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RESUMO

Para que a terapia génica seja aplicada a terapéutica clinica, é necessario o
desenvolvimento de um sistema que permita a eficacia bioldgica e seguranga no caso
de efeitos toxicos.

O gene da eritropoetina (EPO) pode ser utilizado para o tratamento de anemias
cronicas, porém estudos in vivo tém demonstrado gue efeitos toxicos, como trombose e
policitemia fatal, sdo freqUentes devido ao descontrole da expresséo da EPO e alta
elevacéo do hematdocrito {(Het).

O objetivo deste estudo foi buscar um sistema capaz de induzir a apoptose de
células transformadas com o gene da EPQ, baseado na ativacdo artificial da caspase-9,
através de indutores quimicos de dimerizacéo (CID), comparando este sistema ao do
Tet-Off. Duas construces foram utilizadas: a primeira contendo o cDNA da EPO murina
(pBS-mEpoD) sob o controle do sistema Tet-off (ptetTA) e o segundo contendo o cDNA
da caspase9 ligado a duas moléculas de FKBP em tandem ( iCasp9). As moléculas de
FKBP contém uma mutagéo F36V que permite a ligagéo especifica do indutor quimico
de dimerizacdo (CID) AP20187, gentimente cedido pela ARIAD Pharmaceutics
(Cambridge, MA).

Estudos in vifro mostraram que, em células murinas C2C12 transfectadas
estavelmente, o vetor icasp@ apresentou expressdo adequada e S0% das células
entraram em apoptose apos a administragdo do AP 20187

Os ensaios in vivo foram realizados, iniciaimente, com 3 grupos de
camundongos (11/grupo), que receberam 5ug pBS-mEpoD |, 0,5ug ptettTA e diferentes
concentracdes de iCasp9: grupo 1: zero, grupo 2= 6ug e grupo 3= 10ug. As injegbes
intramusculares foram seguidas de eletroporacao (8 pulsos, 30mseg , 200V/cm, 1Hz).
Apds cinco semanas, 0s animais apresentaram aumento no Hct de 33% (Student T test
p=0.0013), 36.8% (p=0.0004) e 12.8% (p=0.0374) nos grupos 1,2 e 3 respectivamente,
sugerindo gue a administragao de Bug de icasp9 ndo altera a expressao do vetor pBS-

mEpoD | enquanto que 10ug de iCasp9 reduz sua eficiéncia .

Resumo
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Novo experimento foi realizado, onde 49 animais participaram do estudo, sendo
que treze destes receberam as concentragdes administradas ao grupc 1, acima
descrito, e 36 receberam as concentracdes do grupo 2. Atraves deste experimento, foi
possivel verificar a eficiéncia do sistema na elevacdo e sustentagao do hematocrito,
assim como comparar os sistemas iCasp9/AP20187 e Tet-Off, no controle da expressao
da eritropoetina. Dos 13 animais do grupo 1, 4 ndo tiveram aumento do hematdcrito (
30,7%) e os demais ( n=9) apresentaram aumento do hematdcrito superior a 75% | na
4° semana ap6s a injecdo do plasmideo. Destes, 5 animais { 55,5% ) mantiveram o
hematdcrito elevado por mais que 15 semanas

Dos 36 animais do grupo 2, 3 foram a ébito e 10 ( 30,3%) ndoc apresentaram
elevagdo do hematéerito . Os 23 animais restantes tiveram elevag&o do hematécrito
superior a 65% e foram selecionados para receber a droga AP20187. Destes, 7
(30,44%) responderam a administracdo da droga com queda do hematdcrito a niveis
basais e 16 animais nao responderam ( 69,56% ).

Animais tratados e n&o tratados com CID foram sacrificados para retirada de
musculo injetado, verificando a apoptose através da técnica de Tunel. Caspase? nao foi
detectada por PCR no grupo 1, e foi positiva em 91% dos animais do grupo 2 e em 83%
do grupo 3.

Através dos resultados, concluimos que a administracéo dos sistemas em
conjunto n&o altera a eficiéncia do vetor da EPO na elevacdo do hematécrito, apesar
deste efeito ser heterogénec. Também foi possivel observar que o sistema Tet-Off &
eficiente no controle da expressdo génica, demonstrando efeitos homogéneos.

Finalmente, concluimos que o uso do iCasp9 ativado por indutor quimico de
dimerizac&o e o controle da expressao do\gene da eritropostina pelo sistema Tet-Off

s&o opgdes vidveis para a seguranga na terapia génica.

Resumo
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ABSTRACT

In order to apply gene therapy to clinical practice, it is necessary to develop a
system establishing biological efficiency and safety in case of toxic effects. The
erythropoietin gene (EPO) can be used in the treatment of chronic anemia, however in
vivo studies have revealed that toxic effects, such as thrombosis and fatal polycythemia,
are frequent due to uncontrolled EPQO expression and a high increase in the hematocrit
(Hct) levels.

The aim of this study was to search for a system capable of inducing apoptosis in
cells transformed by the EPO gene, based on the artificial activation of caspase-9, using
chemical inducers of dimerization (CID), comparing this system to Tet-Off. Two
constructions were used: the first one containing the cDNA of murine EPO (pBS-
mEpoD) under Tet-Off system (ptet-tTA) control and the second containing the cDNA of
caspase-9 connected o two FKBP molecules in tandem (iCasp9). The FKBP molecules
contain a F36V mutation that permits a specific connection to the chemical inducer of
dimerization (CID) AP20187, kindly provided by ARIAD Pharmaceutics (Cambridge,
MA).

Studies in vitro demonstrated that, in stably transfected murine celis C2Cqp, the
icasp9 vector presented and adequate expression and 90% of the cells entered
apoptosis after AP20187 administration.

The in vivo assays were performed, initially, with 3 groups of mice (11/group) that
received 5ug pBS-mEpoD, 5ug ptet-tTA and different concentrations of iCasp9: group 1:
zero, group 2=6ug, and group 3=10ug. The intramuscular injections were followed by
eiectroporation (8 pulses, 30mseg, 200V/cm, 1Hz). After five weeks, the animals
demonstrated a 33% increase in Hct (Student T test p=0.0013), 36.8% (p=0.0004) and
12.8% (p=0.0374) in groups 1, 2, and 3 respectively, suggesting that the administration
of 6ug of icasp9 does not alter the pBS-mEpoD vector expression, although 10ug of

iCasp9 reduces its efficiency.

Absiract
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A new assay was performed, the study involved 49 animals, thirteen of which
received the same concentrations administered in group 1, described above, and 36
received the same concentrations as group 2. By means of this assay it was possible to
verify the efficiency of the system in the increase and maintenance of the hematocrit, in
addition to comparing the iCasp9/AP20187 and Tet-Off systems, in the control of the
erythropoietin expression. Of the 13 animals of group 1, 4 did not present an increase in
hematocrit (30,7%) and the others (n=9) presented a hematocrit increase of over 75%,
during the 4™ week after the plasmid injection. 5 of these animals (55<5%) maintained a
high hematocrit level for over 15 weeks.

Of the 36 animals of group 2, 3 died and 10 (30, 3%) did not present hematocrit
increase. The 23 animals left had a hematocrit increase of over 65% and were selected
to receive the AP20187 drug. Seven of these {30,44%) responded to drug administration
with a hematocrit decrease that reached basal levels, and 16 animals did not respond
(69,56%).

Animals treated and not treated with CID were sacrificed in order to extract the
injected muscle, verifying apoptosis by Tunel’s assay. Caspase9 was not detected by
PCR in group 1, and was positive in 91% of the animals in group 2, and in 83% of group
3.

The results led us to conclude that the administration of the systems together did
not alter the efficiency of the EPQ vector in the hematocrit increase, in spite of the effect
being heterogenous. It was also possible to observe that the Tet-Off system was more
efficient in controliing gene expression, presenting homogenous effects.

We concluded that the use of iCasp® activated by a chemical inducer of
dimerization and the control of the erythropoietin gene expression using the Tet-Off

system are viable options for gene therapy safety.

Abstract
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A eritropoetina (EPO) é um horménio glicoprotéico produzido principalmente
pelos rins e em parte pelo figado, sendo o principal fator de crescimento da linhagem
eritréide e da regulagdo da produgdo de hemacias. Foi originalmente purificada da urina
de pacientes com anemia aplastica. Possui peso molecular de 34,4-kD segundo
determinado por eletroforese e contém 30% de carboidratos, dos quais 11% consistem
de acido sialico, 11% de hexose total e 8% de N_acetilglicosamina. A proteina possui
508 aminoacidos e o gene que a codifica encontra-se no brago longo do cromossomo 7
(7g21).

