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Lista de abreviaturas

Ad - Adenovirus

AAV — Adeno-associated virus

PEI — polyethylenimine

EBV - Epstein Barr virus (EBV)

X (SCID) — X-linked severe combined immunodeficiency
MPS — Mucopolysaccharidosis

IDUA - a-L-iduronidase

GAGs - glycosaminoglycans

KO - knockout

iv — intravenous injection (hydrodynamic injection)
ip - intraperitoneal injection

FIV — feline immunodeficiency virus



RESUMO E ABSTRACT



Resumo

A Mucopolisacaridose tipo | € uma doenca lisosomal caracterizada pela
deficiéncia de a-L-iduronidase (IDUA), que é responsavel pela degradacdo de
glicosaminoglicanos (GAGs). Esta deficiéncia leva ao acumulo de dermatan e
heparan sulfato nos lisossomos. Atualmente, os tratamentos disponiveis
envolvem transplante de medula éssea e terapias de reposicdo enzimatica que
sao limitadas em seus efeitos. Neste trabalho, camundongos nocaute (KO) para o
gene IDUA (gentilmente fornecidos pela Dr. Elizabeth Neufeld, UCLA) foram
tratados com um vetor nonviral contendo cDNA IDUA humano (pRIDUA). Os
camundongos KO foram transfectados através de inje¢do hidrodindmica pRIDUA
na veia caudal (iv, n = 3) ou por injecdo intraperitoneal de complexos
pRIDUA/Superfect (ip, n = 3). A acumulagdo de GAGs foi medida nos rins, baco,
pulmdes, cérebro e figado; atividade de IDUA foi analisada nos o6rgdos. A
expressdo de IDUA também foi analisada nos 6rgdos por RT-PCR. A
concentracdo de GAGs nos orgados foi diferente entre KO e camundongos
normais. No baco, niveis de GAGs foram significativamente mais baixos em
camundongos KO tratados iv comparando com o grupo KO sem tratamento. O
RT-PCR mostrou amplificagdo do cDNA IDUA em todos orgdos dos
camundongos KO ambos tratados por iv ou ip. Os resultados mostram atividade
da enzima nos mesmos 6rgdos analisados (principalmente no baco, cérebro e
pulmédo). Estes dados sugerem que o transgene € expresso nos 0Orgaos dos
camundongos KO tratados ip ou iv com pRIDUA. Este tipo de transfeccao pode
ser uma ferramenta util para protocolos nao-virais de terapia de gene de MPS.



Abstract

Mucopolysaccharidosis | is a lysosomal disorder characterized by
deficiency of a-L-iduronidase (IDUA), which is responsible for the degradation of
glycosaminoglycans (GAGs). This deficiency leads to accumulation of dermatan
and heparan sulphate on lysosomes. Presently, available treatments involve bone
marrow transplantation and enzyme replacement therapies which are however
limited in their effects. In this work, knockout (KO) MPS | mice (gently provided by
Dr Elizabeth Neufeld, UCLA) were treated with a nonviral vector with the human
IDUA cDNA. KO mice were transfected with by hydrodynamic injection of pRIDUA
in the caudal vein (iv, n = 3) or by intraperitoneal injection of pRIDUA/Superfect
complexes (ip, n = 3). GAG accumulation was measured in the kidneys, spleen,
lungs, brain and liver; IDUA activity was analyzed in the organs. The expression of
IDUA was also analyzed in the organs by RT-PCR. The concentration of GAGs in
the organs was different between KO and normal mice. In the spleen, however,
GAGs levels were significantly lower in KO mice treated iv with pRIDUA than in
control KO. RT-PCR showed amplification of IDUA cDNA in all organs of the KO
mice both treated by iv and ip. The results show enzyme activity in the same the
organs analyzed (specially in spleen, brain and lung). These data suggest that the
transgene is expressed in the organs of KO mice treated ip or iv with pRIDUA.
This kind of transfection may be a useful tool for non-viral protocols of gene
therapy of MPS.



INTRODUCAO



Introducéo

A terapia génica surgiu como uma promessa para revolucionar a medicina,
sendo aplicada em doencgas nas quais a prevencao e tratamento sdo limitados por
métodos tradicionais. Inicialmente este tipo de terapia foi proposto para corrigir
defeitos genéticos; atualmente, estudos mostram suas aplicacdes no tratamento
de vérias outras patologias como o cancer e doencas neurodegenerativas,
infecciosas e cardiacas.

