de um rato controle . B: figado de um rato transduzido pelo RV-
nisLacZ (grupo II). Coloragdo: hematoxilina/eosina. Aumento: 400X
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A expressao do transgene veiculado pelo vetor RV-hB-UDPGTI1A1 foi
avaliada por Western Blot nos microssomos hepaticos dos ratos 1,2 e 3 (grupo 1), 13
semanas apos a injecao do vetor RV-hB-UDPGT1A1 (Figura 24). A deteccao de uma
banda de 52 kD foi observada em todos os ratos, como no controle positivo (figado
humano). No rato 2, o sinal obtido foi o mais fraco, concordando com os experimentos

de PCR.

FIGURA 24. Anélise por Western Blot da proteina hB-UDPGT1A1 no figado dos
ratos 1. 2 e 3, treze semanas apos a injecao do vetor RV-hB-UDPGT1A1

o *--

5ug  25ug 1 2 3

Figado Humano

Microssomos hepaticos dos ratos 1, 2 e 3 (grupo I). Microssomos de figado humano: controle
positivo (5 pg e 25 pg).

A distribui¢do do transgene foi avaliada em diversos 6rgaos (figado, baco, rim,
coracao, pulmao, génadas, timo, musculo, intestino, pancreas ¢ medula dssea) dos
ratos 4 e 5 (grupo I) por PCR e por RT-PCR, 34 semanas ap0s a inje¢do do vetor RV-
hB-UDPGT1A1 (Figura 25). A PCR revelou um sinal intenso da proteina hB-
UDPGT1AT1 no figado dos dois ratos e fracamente positivo no coragao, timo, musculo
e intestino do rato 4. Entretanto, estes tecidos no rato 5 mostraram-se negativos. A
presenca do transgene nao foi detectada em células da linhagem germinativa (Figura
25A). A RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) demonstrou
que o figado foi o 6rgdo onde ocorreu maior transcri¢do do transgene (Figura 25B). A
analise densitométrica dos sinais revelou que o musculo e o coracao (rato 4) contém

1,5% e 2,8%, respectivamente, do sinal presente no figado. A transcri¢cao do transgene
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no intestino nao foi detectada. O figado contribuiu com pelo menos 90% da atividade
da hB-UDPGTI1AI, indicando que a conjugacdo da bilirrubina em tecidos extra-

hepaticos foi muito fraca ou ausente.

FIGURA 25. Distribui¢do do transgene hB-UDPGT1A1 em varios 6rgdos dos ratos 4 e
5 por PCR e RT-PCR, trinta e quatro semanas apos a injecdo do vetor RV-hB-
UDPGT1A1

A
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
- —-— = - - *  hB-UDPGT1A1
Rato 4
Ll —— PEPCK
7 —
— — hB-UDPGT1A1
- I :
Reto’5 D D S D S SED GNP S S S e PEPCK
. . .
B
PM B CN 1 3 4 8 9 5
- — - hB-UDPGT1A1
Rato 4
— —— A G — —— — S6

A. DNA analisados (ratos 4 ¢ 5): 1: figado; 2: bago; 3: rim; 4: coragdo; 5: pulmdo; 6: gdnadas; 7: timo;
8: musculo; 9: intestino; 10: pancreas; 11: medula 6ssea. B. RNA total extraido dos tecidos que foram
positivos nos experimentos de PCR (rato 4) e submetidos a RT-PCR. 1: figado; 3: rim; 4: coracdo; 8:
musculo; 9: intestino; 5: pulmdo. S6: amplificacdo do fragmento do gene que codifica a porgdo
ribossomal S6. PEPCK: amplificagdo do fragmento do promotor do gene PEPCK. PM: marcador de
peso molecular.

Finalmente, foi verificado em todos os ratos do grupo I que nehuma resposta

imune contra a hB-UDPGTI1A1l ocorreu. A dosagem de anticorpos anti-hB-
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UDPGTI1AI1 por ELISA revelou-se negativa até 42 semanas apds a transducao do
figado pelos vetores RV-hB-UDPGTI1AL.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, a transferéncia génica neonatal in vivo mediada por
vetores retrovirais resultou na correcdo completa da hiperbilirrubinemia em ratos
Gunn. Esta correcdo ¢ acompanhada da secre¢do de glucuronideos de bilirrubina na
bile, confirmando o sucesso da transducao hepatica. Além disso, a correcdo génica ¢
mantida e a auséncia de resposta imune contra o produto do transgene favorece a

expressao a longo prazo do transgene.