Diferentemente de outros fatores de crescimento hematopoiéticos, participa de
um classico mecanismo de “feedback”. Sua regulagdo esta condicionada & hipdxia,
onde nesta condigdo ocorre aumento da produg@o do hormédnio e do nimero de
hemacias; por outro lado, em casos de hiperdxia ocorre reducéo nos niveis de EPO e
consequentemente diminuigdo do nimero de hemacias. A principal estrutura responsiva
a hipoxia no gene da EPO situa-se a cerca de 120 pares de bases apds o inicio da
regido 3". E também um marcador especifico de células progenitoras eritréides. (Krantz,
1991).

A EPO mantem a estabilidade celular, promove a divisio e maturagdo
morfologica das células e aumenta a sintese de hemoglobina. Exerce sua acéo ligando-
se ao receptor de eritropoetina (EpoR), o qual estd expresso principalmente na
superficie celular de células eritrdides. O receptor de eritropoetina pertence a familia
dos receptores de citocina, juntamente com os receptores de IL-3, IL-4, IL-6, G-CSF e
outros As caracteristicas conservadas da EPO inclui entre outros, receptores de
citocinas em uma Unica regido transmembrana e um dominio extracelular. O dominio
intracelular do receptor ¢ dividido em duas regides funcionais. A regido membrana-
proximal contém dois dominios chamados Box-1 e Box-2, 0s quais sdo conservados
como em ouiros receptores de citocinas.

Em geral, existem mil receptores da EPO por célula eritroide, embora este
numero possa variar de acordo com o estagio de diferenciacdo. As células respondem
inicialmente ao hormdnio, no estagio imaturo (BFU-E) e depois na forma de eritroblasto

policromatico. Normaimente uma molécula de EPO ird se ligar a dois receptores de

Introdugéo
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EPO formando um homodimero, iniciando a sinalizago do complexo receptor-ligante

que ¢ subseqlientemente internalizado e degradado,

O EpoR ndo possui nenhuma atividade enzimatica intrinseca, contudo varias
proteinas de sinalizacdo e o receptor em si séo fosforilados apds estimulo com EPO.
JAKZ € a quinase primaria responsavel pela fosforilacdo do EpoR. Quando JAKZ esta
menos ativa as células sdo incapazes de se proliferar, diferenciar-se ou manter sua
viabilidade em resposta a EPO. Uma vez que o receptor foi fosforilado por JAK2, as
STATs ligam-se ao receptor especifico de fosfotirosina que possuem afinidade com
JAKZ2 e assim s&o fosforilados. Deste modo a STATs dimerizam-se e move-se para o
nucleo, onde estimulam a transcrigdo génica.

Recentemente foi demonstrado que a tirosina quinase LYN é importante na via
de sinalizag@o estimulada pela EPO, mas néo na viabilidade. Esta também esta pré-
associada com o receptor de EPO e ativa-se segundo a estimulagéo de eritropetina.
Esta proteina tambem pode se ligar a JAK2 e afetar a fosforilagéo da STATS.

A EPO tem tambem acéo antiapoptética; de fato STATS ativa a expressdo de
muitos genes anti-apoptéticos nas células eritroides, como por exemplo, Bcl-X.
Observagbes em linhagens celulares mostram que STATs e BckX aumentam a
expressao durante a maturacdo de células eritrdides, com um aumento progressivo da
expresséo durante a diferenciagéo de BFU-E para CFU-E e rapido declinio em estagios
posteriores de maturagdo (eritroblasto policromético e ortocromatico). Alteracdes nas
STATs podem induzir a uma morte prematura de precursores mieldides assim como
relatado quando ocorre a diminuigdo de Bcl-2 e Bel-X. (Testa, 2004, e Oda et al, 1998)

Estas vias sdo importantes no controle da eritropoese. inimeras vias de
sinalizagdo sao ativadas em consequéncia da EPO além da via JAK/STAT, como a via
e ras/MAP quinase (MAPK). A via ras/MAPK ¢é uma via de sinalizacdo mais complexa.
Grb2 liga-se diretamente ou através da molécula She, uma tirosina fosforilada do EpoR.
Grb2 pode por si s¢ ativar a ligagao entre SHP-2, cbl ou SOS as quais ativam a ras. Do
mesmo modo, ras GTPase, proteina de ativagdo (GAP), & fosforilada, inibindo a

desativagdo da ras. O GTP ativado, ligado ao ras, faz com que a raf seja fosforilada e
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ativa assim a MEK, a qual por sua vez ativa a MAPK levando assim & produgdo de
fatores de transcricao. (Tilbrook e Klinken, 1998).

Fatores e
‘Trarsorigio

Figura 1: Vias de sinalizac&o da eritropoetina

Este trabalho enfoca o tratamento de doencas hematolégicas, com deficiéncia na
producéo de EPO ou de seus receptores, através da terapia génica. A introdugéo desta
terapéutica beneficiaria inimeras doengas congénitas e adquiridas. A metodologia
poderia ser empregada na substituicdo de transfusdes de globulos vermelhos pela
produgdo in vivo de eritropoetina, nas anemias de doenga cronica, incluindo cancer e
insuficiéncia renal crdnica, mielodispiasias e hemoglobinopatias, como doengas
falciformes e talassemias (Clarke e Paliister, 2005, Eschbach et al, 1987, Cazzola et al,
1997). A EPO, além de estimular a diferenciacio de células hematopoéticas para

globulo vermelho, ativa células precursoras com alta capacidade. de sintese de
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hemoglobina fetal, trazendo enorme beneficio para pacientes com doencas falciformes
e talassemias. No caso de mielodisplasias € hemoglobinopatias, este beneficio s6 é
observado apos a utilizagéo de altas doses de eritropoetina. Atualmente, a eritropoetina
disponivel no mercado € obtida por engenharia genetica, mas seu custo € elevado
tornando a utilizagdo de altas doses inviadvel (Eschbach, 1994)

As anemias cronicas, hereditarias ou adquiridas, sdo tratadas com transfusdes
de hemécias fenotipadas e filtradas, sendo de alto custo para o Estado. A
administragdo freqiente de hemacias determina, em muitos pacientes, a formacao de
anticorpos que inviabilizam a manutengdo adequada do nivel de glébulos vermelhos
sem grande despesa financeira para a busca de doadores de sangue compativeis
(Eschbach et al, 1989). Além disto, as fransfusfes cronicas ndoc s&o livres de
complicacdes. Alem da disseminacéo de agentes virais, que nem sempre é possivel
conter, a hemocromatose é inevitavel. Deste modo, um a dois anos apés o inicio das
transfusdes, € necessaria a administragcdo subcutédnea continua de quelantes de ferro
através de bombas de infusdo (Hofmann e Koeffler, 2005, Arslan et al, 2004).

Visando buscar tratamentos seguros, eficazes e de custo acessivel, iniciou-se
entdo em 1994 os primeiros trabalhos ulilizando o gene da eritropoetina na terapia
génica. Villeval et al (1994) realizaram a transferéncia do cDNA da eritroposetina murina,
através de retrovirus, em células hematopoeéticas, com posterior transplante de medula
ossea de camundongos irradiados letalmente. O experimento foi relativamente bem
sucedido, e animais normais apresentaram grande eleva¢do do hematdcrito, enquanto
que em talassémicos houve aumento discreto do hematdcrito apés 2 meses do
transplante, com melhora do fendtipo em alguns destes. Entretanto, a ocorréncia de
policitemia fatal e melhora transitoria em alguns animais mostraram que o método ainda
precisaria de muiios ajustes.

No ano seguinte, utilizando-se adenovirus para transferéncia do ¢cDNA da EPO,
observou-se que a injegdo subcuténea era mais eficiente do que a intraperitoneal, com
elevag@o gradual do hematOcrito por até 3 semanas apés a injegdo. Entretanto, o
resultado indicava que ndo havia boa reprodutibilidade do ensaio e o efeito tinha curta

duracgéo (Setoguchi et al, 1994),
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Hamamori et al (1995) transformaram mioblastos murinos com 0 gene da EPO
inserido, num vetor ndo viral, e observaram que o implante destes mioblastos em
camundongos com anemia por faléncia renal causava aumento do hematocrito por até
12 semanas apos o implante.

Alguns estudos também demonstraram que células musculares lisas autdlogas,
obtidas de vasos sangiiineos, também expressavam a EPQO, mas a manipulacdo destas
células era dificil (Osborne et al, 1995 e Kessler et al, 1996).