A terapia génica permite a adicdo do material genético terapéutico,
suprindo deficiéncias ou inibindo a expressdo de certos genes nas células
somaticas humanas. O gene de interesse, também chamado de transgene,
encontra-se em uma molécula de DNA ou RNA junto com outros elementos
genéticos, como sistemas de expressdo e de manutencdo, que garantirdo sua
funcionalidade. Estes elementos compdem o vetor, que leva o transgene para as
células alvo.

Os vetores podem ser usados para transferéncia génica em cultura de
células (in vitro), diretamente no individuo (in vivo) ou em células retiradas do
paciente, modificadas em cultura e reintroduzidas no mesmo (ex vivo). Para
alguns tipos de tratamentos pode ser usada ainda a transferéncia do vetor
diretamente no local de interesse (in situ).

Para uma eficiente transferéncia, os genes devem ser direcionados
especificamente as células alvo, sem que ocorra degradacdo no soro nem no sitio
de injecdo. Os genes devem, entdo, entrar em contato com as células alvo,
interagir com as membranas celulares e suportar a transferéncia para o interior
das células. Em alguns casos, 0S genes necessitam cruzar a membrana nuclear e
ser processados para uma transcricdo e traducao eficientes. De qualquer modo,
guando estes sistemas genéticos sdo administrados in vivo, eles inevitavelmente
encontram barreiras biolégicas (Kim e cols., 2001).

As barreiras que 0s genes encontram sao dependentes da rota de
administracdo. No caso de administracéo sistémica, por exemplo, alguns sistemas
de transferéncia ndo virais sdo facilmente eliminados pelo sistema
reticuloendotelial. Interagdes com componentes presentes nos fluidos do corpo,
tais como proteinas do soro, podem afetar fortemente o destino dos genes
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transferidos in vivo com vetores n&o-virais, modificando assim a distribuicdo
nestes tecidos. Em alguns casos, genes ndo podem alcangar o érgao-alvo devido
a barreiras biologicas naturais, tais como a barreira hemato-encefélica ou o
epitélio intestinal. A degradacdo do vetor por digestdo enzimatica, por nucleases,
pode também impedir a transferéncia génica. Deste ponto de vista, é importante
desenvolver sistemas de transferéncia génica que possam permanecer estaveis
até alcancarem o sitio-alvo e serem capazes de liberar o DNA durante a interagéo
com as células alvo. Além disso, depois de ultrapassar a membrana celular, o
transgene pode ser sequestrado dentro de um compartimento da célula,
ocorrendo assim a sua degradacdo, ao invés de atingir o seu alvo intracelular
(Kim e cols., 2001).

Um importante passo para terapia génica € o desenvolvimento de vetores
eficientes para a transferéncia génica. O vetor ideal deve apresentar algumas
caracteristicas como manter a expressdo do transgene a longo prazo, ndo
promover rea¢Bes imunoldgicas contra os produtos de expressdo, ndo causar
toxicidade para o paciente, manter a seguranca do ambiente, ter baixo custo, nao
ter replicacdo autdbnoma e ser especifico para a célula alvo a ser tratada (Nardi e
cols., 2002). Muitos laboratérios estdo avaliando diferentes tipos de vetores virais
e nao virais para melhorar a eficiéncia e a estabilidade da transferéncia génica.

Vantagens e desvantagens destes sistemas estdo resumidas na Tabela I.

Sistemas Virais

Diferentes tipos de virus estdo sendo adaptados como vetores, mas 0s
estudos estdo mais avangcados com os retrovirus (incluindo os lentivirus),
adenovirus (Ad) e virus adeno-associados (AAV). O primeiro passo para o
desenvolvimento de um vetor viral é a identificacdo das sequéncias génicas que
S80 necessarias para a montagem das particulas virais, para 0 empacotamento
do genoma viral dentro destas particulas e a para a transferéncia as células alvo.
Como préoximo passo 0s genes ndo essenciais sado deletados para reduzir a
patogenicidade e a resposta imune. O genoma viral restante e o transgene seréo