A transdugdo parcial das células hepaticas pode ser suficiente para a cura
bioldgica, uma vez que a bilirrubina em excesso pode ser capturada e metabolizada por
um numero limitado de hepatocitos. Esse fato foi sugerido em estudo prévio, no qual
hepatocitos singénicos transduzidos com um vetor retroviral portador do gene AB-
UDPGTIAI, foram transplantados em ratos Gunn. Os autores assumiram que uma
repopulagdo do figado de apenas 2,5% obtida por hepatdcitos transplantados

conseguiu diminuir em torno de 40% a bilirrubina sérica (Tada et al., 1998).

Um exemplo foi o primeiro protocolo clinico de transplante de hepatocitos
alogénicos em pacientes com sindrome de Crigler-Najjar tipo I: o restabelecimento de
5,5% da atividade enzimatica normal reduziu em 50% a bilirrubina sérica (Fox et al.,
1998). Na sindrome de Crigler-Najjar tipo I o parénquima hepéatico ¢ normal ao longo
da doenca, fazendo com que os hepatdcitos sejam acessiveis aos vetores de

transferéncia génica.

Os vetores retrovirais sdo capazes de integrar o transgene no genoma das
células transduzidas, sendo que a propor¢do de células transduzidas ¢ constante
durante o crescimento. Em animais jovens, o crescimento hepéatico ativo torna possivel
a integracdo de vetores retrovirais, uma vez que os mesmos necessitam das freqiientes
divisdes celulares para integrar o seu genoma nos hepatdcitos. A integragdo no

genoma garante a expressao permanente do transgene, por mais que a divisdo celular
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subseqiliente ocorra. Isto ¢ particularmente importante quando a terapia génica €

planejada para o tratamento de criancas.

Viarios estudos tém demonstrado a eficicia da terapia génica mediada por
vetores retrovirais em animais recém-nascidos, principalmente no que diz respeito a
mucopolissacaridose tipo VII (Xu et al., 2002; Ponder et al., 2002; Ponder, 2003,
Mango et al., 2004 ) e a hemofilia B (Xu et al., 2003; Zhang et al., 2004). Resultados
encorajadores, principalmente em relagdo a corre¢ao do fenoétipo da doenga, bem como

a expressao a longo prazo do transgene, motivaram o planejamento deste experimento.

A indugdo de tolerancia a proteina hB-UDPGT1A1 poderia ser explicada pela
imaturidade do sistema imune no rato recém-nascido, uma vez que o promotor LTR
pode ser expresso pelas células apresentadoras de antigenos, e por conseqiiéncia
induzir uma resposta imune. Tal hipotese poderia ser testada pela administracdo de um
vetor retroviral portador do mesmo transgene nesses ratos, apdés uma hepatectomia
parcial. A avaliacdo da presenca de anticorpos anti-hB-UDPGT1Al, bem como da
bilirrubina sérica, poderia confirmar se os ratos sdao realmente tolerantes. A
hepatectomia, como todo procedimento cirirgico invasivo, pode representar um “sinal
de perigo” e provocar a liberacdo de citocinas, que podem ativar toda a cascata de
reacoes imunologicas, ativando principalmente linfocitos T. De fato, a producdo de
citocinas, tais como a IL-4 e IL-5, sdo consideravelmente reduzidas nos linfocitos dos
neonatos humanos, € uma resposta imune importante nos récem-nascidos parece ser

decorrente de um estimulo inflamatorio (Brown & Lillicrap, 2002).

Uma outra questdo que merece ser considerada quando da utilizagdo vetores
de transferéncia génica que se integram no genoma da célula alvo, ¢ a mutagénese
insercional, como foi bem mostrada em um recente ensaio de terapia génica para a
imunodeficiéncia ligada ao cromossomo X (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Acredita-
se que o risco de transformacao maligna apés a transferéncia génica in vivo no figado
seja baixa e que ndo comprometa a razdo risco/beneficio para doencas genéticas

graves.
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O estudo da biodistribuicdo realizado em 2 ratos do grupo I (RV-hB-
UDPGT1A1), revelou que a transdugao foi fortemente positiva no figado e fracamente
positiva no coragdo, timo, musculo, intestino, pancreas. Este achado ¢ coerente com a
presenca do endotélio fenestrado no figado, indispensavel ao extravasamento das
particulas virais. Isto pode explicar a discrepancia entre estes resultados e aqueles
obtidos apo6s a injecdo in utero de vetores lentivirais (Seppen et al., 2003). A
porosidase do sistema vascular em desenvolvimento durante o crescimento fetal pode

explicar porque outros 6rgaos, além do figado, foram transduzidos naquele estudo.