Posteriormente demonstrou-se que células musculares esqueléticas eram um
bom alvo para expresséo da EPQ através de transformac&o com adenovirus associado
(AAV) (Ye et al, 1998). Porém, uma das limitagGes do uso do AAV é a dificuldade em se
obter altos titulos para uso em humanos.

Estes trabalhos deram origem a outros, que visavam modificar in vitro, linhagens
celulares de mioblastos murinos (C,Cyp), introduzindo o gene da EPO através de
eletroporagao, lipofecgdo ou infecgéo viral por adenovirus associado, para aplica¢é@o em
humanos (Rinsch et al, 1997, Boh! et al, 1997, Regulier et al, 1998, Dalle et al, 1999
Serguera et al, 1999).

Neste periodo, a manipulagéo e a expansio de células humanas ainda era uma
realidade distante e a possibilidade de se selecionar um clone de células estavelmente
transformadas, com controle adequado da secre¢ao de EPO, parecia ser mais viavel. A
vantagem deste método seria a facilidade de manipulagdo das células e a boa
reprodutibilidade dos resultados. Estas células foram encapsuladas com membranas de
poliestireno, para evitar os efeitos imunolégicos do transplante xenogénico. Entretanto,
a transmissfo de doengas ainda desconhecidas era a grande limitacdo da técnica.
Vérios trabalhos foram realizados neste sentido e os resultados mostraram elevacdo de
hematocrito em camundongos normais ou talassémicos, porém, novamente com a
ocorréncia de policitemia (Dalle et al, 2000 e Boh! et al, 2000).

Deste modo, o controle da secregdo de EPO é o grande desafio no
desenvolvimento desta forma de terapéutica. Iniciou-se entdo a regulacdo da expressao

pela tenséo de oxigénio através da introducdo na construgdo génica, de sequéncias do
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promotor responsivas a hipoxia. Este sistema, entretanto, apesar de funcionar bem in
vitro, se mostrou ineficiente in vivo (Payen et al, 2001, Binley et al, 2002).

Baseado nestes estudos prévios pode-se concluir que, para o uso da terapia
génica, de forma vidvel, como medida terapéutica em humanos, é necessaric o controle
estrito e reversivel in vivo da expresséo de elementos genéticos exdgenos.

Muitos sistemas de regulag&o transcricionais vém sendo descritos, alguns
baseados no principio geral de expressdo do gene de interesse, baseados em
elementos celulares endogenos, de promotores que respondam a sinais ex6genos ou
stress, como hormdnios, hipdxia, citocinas ou ions. O uso de drogas indutoras da
dimerizacao ou oligomerizagédo de alguns genes também vem sendo estudado (Pollock
e Clackson, 2002).

A oligomerizacd@o e a dimerizagdo sdo mecanismos de controle biologicos que
contribuem para a ativag&o de receptores de membrana celular, fatores de transcricao,
fusdo protéica e outras classes de proteinas intra e extracelulares. Métodos de
regulagdo e ativagdo de dimerizacdo por ligantes e terminagéo de vias de sinalizacdo
tém sido descritos (Spencer et al, 1993).

A utilizag8o destes mecanismos para indugao artificial da apoptose, seria uma
alternativa para oferecer maior seguranga a terapia génica.

As vias da apoptose culminam com a ativagdo de uma série de enzimas
denominadas caspases (proteases especificas de aspartato contendo cisteina}. Cada
caspase € uma proteina rica em cisteinas que, quando ativada, cliva proteinas-alvo em
aspartatos especificos. Em humanos, ja foram identificadas 14 caspases até o
momento. Nas células normais, cada caspase estd presente em um estado
enzimaticamente inativo ou “forma zimogénio™. Em geral, um zimogénio &€ um precursor
inativo de uma enzima que contém uma cadeia polipeptidica mais longa que a enzima
ativa final. Para transformar a forma zimogénio na caspase ativa, uma parte do

polipeptideo e removida por clivagem enzimatica (Salvesen e Dixit, 1997).
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Figura 2: A caspase torna-se ativa ap6s a clivagem de suas subunidades

Todos os membros da familia das Caspases apresentam o dominio- catalitico
QACXG, onde a cisteina &€ o aminoacido ativo. As caspases sao importantes no
processo apoptdtico e se dividem basicamente em dois grupos, as caspases
executoras e as caspases efetoras.

O principal membro do grupo das caspases efetoras é a caspase-3 que, entre
outras fungbes, cliva a subunidade inibitoria do fator de fragmentagdo do DNA (DFF),
também chamado iICAD, liberando a subunidade ativa desta molécula (CAD - Caspase
ativada por Dnase), cuja fungéo é migrar para o nicleo e fragmentar o DNA, gerando os
fragmentos oligonucleossomais caracteristicos da apoptose. Outros substratos
importantes incluem proteinas do citoesqueleto, tais como fodrina, gelsolina, pectina e
citoqueratina, cuja protedlise pelas caspases pode contribuir para o aparecimento das
modificagbes na estrutura morfologica das células em apoptose. Também fazem parte
do grupo executor as caspases-6 e 7.

O outro grupo é formado pelas caspases iniciadoras, do qual fazem parte as
caspases-8, 9 e 10 e possivelmente, a caspase-2, cujo papel principal é ativar as
caspases executoras (Riedl e Shi, 2004).

As caspases podem ser ativadas por vias intrinsecas e extrinsecas. A via
intrinseca & mediada pela mitocdndria @ em resposta a estimulos apoptoticos, muitas
proteinas s&o requeridas no espago fransmembrana. Algumas destas proteinas estéo
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bem caracterizadas incluindo o citocromo ¢, SMAC (mitocdndria secundaria ~ derivada
de caspases ativadoras)/DIABLO (inibidor direto de apoptose (IAP)- proteina de
ligagdo), AlF (fator indutor de apoptose), EndoG (endonuclease G) e OMI/HTRA2 (A2
proteina requerida em altas temperaturas). Todavia o passo mais empregado nesta via
€ a proteina citocromo ¢ que se liga e ativa a proteina APAF-1no citoplasma. Esta
ligagéo induz uma conformacédo que se liga a ATP/JATP e forma o apoptosomo que
leva a ativag@o da caspase-9 a qual desencadeia a cascata de ativagio das caspases
efetoras. As vias extrinsecas s&o iniciadas pela ligagdo extracelular a receptores de
superficie celular como o FasL, ou a citocinas como Fas. Os receptores de superficie se
ligam aos seus receptores formando um complexo que recruta fatores no citosol, como
o FADD e a caspase-8, formando um complexo indutor de sinalizagdo (DISC). A
formagdo do DISC leva a ativagdo de caspases iniciadoras, a caspase-8 a qual cliva e
ativa a caspase efetora, caspase-3 (Riedl e Shi, 2004).

Um sistema artificial de dimerizagdo vem sendo testado, constituido por um
indutor quimico de dimerizagado (CID) que se liga a um adaptador especifico, a proteina
FKBP (FK506 — Binding Protein), que pode ser utilizado em construgdes génicas. O
FKBP e uma proteina de ligacdo com imunofilinas, presente em células linféides T, e
responsivo ao FK506, uma droga utilizada como imunossupressora no tratamento de
reacao de enxerto versus hospedeiro. Em condigdes normais, o FK506 se liga & célula,
provocando dimerizagdo das moléculas de FKBP, interacdo com calcineurina e
imunossupressdo. Baseado nestas propriedades do FKBP, a construcdo contendo esta
molécula em fusdo com o gene alvo vem sendo testada para a indugdo artificial da
expressao génica, como em 1996 por Freiberg et al que induziram a via Fas em células
epiteliais humanas e em 1998, onde MacCorkie et al promoveram, in vitro, a ativacao da
cascata da apoptose atraves de construcdes contendo o cDNA do FKBP e o ¢cDNA da
caspasesi ou 3 (efetoras).

O sistema original de homodimerizagao foi realizado por Schreiber e Crabtree,
em 1992. Um dimero de FKBP foi induzido atraves de ligagdo quimica de duas
moleculas de FKS06, denominado FK1012, o que eliminou a atividade
imunossupressora da droga. Atraves desta foi possivel ligar proteinas do tipo selvagem

aos dominios do FKBP. A segunda geragdo de homodimeros comegou a ser sintetizada
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por cientistas da ARIAD/MIT, Cambridge, que desenvolveram o AP1510, sendo este
sintético mais potente do que o FK1012. A atividade endogena do FKBP foi eliminada
na terceira geragdo, através da sintese do AP1903 e AP20187, gue se ligam
especificamente a uma molécula de FKBP com a substituicdo do aminoacido

fenilalanina por uma valina na posi¢éo 36 (Spencer et al, 1993 e Rivera 1998).