0s componentes do vetor a ser construido.
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Tabela I: Vantagens e desvantagens de transferéncia génica por vetores virais e

nao virais.
Viral Adenovirus, Alta taxa de Restricao no
Adeno-associado, eficiénicia de tamanho do
Retrovirus, transducéo, transgene a ser
Herpes simples, expressao inserido, podem
Etc. prolongada do estimular resposta
transgene e imune, problemas
infeccdo em na seguranca,
variados tipos toxicidade e na sua
celulares. producéo em
grande escala.
N&o Viral Lipideo catiénico, | Facil manipulacéo, Expresséo por
Lipossomo, facil producdo em pouco tempo e
Polimero, grande escala, instabilidade
Peptideos, flexibilidade na causada devido a
etc. insercao do componentes do
transgene, quanto soro quando
ao tamanho, administrados in
seguro, nao VIVO.

imunogénico e
ndo patogénico.

(Kim e cols., 2001)

Vetores virais podem ser divididos em duas classes gerais: (a) vetores com
capacidade de integracdo no genoma das células hospedeira, promovendo uma
expressdo a longo prazo do transgene, e (b) vetores que ndo se integram.
Exemplos de vetores que se integram sdo 0s retrovirus e adeno-associados.
Atualmente, o principal virus aplicado a terapia génica sem a capacidade de
integracdo € o adenovirus, o qual tem seu genoma viral mantido em forma
epissomal no interior da célula infectada.

1) Adenovirus (Ad): sdo capazes de carregar transgenes de tamanho
grande (maiores que 8 kb) sem afetar sua infectividade. Os Ad possuem baixa
especificidade para a célula hospedeira, caracterizando-se por infectar um grande
espectro de tecidos. Infectam tanto células que estdo se dividindo quanto células
em estado de quiescéncia. Estudos mostram que, apesar de ndo serem virus

integrativos, a expressao do transgene transportado pode permanecer por até um
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ano (Smith, 2003). Entre os obstaculos a aplicagdo do Ad, in vivo, estdo: a
resposta imune celular contra as células transduzidas que expressam baixos
niveis de genes de origem viral resultando na eliminacdo destas células; a
imunidade humoral contra o capsideo viral, que limita aplicacbes repetidas do
virus; e o potencial de contaminacdo com adenovirus capazes de replicacdo
(Connelly , 1999).

2) Adeno-associados: os AAV sdo parvovirus humanos, ndo patogénicos,
gue naturalmente requerem um helper virus o qual contém todos genes
necessarios para mediarem sua replicacdo. Seu genoma é composto de DNA fita
simples e ndo esta envelopado. Este tipo de vetor tem um suporte de adi¢do do
transgene de aproximadamente 5,0 kb, o que representa uma importante
limitacdo de uso. O virus selvagem tem a capacidade de se integrar em uma
regido especifica do cromossomo 19. A producédo de AAV em grande escala € um
processo complexo e trabalhoso e sua infeccdo € um processo complicado
(Snyder e col. 2002). O uso destes vetores ainda requer muitos estudos,
direcionados ao desenvolvimento de vetores cada vez mais especificos em
relacéo a sua regiao de integragcao (Smith, 2003).

3) Retrovirus: os retrovirus sdo virus de RNA que ao replicar-se formam
moléculas de DNA dupla fita. Neste momento, sdo chamados provirus. Os
retrovirus infectam as células alvo diretamente pela interagdo entre a proteina de
envelope viral e um receptor de superficie na célula alvo, integrando-se em

regides nao especificas do genoma da célula hospedeira (Robbins e cols, 1998).

Sistemas Nao Virais

Os métodos de transferéncia dos vetores ndo virais estdo divididos em
duas categorias: fisicos e quimicos.

1. Métodos Fisicos: estes métodos sdo mais utilizados para a transferéncia

de vetores plasmidiais.

1.1) Microinjegéao

Um dos primeiros métodos a ser utilizado, este sistema consiste de injecao
direta do DNA na célula alvo. Apesar de vantajoso, devido a pequena quantidade
de DNA necesséria para a transferéncia, € extremamente trabalhoso e apresenta
baixo rendimento (Nardi e cols., 2002).
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1.2) Eletroporacgéo

Neste sistema, pulsos elétricos alternados sdo aplicados as células que
estdo em contato com uma solugcdo de DNA plasmidial. A corrente gerada é
capaz de formar poros na superficie celular, facilitando a entrada do material
genético nas células. Este método foi recentemente adaptado para utilizagéo in
vivo, aumentando a eficiéncia da inje¢cdo de DNA nu. Entretanto, a introducao de
plasmideos in vivo geralmente acarreta uma elevada resposta imune tanto contra
o transgene, quanto contra toda a molécula de DNA. Conseqlentemente, estes
sistemas vém sendo muito utilizados para o desenvolvimento de vacinas de DNA
(Gehl, 2003).