A transferéncia génica no figado de ratos Gunn recém-nascidos mediada por
vetores retrovirais mostrou-se eficaz. Entretanto, em humanos, o diagndstico genético
da doenca pode nao ser detectado nos primeiros dias de vida, e os pacientes destinados

a terapia génica neonatal ndo devem ultrapassar a idade de 2-3 meses.

A concretizacdo de tal protocolo no ser humano para futuras aplicacdes
clinicas, ndo acontecera antes que outros estudos pré-clinicos em primatas sejam
realizados, embora ndo exista nesta espécie, um modelo da doenga, como € o caso do
rato Gunn. O estudo poderia ser feito utilizando genes marcadores como o LacZ e

GFP, dando énfase ao mecanismo de tolerancia ao produto do transgene.
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Capitulo III — Terapia génica no rato Gunn recém-nascido mediada por vetores

lentivirais



142

1. INTRODUCAO

Recentemente, foi demonstrado que a administragdo de vetores lentivirais
contendo o gene hB-UDPGTIAI durante a vida fetal em ratos Gunn resultou na
correcdo parcial da bilirrubinemia, cujos valores permaneceram estdveis por um
periodo de aproximadamente um ano (Seppen et al., 2003). Dentro do mesmo
contexto, foi demonstrado que a administracdo de vetores retrovirais contendo o gene
que codifica o fator IX da coagulagdo sangiiinea em camundongos recém-nascidos
resultou na expressao prolongada da proteina, sem a inducdo de resposta imune (Xu et
al., 2003).

Baseado nesses resultados, o objetivo deste experimento foi avaliar se a
administragdo em ratos Gunn recém-nascidos do vetor lentiviral contendo o gene 4B-
UDPGTIAI, poderia resultar na correcdo completa e permanente do fenotipo sem
eliminacao dos hepatdcitos corrigidos, pela resposta imune.

A particularidade do vetor lentiviral contendo o gene ZB-UDPGTIAI ¢é que

ele possui um promotor hépato-especifico.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Os ratos Gunn utilizados neste experimento tiveram a mesma procedéncia

daqueles descritos no item 2.1 (capitulo II).

2.2. Esquema experimental

Trés grupos de ratos Gunn recém-nascidos foram utilizados neste estudo:
Grupo I (n =7), Grupo II (n = 6) e Grupo III (n = 10). Os ratos dos grupos I ¢ II foram
injetados com os vetores lentivirais: Grupo I: vetor lentiviral portador do gene hB-
UDPGTIAI (HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1); Grupo II: vetor lentiviral portador do
transgene GFP (HIV-mTTR-GFP). As injecdes dos vetores lentivirais acima
relacionados foram feitas através da veia temporal em ratos de dois dias de idade apos

anestesia induzida pelo gelo.

O volume das suspensdes virais (adicionadas de 8 pg/ml de polibreno) foi o

seguinte:

Grupo I: 50 ul (5x10° p.i.) da suspensdo contendo 1x10" p.i./ml do HIV-
mTTR-hB-UDPGTI1AL.

Grupo II: 50 pl (5x10° p.i.) da suspensdo contendo 1x10" p.i./ml do HIV-
mTTR-GFP.

O ratos do grupo III foram utilizados como controles ndo injetados.
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2.3. Andlise da mutacdo por PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism)

A confirmacdo genética da homozigoze foi realizada nos ratos adultos como

descrito no item 2.3 (capitulo II).

2.4. Construgao e produgdo dos vetores lentivirais

Os vetores lentivirais foram produzidos como detalhado no item 2.2.2.1
(capitulo I). Neste caso, o transgene hB-UDPGTIAI esta sob controle transcricional
do promotor hépato-especifico mTTR (murine transthyretin) fusionado com um
intensificador (enhancer) sintético hépato-especifico (Costa & Grayson, 1991; Nguyen
et al., submetido). O vetor HIV-mTTR-GFP possui também o mesmo promotor. O

titulo dos vetores foi de 1x10'® p.i./ml.

2.5. Analise da bilirrubina sérica

Seis semanas apds a administracdo e a seguir mensalmente, a dosagem de

bilirrubina foi realizada como descrito no item 2.5 (capitulo II).