[
?J\ - AP20187

Figura 3: Indutor quimico de dimerizagdo, AP20187, produzido por ARIAD/MIT
Pharmaceutical (Cambridge)

O AP1903 mostrou ser eficiente em células, mas o AP20187 obteve melhores
resultados tanto em células quanto em animais. A administragdo do AP20187 a
humanos sadios mostrou ser livre de toxicidade e ndo acarretou em reacdo imunologica
(Xie et al, 2001, Li 2002 e Neff et al, 2002), podendo ser utilizado no controle da

express&o génica.

Introducgao
29



-CID/CBDS

degradacio

Morte substrato

'

Apoptose

: Caéi:é&e ativa
Caspase Inativa

AP20187 WA FKBP(F36V

Figura 4: Modelo de ativacdo de dimerizagfo através de um sistema artificial. Através
da ligagdo do CID com a molécula do FKBP em fusdo com a proteina alvo, ocorre a
ativago da proteina que necessita se encontrar na forma de um dimero para ser
expresso (Spencer et al, 1996 e Blau et al,1997)

Outro sistema viavel visando a seguranga na terapia génica é o do controle da
expressdo génica pela tetraciclina, o sistema Tet-Off/Tet-On, vendido comerciaimente.

Em E.coli a proteina Tet repressora regula negativamente o operon de
resisténcia & tetraciclina. O TetR impede a transcricdo génica, ligando-se a seqliéncia
do promotor {tetO) na auséncia da tetraciclina (Tc). Este sistema tem sido amplamente
utilizado em experimentos com células de mamfferos.

Um dos componentes do sistema contém o vetor de expressdo da proteinag
denominada TetR. Este vetor possui o dominio VP16 do virus Herpes simplex que
forma o dominio de ativagdo que se localiza logo apds o promotor de citomegalovirus,
compondo assim o transativador tTA.

O segundo componente do sistema & o plasmideo responsivo ao tTA {(pTRE) no
qual € inserido o gene de interesse, controlado pelo elemento responsive a tetraciclina.

O gene de interesse € clonado acima do promotor minimo de citomegalovirus. Deste
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modo, no sistema Tet-Off, a administragio do antibiodtico tetraciclina ou seu anaioge
doxociclina inibe a transcrigdo do gene alvo.

Deoxociclina ou
Tetraciclina

Auséncia de Transcricio

Figura 5: Modelo de ativaggo do sistema Tet-Off, onde na auséncia do antibiético
ocorre a transcrigéo do gene alvo e na sua presenga a afinidade do TetR pela
tetraciclina inibe este processo

O sistema Tet-On difere do Tet-Off devide & mudanca de quatro aminoacidos no TelR,
levando este a tomar-se uma proteina repressora {iTetR). Assim a proteina hibrida,
torna-se reversa rTA. Neste sistema a transcrigdo apenas ocorre apos administracéo da
doxociclina (Gossen et al, 1992 e Freundlieb et al, 1999)
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Transativador Reverso

Poxociclina

Transcricfio

Figura 6: Sistema Tet-On. Diferencia do sistema Tet-Off por possuir um transativador
reverso, que na auséncia do antibiético doxociclina inibe a transcri¢io génica, enquanto
que na sua presencga, ocorre a transcrigdo

Estes sistemas vém sendo utilizados hé algum tempo no controle da expressao
de varios genes, como o controle do fator de transcricdo AP-1 em tumores cerebrais
(Liu et al, 2002), regulacéo da expressdo do gene CD97 em linhagens de carcinoma de
colon (Steinert et al, 2002), inclusive o gene da eritropoetina in vitro e in vivo,
mostrando-se muito eficiente (Payen et al, 2001 e Sommer et al, 2002).

Portanto, baseados nestes estudos, nosso projeto foi iniciado visando a
investigagao de sistemas de controle da express&o de genes alvos que viabilizem o uso
seguro da terapia génica na pratica clinica.
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Diante do exposto, foram objetivos do estudo:

« Verificar a eficiéncia do sistema FKBP — iCasp9 em induzir a apoptose em células
murinas.

» Verificar a eficiéncia do sistema FKBP - iCasp9 em regular a expressdo do gene da
eritropoetina

» Comparar a eficiéncia do sistema FKBP — iCasp9 com o sistema Tet-Off no controle

da expressao da eritropoetina
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1. Obtencéao dos plasmideos

O vetor iCasp9 (pSH1/Sn-E-Fv'-Fvis-casp9), contendo duas moléculas do cDNA
do FKBP ligadas em tandem e uma molécula do cDNA da caspase-9, utilizado para
estudos in vifro e in vivo, foi gentilmente cedido pelo Dr. David M. Spencer, do

departamento de Imunologia da Faculdade de Medicina Baylor em Houston.
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Figura 7: Vetor iCasp9 (pSH1/Sn-E-Fv'-Fvis-casp®), utilizado nos estudos in vitro e in
vivo

Materiais e Metodos
36



Para estudos in vivo, aléem do vetor iCasp9, também foram utilizados dois
plasmideos do sistema Tet-Off (Clontech Laboratories). Um dos vetores, contendo o
cDNA da eritropoetina murina ou pBS-mEpoD, e o vetor denominado transativador |
ptet-tTA, foram cordialmente cedidos pelo Laboratdrio de Terapia Génica, Instituto de

Hematologia Universitario, Hospital Saint Louis, Paris.

Tet promoter \

Epo

SV 40 intron and
polyadenylation

ignal
pBS - mEpoD siens

Amp

f1 intergenic
region

Figura 8: Plasmideo pBS-mEpoD contendo duas moléculas do cDNA da EPO murina,
sob controle do vetor ptet-{TA.

Ambos os vetores (pBS-mEpoD e ptet-{TA) contendo as construgdes foram
utiizados para transformar bacterias DH5a competentes, cultivadas em meio LB (Luria-
Bertani) com Ampicilina e o DNA isolado por maxi-preparacdo (Plasmid Maxi Kit -
Qiagen) e em seguida purificados duplamente, através de centrifugagdo em gradiente

de densidade de cloreto de césio (CsCly) (Molecular Clioning — A laboratory manual). A
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técnica consiste em usar 1g de CsCl; para cada mi de plasmideo, adicionar 0,8ml| de
solugdo de brometo de etideo (10mg/ml em agua) para cada 10m! de solugéo
{DNA/CsCly), centrifugar a 7.700 g. Coletar o sobrenadante e transferir para tubo
de13x51mm centrifugando-se a 194.000 g por 18 horas a 20°C. Em seguida remove-se

o brometo de etideo.

2. Administracao do CiD

A administracdo do AP20187 (figura), in vitro e in vivo, foi realizada de acordo
com as instrugdes do fabricante (ARIAD Pharmaceuticals).

Para a administracao in vitro do AP20187, deve-se dissolver o material liofifizado
em ETOH 100%, sendo 175ul de ETOH para cada 250ug do produto, deixando a
solugdo estoque com uma concentragdo de 1mM. O produto deve ser diluido em meio
RPMI e administrado as células na concentragdo de 100 nM. Apds 24 horas de
tratamento, as células sado lavadas com PBS e coletadas para analise.

Para estudos in vivo, o fabricante aconselha que & solucdo estogue, seja
adicionado 16ul de ETOH 100% para cada 1mg da droga liofilizada, obtendo assim uma
concentragdo de 62,.5mg/ml. A diluicdo do estoque para administragio in vivo, foi
realizada em ETOH 100%, PEG-400 e Tween 20 (2%).devido ao AP20187 ser muito
volatil. Cada animal de 30g recebeu 0,06mg de AP20187 em um volume total de 240yl

Estudos in vitro

3. A - Cultura de células C.,C+»

Celulas murinas C,Cq» , derivadas do musculo esquelético da pata de
camundongos adultos C3H, foram obtidas através de American Type Culture collection
(ATCC; CRL 1777, MD, USA) e crescidas em meio Dulbecco’s Eagle’s modificado, com
meio essencial minimo contendo 10% de soro fetal bovino (FBS) a 37 °C em estufa de
CO:z.
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4. B - Obtencao da Linhagem Estavel com plasmideo da Caspase9

A transfeccdo estave! foi realizada para obtermos clones de células C,Cys
murinas, contendo o vetor iCasp9, onde pudemos detectar a expressdo da proteina
caspase 9 humana e testamos a resposta aoc AP20187.