1.3) Biobalistica (gene gun)

Outro método de grande importancia é a biobalistica ou gene gun (do
inglés, arma genética), onde o DNA, associado com microesferas de ouro ou
tungsténio, é acelerado por um gas carreador que projeta estas esferas contra as
células e promove a entrada dos mesmos no nucleo das células bombardeadas.
Este sistema € bastante eficiente, e vem sendo adaptado para utilizagdo in vivo
nas vacinas de DNA (Pouton e col., 1998).

1.4) Injecéo Hidrodinamica :

A transferéncia intravenosa de genes € um meétodo bastante atrativo. A
principal vantagem deste tipo de transferéncia é quanto a sua forma de
administracdo que pode ser sistémica ou regional. A forma regional se faz através
da injecdo do DNA dentro dos vasos que suprem de sangue a regiao de
interesse. Um grande avanco na forma sistémica foi obtido por Liu e cols. (1999),
com o desenvolvimento de um procedimento de transferéncia usando injecdo na
veia caudal de camundongos. Neste método a injecdo, denominada
hidrodinamica, usa um grande volume de solu¢cdo contendo o DNA de interesse
(aproximadamente 10% do peso corporal do animal). As moléculas de DNA
entram na corrente sangliinea e sdo carregadas para o interior do coracdo e
entdo distribuidas para o restante do corpo. O uso deste método resulta em
expressdo do transgene predominantemente no figado, mas também no coragéo,

pulméo, baco e rim. Neste modelo a administragcdo do vetor pode causar danos,
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mas as reac¢des patoldgicas sao transientes e a morfologia do figado é restaurada
até o quarto dia de manipulacéo.

Uma pergunta freqiiente € como esta técnica pode ser transposta para
humanos. Estudos atuais mostram uma eficiéncia parecida quando macacos
receberam injecdes de DNA nu dentro de vasos eferentes ou aferentes do figado.
Tais injecOes poderédo ser feitas em humanos via cateteres (Herweijer e col.,
2003).

2) Métodos quimicos: geralmente empregam materiais sintéticos que

formam complexos com o transgene de interesse. Tais complexos sdo formados
devido a interacdo das cargas positivas destes compostos (catibnicos) e as
cargas negativas dos grupamentos fosfato das moléculas de DNA e RNA. O
complexo ainda adquire caracteristicas para interagir com a membrana celular e
facilitar a entrada do material genético nas mesmas. A entrada deste complexo na
célula ocorre na maioria das vezes por processos normais como a endocitose.
Estes compostos atualmente recebem nomes muito diferentes por seus
produtores, mas foi estabelecido um padrédo de nomenclatura para estes sistemas
de transferéncia génica por métodos quimicos, com objetivo de simplificar,
harmonizar e integrar estes variados sistemas (Kim e cols., 2001) (Tabela II).

2.1) Sistemas baseados em lipideos :

Tais métodos usam lipideos catidbnicos, 0s quais sao capazes de
formar complexos com moléculas de acidos nucléicos. Embora existam variages
nas estruturas destes lipideos, todos sdo hidrofébicos. Os lipossomos sao
pequenas vesiculas de fosfolipideos bipolares, eficientes carreadores de drogas,
peptideos e proteinas, amplamente estudados para uso em terapia génica, tanto
in vitro como in vivo. Possuem como desvantagem a perda da estabilidade do
complexo DNA/lipossomo (Pouton e cols., 1998).

2.2) Polimeros: entre eles estdo polietilieneimina (PEI),
dendrimeros (Superfect), poli (L-lisina), polimeros contendo imidazol, quitosan,
etc. Entre suas vantagens estdo a possibilidade da escolha da estrutura do
polimero ideal para a transfeccdo da célula alvo e a facil obtengdo em grande

escala (Pouton e cols., 1998).
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Tabela II: Terminologia sugerida para sistemas quimicos para transferéncia
génica de vetores ndo-virais.