2.6. Analise da bile

A bile foi coletada por canulagdo do ducto biliar principal (cateter de
polietileno-PF10) de trés ratos E, F e G (grupo 1), 22 semanas apds a injecao do vetor

HIV-mTTR-hB-UDPGT1AI.
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A bile foi analisada como descrito no item 2.6 (capitulo II).

2.7. Bidpsia hepatica

Os ratos E, F e G (grupo I) e cinco ratos (grupo II) foram anestesiados e uma
laparotomia foi realizada 22 semanas ap6s a injecdo dos vetores HIV-mTTR-hB-
UDPGTI1A1 e HIV-mTTR-GFP, respectivamente. Um fragmento de figado
(aproximadamente 10 mg) foi retirado do lobo caudado. Cada biopsia hepatica foi
utilizada da seguinte maneira: um fragmento para a confeccdo do bloco de parafina
apds fixacdo em formaldeido 3% (ratos do grupos II) e, um fragmento foi

imediatamente congelado a -80°C para a PCR (ratos do grupo I).

2.8. Anélise da transdugao hepatica por PCR (Polymerase Chain Reaction)

As andlises de PCR semi-quantitativa, PCR quantitativa ¢ Western Blot nos
ratos E, F e G (grupo I) foram realizadas 22 semanas apos a inje¢do do vetor HIV-
mTTR-hB-UDPGT1A1 como descrito nos itens 2.8, 2.8.1, 2.8.2, 2.8.3 e 2.9 (capitulo
I0).

2.9. Imunohistoquimica GFP em biopsia hepatica

Em cinco ratos do grupo II, a quantificacdo dos hepatdcitos GFP positivos por
imunohistoquimica foi feita da mesma maneira como descrito no item 2.10 (capitulo
IT). O anticorpo anti-GFP (Living Colors Monoclonal antibody-JLS, BD Biosciences)
foi diluido 1:100 em PBS contendo BSA (2% p/v) e Tween 20 (0,1% v/v).
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2.10. Analise da distribui¢do do transgene

A distribuicdo do transgene hB-UDPGTIAI foi avaliada em varios 6rgaos
(figado, baco, rim, coracdo, pulmado, testiculo, musculo, intestino, medula Ossea e
pancreas) dos ratos A e B (grupo I) por PCR, 42 semanas apds a injecao do vetor HIV-
mTTR-hB-UDPGT1A1. A PCR foi realizada como descrito no item 2.11-a (capitulo
I0).

2.11. Detecg¢do de anticorpos anti-hB-UDPGTI1A1

A presenca de anticorpos dirigidos contra a hB-UDPGT1A1 no soro de todos
os ratos do grupo I foi avaliada entre 6 e 42 semanas apos a administragdo do vetor
HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1, por ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay),

como descrito no item 2.5.3 (capitulo I).

2.12. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o teste # de Student’s. O valor de P

<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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3. RESULTADOS

A mutagdo pontual no terceiro éxon do gene UDPGT]1 foi confirmada para
todos os ratos. Como exemplo, o perfil eletroforético dos ratos A, B, C e D (grupo I) ¢

mostrado na figura 26.

FIGURA 26. Andlise genotipica da muta¢do no éxon 3 do gene UDPGT1 por PCR-
RFLP

PM
B s W Hm  Ht ™ =g~ == =p

PM: marcador de peso molecular; Br: branco de PCR; W: rato Wistar, 149 e 230 pb; Hm: rato
Gunn -/-, 379 pb; Ht: rato Gunn -/+, 149, 230 e 379 pb; A-D: ratos do grupo I. Sitio de restrigdo
da enzima BstNI (BioLabs): 5°...CCWGG...3’

3’..GGWCC...5°

Com seis semanas de idade, a bilirrubina sérica foi1 dosada em todos os ratos.
A bilirrubinemia foi semelhante nos grupos II e III (78,33 + 3,2 uM e 69,2 + 14,6 uM,
respectivamente (NS) mostrando que a inje¢ao do vetor lentiviral HIV-mTTR-GFP
ndo afeta a hiperbilirrubinemia (Figura 27). Em compensa¢ao, no grupo [ a
bilirrubinemia (3,43 + 5,56 uM) diminuiu para valores semelhantes aos de ratos Gunn
heterozigotos (< 10 uM). Esses valores foram significativamente diferentes quando

comparados com os grupos controles (p<0,0001).
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FIGURA 27. Nivel sérico de bilirrubina seis semanas ap0s transferéncia génica nos

ratos
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Grupo I (n=7): ratos injetados com o HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1; grupo II (n=6): ratos injetados
com o HIV-mTTR-GFP; grupo III (n=10): ratos controles nao injetados. Os dados de cada grupo
representam a média = desvio padrdo dos valores de bilirrubina.