Transfeccdo Estavel — durante a transfeccdo estavel as células C,Cq; foram

colocadas em placas de Petri de 10 cm na densidade de 1x10° céls/placa. As células
foram transfectadas com 20ug de iCasp9 com 1ug de vetor pMC1neoPolyA
(Stratagene, Saint Quentin en Yvelines, France), 1440ul OptiMEM (Invitrogen Life
Technologies), e 60yl de Lipofectamina (Invitrogen Life Technologies) de acordo com o
manual de instru¢bes do fabricante (Invitrogen Life Technologies). As células foram
incubadas por 45 minutos, e foi adicionado mais 4,5ml de OptiMEM (Invitrogen Life
Technologies). As células foram lavadas com PBS e OptiMEM (Invitrogen Life
Technologies) e replaqueadas em 6ml de Opti mix de transfecgdo. Apds 4 horas, a 37
°C foi adicionado 20mil de DMEM com 10% FBS.

As ceélulas foram selecionadas através do antibidtico neomicina, 1000 pg/mi
(Invitrogen Life Technologies), por duas semanas e os clones foram testados através de
PCR para detectar a presenga do vetor iCasp9 e por Western Blotting para deteccio da
proteina de fusdo {uma molécula de Caspase-9 e duas de FKBP)

Dois clones estavelmente transfectados e exibindo alta expressdo de iCasp9
foram escolhidos para realizagdo de transfeccao transitéria utilizando vetor contendo o
gene da luciferase.

Iransfeccdo Transitoria — células C,C; foram colocadas em placas de 24 pogos

na densidade de 5x10* céls/pogo. As células foram transfectadas transitoriamente com
0,5ug a 1ug de iCasp9 (pSH1/Sn-E-Fv'-Fvls-casp9) em 50ul de OptiMEM (Invitrogen
Life Technologies) e 0,04ug de plasmideo Renilila (Renilla — Luciferase Assays System
— Promega) expressando luciferase, utilizado como um controle interno da transfecgéo,
e 2,5 ul de lipofectamina, de acordo com as instrugcbes do fabricante (Invitrogen Life
Technologies). Apds 45minutos de incubac8o, as células foram lavadas com PBS. A
lipofeccdo foi realizada durante 3 horas, a 37°C em estufa de CO; a 5%. Em seguida,

foi adicionado 1ml de DMEM contendo 20% de FBS permanecendo assim por 24 horas.
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5. Analise da Expressao da Luciferase em linhagens estaveis expressando a
construgao iCasp9

A atividade da luciferase foi medida usando kit de quantificacdo de luciferase
Renilla da Promega. Brevemente as células foram coletadas e centrifugadas a 13000
rpm em tubos de 1,5 mi, através de pequenos pulsos. Para lisar as ceélulas, foram
adicionados 100 pl de tampao de lise e estas células foram congeladas a -20°C, em
seguida foram descongeladas e adicionou-se 20 ul de solugdo tampdo Renilla e a
quantificagdo foi realizada em lumindmetro {LuminometroTD-20e). A medida de

luminescéncia foi realizada de acordo com curva padrdo de luciferase.

Estudos in vivo

Para os estudos in vivo, o proieto foi inicialmente aprovado pelo comité de ética
animal da Unicamp. Utilizamos camundongos fémeas C57B1/6 de oito a doze semanas
de idade, obtidos no CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigacéo Biologica da
Unicamp.

Os 82 animais utilizados foram inicialmente marcados com furador de orelha, e
colocados em tubos Falcon { 50ml} contendo pequena fenda na lateral para conter os
animais. O sangue utilizado para medida do hematocrito (basal) foi obtido de pequeno
corte, utilizando um bisturi, na cauda do animal. O sangue foi disposto em capilares
heparinizados, centrifugados em centrifuga de microhematocrito (FANEM) por 3
minutos a 8000 rpm. Apoés coleta de hct, estes foram anestesiados com quetamina
(8mg/kg) e xilasina (3mg/kg) intraperitoniaimente (IP). Em seguida foi realizada
raspagem do pélo dos animais, da pata inferior esquerda, com auxilio de lamina de
barbear, e os vetores foram injetados , com auxilio de seringa de insulina, no musculo
tibial cranial, seguido de eletroporagio de 8 puisos — 20ms- 200V/cm - Freqliéncia de 1
HZ, utilizando o eletroporador ECM 830 da marca BTX Molecular Delivery Systems. O
eletroporador contém um eletrodo que é fixado a pata do animal para que as descargas

elétricas sejam realizadas.
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A: garra do eletrodo para animais de grande porte e B: garra do eletrodo para
animais de pequeno porte
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Foram realizados trés experimentos. As concentracSes de vetores estéo

demonstradas nas fabelas abaixo:

Tabela 1: Experimento 1: Teste de concentragdo ideal de vetor iCasp9

i Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
[ ] Plasmideos
{n=11) (n=11) (n=11)
10,0
lcasp9 & 6,0 ug ho
pBS-mEpoD 5,0 ug 5,0 ug 5,0 png
ptet-tTA 0,5 ug 0,5 ug 0,5ug
puc1s 10,0 ug 4ug %)

Tabela 2: Experimento 2: Teste para verificar sustentacido do hematécrito e
administracdo do AP20187

i Grupo 1 Grupo 2
{ ] Plasmideos
(n=13) (n=36)
iCasp9 & 6.0 ug
pBS-mEpoD 5,0 ug 5,0 ug
ptet-tTA 0.5 ug 0,5 ug
pUC18 6,0 ug &

O AP20187 foi administrado aos animais que, na quarta semana apos injecéo de

plasmideos, obtiveram elevagao no hct acima de 65%.

O terceiro experimento foi realizado para comparar a eficiéncia do sistema
iCasp9/AP20187 e o sistema da Tet-Off no controle da expressdo do gene da
eritropoetina. Foram utilizados seis animais do experimento 2, os quais ndo
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responderam ao AP20187. Estes animais receberam doxociclina, via oral, por duas

semanas.

Tabela 3: Experimento 3 : Sistema ptet-mEpoD

Grupo 1
[ ] Plasmideos (n=6)
iCasp9 6,0 ug
pBS-mEpoD 5,0 ug
ptet-tTA 0,5 ug
pUC18 %)

Ao término dos experimentos os animais foram novamente anestesiados e foi

realizado deslocamento cervical.

6. Medida da eficiéncia do sistema pBS-mEpoD/iCasp9 na elevagédo do
hematocrito

A eficiéncia foi testada a partir da quarta semana, apdés a injecdo dos
plasmideos, através de coleta do sangue da cauda por capilares durante quinze
semanas apos administragéo de vetores.

Em dez animais foi realizada coleta de sangue via retro-orbital e posterior
sacrificio por deslocamento cervical para retirada do musculo injetado que foi submetido

& analise imunohistoquimica e PCR.

7. Administracdo do CID/AP20187

O CID/IAP20187 foi administrado (IP), em um volume total de 240ul, aos animais
gue apresentaram elevacdo do hematocrito acima de 65%, na quarta semana apss

injecdo de vetores, em uma concentragdo de 3mg/kg, sendo que os animais pesavam

Materiais e Métodos
43



cerca de 30g. Este tratamento foi monitorado nas semanas apés a aplicacdo do CID,

sendo coletado hematocrito.

8. Administracao de Tetraciclina/Doxociclina aos camundongos

Foi administrada a seis animais com hct acima de 65%, Doxociclina (Vibramicina-
Doxociclina monohidratada — 100mg Laboratérios Pfizer Ltda), um analogo da
Tetraciclina, diluida em agua estéril, na concentragdo de 200u1g/ml com 5% de sucrose.

A administracéo foi realizada oralmente através de bebedouros, por duas semanas.

9. Reagdo em Cadeia da Polimerase

A técnica de PCR foi realizada para testar a presenca da construgdo iCasp9, e o
plasmideo iCasp9 foi utilizado controle positivo. Para a extragdo do DNA gendmico,
tanto das células C2C12 quanto do muasculo injetado com os vetores, dos animais
sacrificados, foi utilizado kit de extragdo de DNA da Gibco (easyDNA, Life
Techonologies) seguindo as instrugbes do fabricante. A reacdo de PCR ocorreu em
volume final de 50 pl contendo 25 mM KCI; 10mM Tris-HCE 1,5 mMgClI2; 0,1 mM de
cada desoxinucleotideo dATP, dCTP, dGTP e dTTP; 500 ng de DNA gendmico e 2
unidades de Taq DNA polimerase recombinante (Life Technologies, Inc). O fragmento
esperado de 400 pares de bases foi obtido utilizando-se 100 ng de cada iniciador sense
(CAPY9s 5 CGG AAA CAC CCA GAC CAG TG 3') e antisense (CAP9as 5 CGA CAC
AGG GCA TCC ATC TG 3) sintetizados por Integrated DNA Tech. A reacdo foi
realizada em termociclador envolvendo 35 ciclos de incubacgido sendo 1 minuto de
desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de anelamento a 56°C e 1 minuto de extenséo a 72°C.

O fragmento da reag&o foi visualizado em gel de agarose 1,5% com brometo de etideo.
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10. Western Blotting

Foi utilizado para detectar a expressao da proteina iCasp@ em células. A
proteina foi obtida através do extrato fotal das células, onde concentragOes iguais desta
proteina foram fracionadas em gel de Poliacrilamida 12% contendo SDS. O gel foi
transferido para uma membrana de nitrocelulose e a membrana foi incubada com
anticorpo policlonal anti-caspase-9 (H-83, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz Ca,
1/1000) e anticorpo secundario ECL™ Western Blotting Analysis System (Amersham

Pharmacia Biotech, UK). A membrana foi exposta e revelada em filme de raio-x.

11. Reac¢ao de TUNEL

Para esta técnica, cortes de 4um foram realizados nos tecidos incluidos em
parafina, com auxilio de microtomo. Os tecidos desparafinizados ou as células C2C12
foram colocados em {&minas de microscopia com auxilio de micropipeta. A seguir, as
laminas foram tratadas com proteinase K por 10 minutos em temperatura ambiente, em
seguida lavadas com PBS e realizada a fixagdo do material com paraformol 4% em
PBS por 5 minutos, seguido de lavagem dupla das |aminas com PBS, por 5 minutos.

A analise da apoptose, das células transfectadas estavelmente e no musculo
injetado de camundongos com vetor iCasp9 e tratados com AP20187, foi realizada pela
técnica de TUNEL através do kit comercial DeadEnd™ Fluorimetric TUNEL System
(Promega — Bioagency), onde as laminas foram incubadas com tamp&o de equilibrio
por 10 minutos a 37°C; a seguir adicionou-se TdTEnzyme e Nucleotide Mix, e incubou-
se por 1 hora a 37°C em camara Umida e escura. Apos a incubagdo as 1aminas foram
lavadas com SSC, duas vezes por 15 minutos, e com PBS por 5 minutos. Foi realizada
coloragdo com iodeto de propideo (1ug/ml) em PBS, em camara escura por 15 minutos;
lavou-se as l&minas por 3 vezes com agua destilada. Adicionou-se “anti-fading solution”
as laminas e estas foram seladas e colocadas para secar de 5 a 10 minutos em

camara escura.
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A detecgdo da fluorescéncia por esta técnica é realizada através de conjugados
com peroxidase, e a viabilidade foi observada em microscopio de fluorescéncia verde
520nm e vermelho 620nm.

12. Analise Estatistica

O objetivo da analise estatistica foi comparar o hct dos animais injetados com
plasmideo da EPO murina sob o controle do sistema de expresséo Tet-Off, analisar a
eficiéncia do sistema da indugao da morte celular através da Caspase-9 junto ao indutor
quimico de dimerizagdo AP20187 e comparar com a eficiéncia do sistema da
tetraciclina.

Os testes utilizados foram: Mann-Whitney, uma prova ndo parameirica, destinada
a comparar duas amostras independentes de mesmo tamanho ou desigual, e Wilcoxon
que € uma prova ndo paramétrica destinada a comparar dados pareados de uma
amostra em ocasifes distintas: antes e depois. O nivel de significancia aceito, foi de
0,05.

O programa Instat foi utilizado para os dados estatisticos e utilizamos o programa

Excell para construgéo dos graficos.
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Estudos in vitro

13. Obtencéo de Linhagem C.C4, Estavelmente Transfectada com plasmideo
iCasp9

Foram obtidos 136 clones de C,Ci, transfectados estavelmente selecionados
com antibidtico neomicina. Por técnica de PCR foi possivel detectar a presenca do

inserto em 120 destes clones, onde trés clones foram selecionados para estudo.

MW 1 2 3 4 5 C H,0

Figura 9: MW= marcador de pelo molecular ladder 100pb, 1 a 5 = clones C,C1»
transfectados estavelmente com cDNA da Caspase-9, C= controle positivo
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Usando a técnica de Western Blotting, com anticorpo anti-caspase-9 (Santa
Cruz), deleclamos a presencga da caspase-9 humana. A proteina de fusio possui peso
molecular de 66kD, correspondendo & caspase-9 (46 kD) e duas moléculas de FKBP
{cerca de 10kD cada molécula).

Clones 1 2 3

66 kD - Caspase-9+FKBP

Figura 10: Westem blotting de clones de células C,Cy; transfectadas estavelmente com
vetor iCasp$

14. Resposta ao CID/AP20187

Os clones de células C,Cy; transfectadas estavelmente com iCasp9, foram
fratados com 100 nM de AP20187 durante 24 horas, ¢ em seguida, foi realizada técnica
de TUNEL para detecg8o de apoptose. Através deste experimento demonstrou-se que
o AP20187 se ligou a molécula de FKPB induzindo a morte celular, pois 90% das
células entrarem em apoptose.
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(A)

Figura 11: Reagdo de TUNEL em células C,Ci,, transfectadas estavelmente. (A)
células n&o tratadas com CID, (B) células tratadas com AP20187. Observe que apos o
tratamento com a droga, ocorreu fragmentacgéo celular detectada pela incorporagdo de
iodeto de propidio no DNA fragmentado com consequentie emissao de fluorescéncia,
indicando assim a ativacio da caspase-9

15. Anélise da Expressédo da Luciferase em linhagens estiveis expressando a
construcdo da Caspase-9/FKPB (F36V)

Houve reducdo de 70 a 90% na atividade de Luciferase apds indugdo com
AP20187, nos clones 1e 3, sugerindo que as células entraram em apoptose.

Um clone controle, transfectado apenas com o vetor da luciferase, ndo obteve
variag@o na atividade de luciferase apds indugdo com AP20187.
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>
AP 20187 + + +
100nM CLONE 1 CLONE 3 CONTROLE
Grafico 1: Atividade da Luciferase apos administracdo do CiD (AP20187)

Estudos in vivo

16. Eficiéncia do sistema pBS-mEpoD/iCasp-9 na elevacio e sustentagdo do
hematocrito

Os animais apresentam em média, em condigdes basais, hematdcrito de 55%.

Apods a injecdo do plasmideo foi considerado como aumento relevante, animais que
apresentaram hct acima de 65% (Tabela 4).

p=0,0013 p=0,0004  p=0,03

Hematocrit (%)

1°semana S°gsemana 5°semana 5°semana

Hct todos Grupo 1 Grupo2  Grupo 3
animais

Grafico 2: Elevacdo do hematdcrito dos animais do grupo 1 a 3, que receberam pBS-
mEpoD (5,0 ug) e iCasp9 (5,0 ug — grupo 2; & 10,0 yg — grupc 3)
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Como vemos, o hematécrito mediano inicial € de 55%. Apds a injecdo de
plasmidec pBS-mEpoD (ver grupo 1) o hematocrito destes animais aumentou
consideravelmente, atingindo mediana aproximada de 70%. Aos grupos 2 e 3 além da
administracé@o do vetor pBS-mEpoD, também foi administrado o vetor iCasp9 em 5,0ug
e 10,0 pg respectivamente. No grupo 2 observamos que o aumento do hct € um pouco
menor, porém de diferenga irrelevante. O mesmo ndo ocorre no grupo 3, onde nao
ocorreu aumento significativo no hematocrito, sugerindo que altas concentragdes do

plasmideo iCasp9 interfere na expressdo da Epo.

Tabela 4: Dados da eficiéncia do sistema Tet-Off/iCasp-9 na elevacio do hematéerito
(%), antes e apos, administracdo dos plasmideos

n Grupo 1~ Grupo 2
Basal 4%"semana  Ba
54 BB
52 73
. 60 S 84
55 70
56 49

Basal  4°semana
52 62
BT B
52 83
LRG0 s
57 67 55 47
56 65 57 80 49 58
55 Bt B3 80 iBg L B
56 79 59 42 58 61
59 7t B2 82 8B5S - B4

W~ O WN -

-k
wh O

Com base neste estudo inicial, realizamos novo experimento, onde injetamos os
plasmideos em um grupo maior de animais, nas concentragbes administradas
anteriormente aos grupos 1 e 2 respectivamente [ grupo 1, n=13: pBS-mEpoD (5,0 ug);
grupo 2, n=36: pBS-mEpoD (5,0 ug) e iCasp9 (5,0 ug ) 1. No grupo 1, 4 animais
(30,76%) nédo apresentaram elevag@o do hematdcrito e os demais (n=9, 69,24%)
obtiveram niveis de hematocrito variando de 75% a 83%. Destes nove animais, 5 (

55,55%) sustentaram o hematécrito acima de 65% por mais que 15 semanas ( grafico 3
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e tabela 5). Os animais: acompanhados. somente. até a. 12 semana {n=4) foram
sacrificados para outras analises.