Esses valores indicam que a corregdo do fendtipo foi rapida e completa,
podendo ser ilustrada com a mudanga na coloragdo do soro: amarela para os ratos

controles e transparente para os ratos tratados (Figura 28).
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FIGURA 28. Fotografia do soro de ratos Gunn com seis semanas de idade

Esquerda: soro de um rato Gunn homozigoto nao tratado (grupo III). Direita: soro do rato A (grupo I):
tratado com o vetor HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1

Os niveis de bilirrubina sérica foram posteriormente monitorados
mensalmente. A correcdo do fenotipo foi estavel e a bilirrubinemia permaneceu em
niveis normais durante 42 semanas para o grupo I (Figura 29). Em compensagdo, a

bilirrubinemia dos ratos controles aumentou para valores préximos de 100 uM.
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FIGURA 29. Analise da bilirrubina sérica a longo tempo
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Grupo I (n=7): ratos injetados com o HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1; grupo II (n=6): ratos injetados
com o HIV-mTTR-GFP; grupo III (n=10): ratos controles nao injetados. Os dados de cada grupo
representam a média + desvio padrdo dos valores de bilirrubina obtidos.

A fim de documentar a glucuronidagdo da bilirrubina hepatica nos ratos
tratados, a bile foi coletada dos ratos E, F e G do grupo I, 22 semanas apds a injecao
do vetor HIV-mTTR-hB-UDPGTI1A1 e foi analisado por HPLC. O perfil
cromatografico dos ratos do grupo I foi semelhante ao perfil de ratos Wistar, sendo
que os picos correspondentes aos mono- e diglucuronideos de bilirrubina foram
claramente visiveis. Em compensacdo, ndo existe secre¢do de glucuronideos de
bilirrubina na bile dos ratos ndo injetados ou dos ratos injetados com o vetor HIV-
mTTR-GFP (dados ndo mostrados). Os histogramas representativos do rato E do grupo

I e dos controles (rato Gunn -/- e rato Wistar) sdo mostrados na figura 30.



151

FIGURA 30. Perfil cromatografico dos glucuronideos de bilirrubina do rato E (grupo
I), vinte e duas semanas apo6s a inje¢ao do vetor HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1
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Os cromatogramas foram obtidos da bile de rato Gunn -/- (A), de rato Wistar (B) e do rato E (grupo I)
(C). BNC: bilirrubina nao conjugada; BMC: bilirrubina monoglucuronideo; BDC: bilirrubina
diglucuronideo.
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A quantificacdo precisa da propor¢do dos glucuronideos de bilirrubina
mostrou que eles contribuem em mais de 99% dos pigmentos biliares nos trés ratos
tratados do grupo I (Tabela 10). Essas concentragdes sao quase idénticas as
concentragdes no rato Wistar, cuja bilirrubina ndo conjugada varia em torno de 1-5%
dos pigmentos biliares. Nos ratos injetados existe uma predominancia de
diglucuronideos de bilirrubina em relagdo aos monoglucuronideos. No rato Wistar, ao

contrario, a propor¢ao de derivados de bilirrubina ¢ inversa.

TABELA 10. Quantificagcdo de glucuronideos de bilirrubina na bile

Ratos Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina

Nao conjugada  Monoglucuronideos Diglucuronideos Sérica
(%) (%) (%) (M)

Rato E 0,47 12,67 86,86 2

Rato F 0,27 8,30 91,43 2

Rato G 0,63 15,10 84,27 2

média 0,46 +0,18 12,02 + 3,44 87,52 £ 3,62

Gunn 100 0 0

Wistar 5,45 57,50 37,05

Ratos E,F e G (grupo I).

Biopsias hepaticas foram realizadas nos ratos E, F e G, 22 semanas apos a
injecdo do vetor do HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1. A presenca bem como a expressao
do transgene foi revelada por PCR e Western Blot. A PCR semi-quantitativa revelou a
presenca de um fragmento especifico de 504 bp nos ratos tratados (Figura 31). Uma
curva padrdo foi construida diluindo-se DNA humano no DNA de rato a fim de
comparar a intensidade do sinal de PCR. O sinal mais intenso foi obtido na PCR

realizada no DNA do rato F (Figura 31).
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FIGURA 31. Anélise por PCR (Polymerase Chain Reaction) semi-quantitativa do
DNA extraido do tecido hepatico apds transferéncia génica nos ratos E, F e G do grupo
I

PM Br 100 99,5 95 75 50 10 1 0.1

hB-UDPGT1A1(% DNA humano)

PEPCK (% DNA rato)

0 0.1 1 10 50 75 95 99,5

PM Br
hB-UDPGT1A1

PEPCK

Curva padrédo obtida pela mistura de diferentes propor¢des de DNA gendmico humano e de rato (foto
superior). A PCR foi realizada no DNA néo diluido (500 ng), diluido 1:10 (50 ng) e diluido 1:100 (5
ng). PEPCK: amplificagdo do fragmento do promotor do gene PEPCK. PM: marcador de peso
molecular. E, F e G: ratos do grupo I.

A andlise das amostras de DNA por PCR quantitativa mostrou que 8%, 25% e
5% dos hepatdcitos eram positivos para a presenca do transgene no figado dos ratos E,

F e G respectivamente (Tabela 11).



154

TABELA 11. Valores da PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa na curva
padrdo e no DNA dos ratos tratados (grupo I)

Curva Padrao Ct
(% DNA humano) (ciclo limiar)

100 17,3

50 19,0

25 19,3

10 21,6

5 22,3

1 24,8

0,5 26,3

0,1 27,3
branco 40

Ratos

E 21,8

F 19,2

G 22,5

Curva padrao (0,1-100); ratos E, F ¢ G (grupo I)

Para avaliar a proporcao de hepatdcitos transduzidos apods a transferéncia
génica neonatal in vivo, os hepatocitos provenientes de cinco ratos do grupo II foram
analisados por imunohistoquimica para detectar GFP, 22 semanas apods a inje¢ao do
HIV-mTTR-GFP. Pelo fato de que a mesma quantidade de particulas virais foram
injetadas no grupo I e II, a propor¢ao de hepatocitos GFP positivos deve refletir a

proporcao de hepatocitos transduzidos pelo HIV-mTTR-hB- UDPGT1AL.

A anilise imunohistoquimica GFP revelou que os hepatocitos transduzidos
estavam distribuidos de maneira uniforme no parénquima hepatico (Figura 32). A
porcentagem média de hepatocitos transduzidos foi de 36,15 = 29% (70%; 14,3%;
10,3%; 50%; 36,1%). Nao foram detectadas por imunohistoquimica células nado
parenquimatosas expressando GFP, o que estd de acordo com a especificidade do

promotor mTTR.
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FIGURA 32. Deteccao imunohistoquimica da proteina GFP no figado, vinte e duas
semanas apos a inje¢ao do vetor HIV-mTTR-GFP

A: figado controle ndo transduzido. B: figado de rato transduzido pelo HIV-mTTR-GFP (setas)
(grupo II). Coloragdo: hematoxilina/eosina. Aumento 400x.
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A deteccao da proteina hB-UDPGT1A1 expressa pelo vetor HIV-mTTR-hB-
UDPGT1AL foi avaliada por Western Blot nos microssomos hepéaticos dos ratos E, F e
G (grupo 1), 22 semanas ap6s a injecao do vetor HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1, como
mostrado na figura 33. A deteccdo de uma banda de 52 kD foi observada em todos os
ratos, como no controle positivo (figado humano). No rato F, o sinal obtido foi o mais

forte, concordando com os experimentos de PCR.

FIGURA 33. Anélise por Western Blot da proteina hB-UDPGT1A1 no figado dos
ratos E, F e G (grupo I), vinte e duas semanas apds a inje¢ao do vetor HIV-mTTR-hB-
UDPGTI1A1

E F G 5 ug 25 ug

Figado Humano

Microssomos hepaticos dos ratos E, F e G (grupo I). Microssomos de figado humano: controle
positivo (5 pg e 25 ug).