95 4

a

Hematocrito (%)

&

35

0 1 4 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

SEMANAS

Grafico' 3: Animais injetados: com pBS-mEpoD (n=9) mostrando, em 5 animais,
sustentacao do hct (> 65%) por até 15 semanas apas purificacdo dupla com CsCl;

No grupo 2, dos 36 animais que receberam ambos os sistemas pBS-mEpaD e
iCasp8,. 3. animais foram:a. obito: { 8,33%); 10. animais ndo.obtiveram elevagdo da hct
(30,3%) e 23 animais { 63,9%) tiveram elevacio do hct variando de 65 a 90%:. Estes
animais foram selecionados para receber a-droga: AP20187. Observamos que aqueles
que nao responderam a droga conseguiram sustentar o hct acima de 78% por mais que
15 semanas. (grafico 4 a, b ; tabela 6). Em relacfo aos 3 animais que foram a 6bito, em
1 o-obito foi constatado logo apés a eletroporagiio e em 2 destes o 6bito ocorreu logo
apos a primeira semana, provavelmenie devido & trombose pela elevacdo precoce
observada no hct.
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Tanto no grupo de animais que recebeu somente o vetor pBS-mEpoD (controie)
quanto no grupo que recebeu pBS-mEpoD e iCasp? (estudo) € n&do respondeu ao CID,
a mediana basal inicial do hct era de aproxidamente 52%; na quarta semana apds
injecdo de vetores esta sobe para 82% chegando a décima quinta semana com
mediana do hct de 80% (grafico 3 e 4, tabelas 5 e 6).

17. Resposta ao CID/AP20187

O CID foi administrado aos animais injetados com os vetores pBS-mEpoD e
iCasp9 que obtiveram elevagdo do hct acima de 65%. Foi realizada aplicagdo
intraperitonial na concentragio de 3mg/kg por animal.

Hematderito (%9

35

0146789 1112131415 0614 67 8 9 10 11 12 13 14 15
SEMANAS

Grafico 4: Hematocrito no grupo tratado com AP20187. (A} animais que responderam
ao tratamento (n=7), e em (B) animais que ndo responderam (n=16). A administragdo
da droga foi realizada na semana 4
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O estudo foi realizado com dezessete animais onde sete tiveram drastica
reducdo do hct apos administragdo do AP20187 e dezesseis nao responderam ao
tratamento (Tabela 6). A analise estatistica mostra que a reducgéo do hct dos animais
que responderam ao AP20187 comega a ser significativa a partir da semana 8
(Wilcoxon test, p=0,03). Os animais (n=6) demonstrados no grupo B ate a décima

semana foram retirados para estudos com o sistema Tet-Off.

18. Detecgéao do vetor iCasp9 no musculo injetado

A presenca da caspase-9 foi detectada através de técnica de PCR. O DNA foi
extraido do musculo dos animais sacrificados. O produto obtido foi visto em gel de

agarose 1,5% com tampéao TAE.

400 pb

Figura 12: Deteccéo do vetor iCasp9 no musculo injetado. De 1 a 6 musculo de animais
injetados com CID e 7 musculo de animais ndo injetados. M marcador de peso
molecular, ladder 100pb, C9 controle positivo
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19. Analise Histologica

O musculo injetado de animais tratados e néo tratados com AP20187, foi retirado
para realizacdo da reac8o de TUNEL. Esta técnica nos permite ver a apoptose que

ocorreu no tecido.

Figura 13: A e C mostram reagéo negativa de TUNEL, devido a integridade nas céulas,
em: animais ndo tratados com AP20187. B e D mostram reacdo positiva em animais
tratados com AP20187, onde vemos: fragmentagio celular detectada pela.incorporagéio
de iodetoc de propideo no DNA fragmentado, com consequente emissdc de
fluorescéncia
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20. Administragado de Tetraciclina/Doxociclina acs camundongos

Foi administrada: doxociclina. {(200ug/ml) via: oral aos animais (Tabela 7) com
hematdcrito acima de 65%, durante: as:semanas 4 ¢ 5. Uma dnica dose foi suficiente
para:controlar a express&o. do gene: durante aproximadamente 4 semanas, mostrando
assim a eficiéncia do sistema. Os animais apresentavam mediana de 89% na 42
semana.. Apds a administrag8o da. doxociclina,. na semana 7 estes apresentavam
mediana de 52,5% (Wilcoxon test, p=0,03).
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Grafico 5: Sistema Tet-Off no. controle da express@io do gene da eritropoetina. A
doxociclina foi administrada nas:semanas 4 e 5.
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Tabela 7: Hct (%) dos animais que receberam doxociclina (semanas 4 e 5) oralmente,
antes e ap6s a administragéo do sistema Tet-Off EPO

N

lw) TR & ) IR S SN B AN

Basal 42 Sem 5°S8em 62 Sém' 728em 82Sem 92Sem 10°Sem 11* Sem

55
57
50
58
55
58

89

90

83

89

84

73

82
82
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80
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A terapia génica oferece a perspectiva de tratamento de varias doengas
incuraveis pelos métodos terapéuticos convencionais, contudo ainda existem muitas
limitagbes com relagdo a eficiéncia, seguranca e controle dos vetores de transferéncia
atualmente conhecidos.

Terapia génica utilizando o gene da eritropoetina (EPO) teria papel na methora
da anemia de pacientes com insuficiéncia renal cronica, anemias induzidas pelo cancer
e AIDS, e mais recentemente nas displasias de medula &ssea e hemoglobinopatias. Em
pacientes com beta-talassemia ou anemia falciforme, a eritropoetina recombinante em
altas doses aumenta a hemoglobina circulante e o0s niveis de hemoglobina fetal. Em
vista desses resultados, varios autores vém estudando a liberagéo de altas doses de
eritropoetina por terapia génica para camundongos talassémicos, com resultados
animadores. O uso da eritropoetina na terapia génica apresenta aspecto facilitador
devido a este ser um horménio, normalmente secretado pelos rins, atingindo
rapidamente a corrente circulatoria.

Portanto, qualquer célula do organismo que expresse esta proteina e secrete-a
para a circulagdo, poderd servir de veiculo para a introdugdo do gene modificado.
Aparentemente, uma pequena expressdo do gene ¢ suficiente para elevar
substancialmente o hematécrito de animais anémicos. De fato, observa-se que as
construcdes génicas contendo vetores, virais e ndo virais, introduzidas no musculo
destes animais, levam a revers#o do fenotipo talassémico. Entretanto, com freqiiéncia
ocorre um aumento exagerado na elevagdo do hematocrito, causando tromboses,
sendo necessario uma melhor regulagio da secrecdo da eritropoetina.

Devido aos efeitos ocasionados pela transferéncia do gene da EPO, o que
inviabiliza sua utilizacdo em humanos, no presente estudo testamos a utilizag@o de
sistemas possivelmente capazes de controlar a expressao da erifropoetina.

O uso de indutores quimicos de dimerizagéo (CID’s), no controle de interagbes
entre proteinas, ainda néo esta bem estabelecido, e tém sido testado para expressar
proteinas aivo ligadas a dominios de ativagéo. Desde 0 estudo inicial com FK1012, um
dimero semi-sintético de FK506, os CID’s vém sendo usados na indugao de inUmeras

proteinas que sao naturalmente ativadas por oligomerizagao.
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Em 2001, Daniel et al induziram in vitro a morte de células T, via Fas, apos
administracdo de AP1903. Experimento semelhante foi realizado em 2004, porém em
um modelo primata ndo humano, no qual se observou pequena resposta imune ao

transgene (Berger et al, 2004).

No mesmo ano, Cotugno et al, conseguiram a regulagao do receptor de insulina
através de construcdo génica em vetor viral, imitando a agao do horménio,
transfectando células Ba/F3, onde se obteve a indugdo da atividade na sintese de
glicogénio e proliferacdo celular apés administragdio de AP20187 (Cotugno et al, 2004).
A inducdo da dimerizagdo também pode ser usada no controle da expressdo génica,
através da ligagdo da droga a dominios de ligac8o do DNA e dominios de ativagéo de
fatores de transcricdo. Assim, o uso de dimerizadores ativaria o fator de transcrigéo,
iniciando a expressdo do gene de interesse com um promotor apropriado. Em
conclusdo, este método tem poderoso potencial terapéutico e vem sendo testado
especialmente para a indugdo da expresséo génica.