A distribui¢do do transgene foi avaliada nos orgdos (figado, bago, rim,
coracao, pulmao, testiculo, musculo, intestino, medula 6ssea e pancreas) de dois ratos
(A e B) do grupo I, 42 semanas apo6s a injecdo do vetor HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1.
Um sinal positivo foi observado no figado de ambos os ratos e uma banda de fraca
intensidade também estava presente no DNA proveniente da medula 6ssea em um dos

ratos. Todos os outros 6rgaos testados foram negativos (Figura 34).
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FIGURA 34. Determinacao da disseminagdo do transgene m7TTR- hB-UDPGTIAI por
PCR em varios orgdos dos ratos A e B (grupo I), quarenta e duas semanas apds a
inje¢do do vetor HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

hB-UDPGT1A1

Rato A PEPCK

hB-UDPGT1A1

Rato B PEPCK

DNA analisados: 1: figado; 2: bago; 3: rim; 4: coragdo; 5: pulmio; 6: testiculo; 7: musculo; 8:
intestino; 9: medula 6ssea; 10: pancreas. PEPCK: amplificagdo do fragmento do promotor do gene
PEPCK. PM: marcador de peso molecular.

Finalmente, foi verificado em todos os ratos que nenhuma resposta imune
contra a hB-UDPGT1A1 ocorreu. A dosagem de anticorpos anti-hB-UDPGT1A1 por
ELISA revelou-se negativa até 42 semanas apds a transducdo do figado pelo vetor

HIV-mTTR-hB-UDPGT1AL.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, foi relatado que a administracio do vetor lentiviral
contendo o gene hB-UDPGTI1AI em ratos Gunn homozigotos recém-nascidos resultou
na correcdo permanente do fenotipo. Usando um promotor hépato-especifico, uma
corre¢ao completa com niveis de bilirrubinemia permanecendo em valores normais por
42 semanas foi alcancada. A corre¢dao genética dos hepatdcitos foi documentada pela
presenga de mono- e diglucuronideos de bilirrubina na bile dos ratos tratados em
quantidades semelhantes, ou até maiores do que em ratos heterozigotos controles. A
PCR bem como a analise por Western Blot realizadas no DNA e em microssomos
hepéticos, respectivamente, revelou a presenga e expressio do transgene no

parénquima hepatico.

Uma variedade de vetores virais contendo o gene ZB-UDPGTIAI foi avaliada
no rato Gunn. Resultados promissores foram obtidos com o vetor retroviral SV40
obtendo-se um decréscimo de 30% na bilirrubina sérica (Sauter et al., 2000). A
primeira geracao de vetores adenovirais administrados no figado resultou em correcao
completa mas transitoria do fenotipo, causada pela rejeicdo dos hepatdcitos
transduzidos (Askari et al., 1996). Recentemente, Toietta et al. relataram uma corregao
completa e permanente de ratos Gunn adultos apds uma Unica inje¢do do vetor
adenoviral “gutless” (Toietta et al., 2005). Este estudo representa o maior avango em
terapia génica para doencas hepaticas hereditarias. Entretanto, a aplicagdo clinica desta
abordagem ainda ¢ discutivel. A auséncia de toxicidade dos vetores adenovirais no
rato nao elimina o potencial toxico em humanos. Este dado ¢ importante, uma vez que
estudos clinicos realizados anteriormente em terapia génica da deficiéncia em OTC
(ornitine transcarbamylase) usando vetores adenovirais resultaram na morte de um
paciente, causada pela imunidade inata imediatamente apos a inje¢do (Raper et al.,
2003). A dose do vetor administrada ao paciente (6x10'" particulas virais/kg) foi

menor que a dose necessaria para tratar o rato Gunn (3x10'? particulas/kg).
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Outras tentativas para induzir tolerdncia a proteina terapéutica através da
administragdo oral de vetores adenovirais ou inoculagdo intra-timica da proteina foram
parcialmente satisfatorios e resultaram em corre¢do incompleta do fendtipo (Ilan et al.,
1996; Ilan et al., 1997). Outro estudo promissor relatou que a transferéncia génica
mediada por vetor adenoviral em recém-nascidos pode evitar a rejeicdo dos
hepatocitos transduzidos (Li et al., 1998). Entretanto, pelo fato que vetores adenovirais
ndo se integram no genoma da célula alvo, subseqiientes divisdes dos hepatocitos
transduzidos resultaram em diluigdo progressiva e eliminagdo do transgene
terapéutico. Como conseqiiéncia, o alto nivel de correcdo obtido apods transferéncia

génica progressivamente desaparece apods seis semanas (Li et al., 1998).

Vetores retrovirais integram o transgene no genoma da célula alvo. O nivel de
correcdo alcancado apds infec¢do € constante apesar das subseqiientes divisdes das
células corrigidas. Isto € um dado importante quando a terapia génica ¢ planejada para
o tratamento de criangas. Esa correcdo permanente foi relatada em estudos nos quais
vetores lentivirais foram administrados in utero bem como quando vetores retrovirais
foram administrados ap6s hepatectomia parcial no rato Gunn adulto (Tada et al., 1998;
Seppen et al., 2003). Em ambos estudos, a corre¢cdo foi permanente por um periodo
superior a um ano. Entretanto, como vetores retrovirais sao menos eficientes que
vetores adenovirais na transducdo de hepatdcitos, uma correcdo completa nunca foi

alcancada.

No presente estudo, foi demonstrado que quando vetores que i) se integram no
genoma da célula alvo e ii) possuem um titulo alto sdo administrados em ratos recém-
nascidos, uma quantidade suficiente de hepatocitos sao transduzidos € uma corregao
completa do fenotipo ¢ alcancada. Além disso, esta correcdo completa ¢ mantida

durante o crescimento dos ratos tratados.

Foi relatado anteriormente que quando vetores retrovirais com titulos elevados
foram administrados ao figado de ratos adultos apds hepatectomia parcial, uma

diminui¢ao de 50-70% do nivel de bilirrubina sérica foi obtida. A corregdo foi
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prejudicada pela resposta imune que eliminou os hepatocitos transduzidos em menos

de quatro semanas (Aubert et al., 2002).

No presente estudo, a injecdo de vetores lentivirais ndo desencadeou resposta
imune contra a proteina terapéutica. Foi recentemente relatado que a administragdo in
vivo de vetor retroviral em camundongos recém-nascidos induziu tolerdncia a
proteinas “ndo-proprias” (Xu et al., 2003). Tal mecanismo pode explicar a auséncia de
resposta imune contra a hB-UDPGT1AT1 neste experimento. Em um rato, a anélise por
PCR revelou a presenca do transgene em células da medula 6ssea. A transdugdo da
medula 6ssea foi também observada apos administracdo neonatal de vetores
oncoretrovirais (Xu et al., 2004a). Entretanto, o promotor hépato-especifico presente
no vetor lentiviral HIV-mTTR-hB-UDPGT1A1 faz com que seja improvavel que a
expressao do transgene em células do timo contribua para esta tolerancia. A tolerancia
pode ter acontecido devido a expressao restrita da hB-UDPGTI1AT1 nos hepatocitos e
nao em células apresentadoras de antigenos, evitando o desenvolvimento das respostas
celular e humoral transgene-especificas (Follenzi et al., 2004). De um modo geral,
promotores hépato-especificos seriam superiores em relagdo aos promotores
ubiqiiitarios no que diz respeito ao nivel e a expressao a longo prazo do transgene no

figado.

Finalmente, o estudo da biodistribuicao revelou que a transdugdo foi restrita ao
figado ¢ a medula 6ssea. Esta afirmagdo € consistente com a presenca do endotélio
fenestrado nestes drgdos, indispensavel ao extravasamento dos vetores virais. Isto pode
explicar a discrepancia entre estes resultados e aqueles obtidos por Seppen et al. apos
injecdo in utero do vetor lentiviral (Seppen et al., 2003). A porosidase do sistema
vascular em desenvolvimento durante o crescimento fetal pode explicar porque outros

orgaos, além do figado, foram transduzidos naquele estudo.

O presente estudo pode ser considerado como ensaio prévio em modelo
animal para futuros protocolos clinicos de terapia génica para a sindrome de Crigler-
Najjar tipo I, usando-se vetor lentiviral portador do gene hB-UDPGTIA1 sob controle

de um promotor hépato-especifico.
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CONCLUSOES

Capitulo I:

Os resultados puderam demonstrar que o quimerismo molecular hB-
UDPGT1AI1 obtido na medula éssea dos ratos Gunn transplantados ndo foi suficiente

para:
i) Induzir tolerancia central a proteina hB-UDPGT1A1l.

ii) Manter a expressao a longo prazo do transgene no figado, com excecao do

rato 9.

Capitulos II e IT

A transferéncia génica in vivo mediada por vetores retrovirais ou lentivirais
nos ratos Gunn recém-nascidos resultou na correcdo completa e a longo prazo da

hiperbilirrubinemia, resultando em tolerancia imunolédgica a proteina hB-UDPGT1AL.
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