Entdo por que néo usa-lo para destruir uma célula através da ativagdo de vias de
apoptose e controlar a express@o génica desregulada? Foi neste sentido que este
projeto foi desenhado.

A utilizagdo de caspases efetoras, como a caspase-3, seria mais eficiente para
levar & morte celular porém, estudos iniciais realizados em nosso laboratorio utilizando
o sistema FKBP/Caspase-3, mostraram que este ndo possui boa resposta ao CiD e
deste modo optou-se por utilizar o gene da caspase-9 .

A ativacdo da caspase-9 através do AP20187 na terapia génica foi iniciaimente
testada em 2001 in vitro , constatando-se que o sistema, quando regulado por promotor
apropriado , era capaz de induzir a apoptose de células de cancer de prostata ou vasos
sanguineos (Xie et al, 2001, Nor et al, 2002, Song et al, 2005). Nestes trabathos foram
utifizados como vetores, plasmideos e adenovirus .

A caspase-9 faz parte da classe de caspases executoras e possui peso
molecular de 46kD. Consiste de trés dominios: um pré-dominio amino terminal pesando
16kD, e duas subunidades, maior (20kD) e menor (10kD), que sdo comuns a familia

das caspases e torna-se ativa depois da associagao com Apaf-1. A segliéncia amino
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terminal da caspase-9 e Apaf-1 contém o dominio de recrutamento da caspase (CARD)

o qual é indispensavel para sua interagdo. Depois desta associagdo, a caspase-9 esta
pronta para ser ativada e processar sua atividade (Kuida, 2000, Johnson e Jarvis,
2004).

Nossos experimentos in vitro mostraram a eficiéncia do AP20187 na ativagao da
caspase-9 em células murinas, pois 90% das células entraram em apoptose apos
tratamento com a droga. Entretanto, nos ensaios in vivo, observou-se que apenas
30,43% dos animais, que obtiveram aumento nos niveis de EPO e receberam o CID,
responderam & droga, mostrando assim uma resposta heterogénea do sistema.

Observamos que a purificagio e dosagem correta dos vetores € fator limitante na
expressdo e sustentacdo do efeito da EPO na elevagdo do hematocrito. Altas
concentragbes do vetor iCasp9 impedem a expressdo da eritropoetina, mas a
administracdo de 5Sug de iCasp9 permitiu a expressdo da EPO por mais de quinze
semanas.

Alguns animais (30,70%) ndo apresentaram aumento no hematocrito, e apenas
55,50% sustentaram o hematocrito, acima de 65%, por mais de quinze semanas,
provavelmente pela utilizagdo, neste estudo, de plasmideos como vetor de expresséo
que, como descrito na literatura, possuem menor taxa de transfecgdo, apesar de
ocasionarem menor resposta imunologica do que vetores virais.

O fato de plasmideos apresentarem menor taxa de transfectantes pode ser
amenizado através da injecdo intramuscular seguida de eletroporagdo. Apesar do
musculo esquelético ndo apresentar caracteristicas de um tecido enddcrino, na maioria
das vezes leva o produto de interesse para circulagdo sistemica (Goldspink, 2003)

E comum o uso de vetores virais para expressdo da EPO, porém estudos
recentes realizados em 2004, por Chenauaud et al e Gao et al, mostraram que &
administracao em macacos do cDNA da eritropoetina, através de adenovirus associado,
acarretou em uma profunda anemia correlacionada , aparentemente, com a produgdo
de anticorpos enddgenos anti-Epo. Os animais néo apresentaram hemdlise ou
hemorragia, mas andlises clinicas mostraram total auséncia de reticulocitos no sangue

periféerico.
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Entretanto, recentemente em fevereiro de 2005, Rivera et al demonstraram ©
controle da expressdo do gene da eritropoetina, por até seis anos. Foram realizadas
quatro construgdes génicas, complexas, utilizando como vetor adenovirus associado
(AAV) ligado a dominios de ativagéo, promotores de Citomegalovirus (CMV) e trés
moléculas de FKBP. A expresséo foi condicionada a administracéo de rapamicina ou
analogos como AP22594, AP22660, AP21370 e AP23054, através de injecdo
intravenosa ou via oral do AP22594. A longo prazo, a indugdo foil observada em treze
primatas, onde nédo foi observada resposta imune ou efeitos adversos. Vale lembrar,
que os vetores foram purificados por cloreto de césio ou coluna de cromatografia e
também por outro processo de purificagdo, com colunas de sefarose, livrando os
adenovirus de endotoxinas, processo este ndo descrito por Chenuaud ou por Gao, o
que poderia ser a chave, alem da complexidade do novo sistema, do n&o
desencadeamento de resposta imune.

Além do risco de resposta imunogénica, ainda existe a possibilidade da
integracdo de seqiéncias virais ao genoma. Até recentemente acreditava-se que
plasmideos estavam livres deste efeito porem, estudos atuais mostraram que a
utilizacdo de plasmideos ainda ndo € totalmente segura. Em 2004, Wang et al,
demonstraram que a injegdo, in vivo, de plasmideo contendo o gene da eritropoetina
murina, seguida de eletroporagédo, além de aumentar consideravelmente os niveis do
hormdnio no soro, o vetor se associou ao DNA gendmico. Foi realizada uma nova
metodologia para confirmar a integragdo de regiGes repetidas, denominado RAIC.
Através deste foram identificados quatros eventos de integragcdo independentes, trés
dos quais confirmados encontrando-se seqiéncias repetidas do plasmideo no genoma
(Wang et al, 2004)

O sistema Tet-Off tem sido usado na regulagdo da invasdo e proliferagdo de
células em cancer de mama (Belguise et al, 2004); na regulagéo da expressdo do
promotor pdx-1, utilizando celulas embrionarias em processo de diferenciacdo;
promovendo a expressao de insulina, somatostatina, glucoquinase e outras proteinas,
in vitro (Miyazaki et al, 2004); assim como na indugéo de Bax/Bcel-x, ativando a cascata

da caspase, em linhagem celular de carcinoma humano (Hasenjager et al, 2004},
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Em nosso estudo, este sisterna mostrou ser eficiente no controle da expressao

génica corrobrando dados da literatura (Dalle et al, 2001). Vimos que uma Unica dose
de antibiotico foi suficiente para controlar a express@o génica em todos os animais. A
literatura j& descreveu o uso de vetores contendo o gene da EPO murina sob o controle
da doxociclina (Tet-On), revertendo o quadro beta-talassémico com a expansdo de
BFU-E (unidades formadoras de burst eritroide) e aumentando a sintese de
hemoglobina (Samakoglu et al, 2002).

Concluimos que o sistema Tet-Off foi eficiente e tem boas chances de
reprodutibilidade devido aos resultados homogéneocs obtidos. Bons resultados tambeém
tém sido obtidos em animais de grande porte { Sommer B, 2002, Tietge UJ, 2003) . O
sistemna iCasp9, embora eficiente, mostra falhas de resposta que podem ser atribuidas
a diferencas na captura de ambos os vetores pelo musculo esquelético, ma resposta a
droga pelo animal tratado ou ineficiéncia do sistema do plasmideo para transferéncia
génica. E possivel que esta ineficiéncia venha sendo notada por outros autores, pois
nos Gltimos 2 anos as publicagdes com o sistema icasp9 mostram utilizagdo de
adenovirus associado ( AAV) (Straathof KC, 2005) ou adenovirus (Xie X, 2001). ao
invés de plasmideos.

Com relacdo & droga utilizada, AP20187, outros compostos mais eficientes vém
sendo desenvolvidos (Rivera et al, 2005).

Finalmente, é de grande importéncia a investigagéo de meétodos de transferéncia
génica e sistemas de controle da expressao de genes alvo que viabilizem o uso seguro

da terapia génica na pratica clinica.
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CONCLUSOES
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Em vista dos resultados obtidos, concluimos que:

1. O sistema FKBP — iCasp9 pode ser utilizado em modelos de células murinas,

com eficiéncia da indugdo da apoptose pelo AP20187 .

2. O sistema FKBP — iCasp9 pode ser ufilizado com o sistema TetOff/EPO ,

permitindo a express&o eficiente da eritropoetina e seu controle pela doxociclina

3. O sistema FKBP — iCasp9 ¢ eficiente para suprimir a expresséo de genes ailvo
e pode ser utilizado como medida de seguranca para terapia génica , mas mostra

resposta heterogénea

4. O sistema Tet-Off é eficiente em controlar a expressdo da eritropoetina e

induz resposta homogénea.
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