Lipofeccéo Transferéncia génica por Transfeccdo usando

lipideos catibnicos. lipideos catibnicos.

Transfeccdo usando
lipossomos catidnicos.

Citofeccgéao
Anfifeccéo
Polifeccdo Transferéncia de acidos Transfeccdo de DNA
nucléicos pela mediada por condensacgéo
condensacdo de DNA | do DNA usando polimeros
utilizando polimeros cationicos.
cationicos. PE|

Dendrimeros
Peptideos catibnicos, etc.

Lipoplex Complexo formado entre | Citossomos, Lipossomos,
acido nucléico e lipideo particulas nucleofilicas,
cationico. Complexos DNA-lipideos

catibnicos, complexo
DNA-lipideo, etc.

Poliplex Complexo DNA-polimero | Conjugados Moleculares

cationico. de DNA com polilisina,
PEI, dendrimeros,

peptideos catibnicos, etc.

2.3) A co-precipitacdo de DNA com fosfato de célcio foi um dos
primeiros sistemas descritos para transferéncia génica. Apresenta como
vantagens a alta seguranca, a simplicidade e baixo custo. No entanto, a eficiéncia
e reprodutibilidade deste método sdo muito baixas. Apesar disso, procedimentos
de transferéncia génica com fosfato de calcio sdo importantes até hoje, sendo
bastante utilizados na producao de vetores virais.

Como descrito acima, as técnicas de transferéncia de vetores néo virais
incluem administracdo de DNA nu, através de pulsos elétricos e mediada por
particulas de ouro ou tungsténio, e ainda o DNA complexado com

macromoléculas sintéticas. Cada um destes métodos possui vantagens e
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desvantagens, tais como baixa imunogenicidade, baixo custo, facil manipulagéo,
etc, mas a desvantagem comum € a baixa eficiéncia de transfec¢do usando
plasmideos convencionais. Para o melhoramento dos sistemas de transferéncia
nao virais, plasmideos baseados em virus Epstein Barr (EBV) tém sido testados.
Estes plasmideos contém elementos virais responsaveis pela replicacdo
independente do plasmideo no interior do nacleo das células alvo, minimizando os
efeitos da diluicdo do plasmideo apoOs inumeros ciclos de divisdo celular e
proporcionando uma expressdo estavel do transgene, além da resisténcia a
antibidticos (Marechal e cols., 1999; Craenenbroeck e cols., 2000; Stoll e cols.,
2001).

AplicacOes da terapia génica

Com estudos baseados nos tipos de vetores e técnicas apresentados no
texto acima, chegamos ao final da primeira década de terapia génica e 0s
primeiros resultados de sua eficacia clinica sdo animadores. Recentemente,
beneficios clinicos foram claramente demonstrados e grandes progressos estéo
surgindo na selecado e melhoramento de vetores, existindo assim perspectivas de
gue esta segunda década da terapia génica mostre um potencial ainda maior para
aplicacg@es clinicas.

Estes primeiros estudos clinicos envolvendo terapia génica comegaram em
1990 e desde entédo a terapia génica tem se tornado o foco de toda uma nova
industria. Por exemplos, em 2000 Cavazzana-Calvo e cols. descreveram
resultados estimulantes, que estdo sendo obtidos em ensaios clinicos de terapia
génica. Os autores descreveram o tratamento bem sucedido de nove criangas
dentro de um grupo total de dez portadoras de imunodeficiéncia severa ligada ao
X (SCID) causada pela deficiéncia da enzima adenosina deaminase (ADA). Eles
trataram células tronco hematopoéticas (CD34" e capazes de se diferenciar em
todos os tipos celulares do sangue) contidas na medula 6ssea destas criangas
através da incubagdo ex vivo com vetor retroviral carregando o transgene. As
células tronco transduzidas foram reinfundidas nos pacientes. Dez meses depois
das criancas terem recebido as células tronco transduzidas, o numero de células

T, B e NK do sistema imune foi considerado normal. Clinicamente, 0s pacientes
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melhoraram, e ap0s trés meses de tratamento as criangas foram capazes de viver
em casa, e nao isoladas no hospital.

Inimeras doencas genéticas sdo potencialmente passiveis de serem
tratadas e/ou prevenidas via terapia génica, sendo as doencas de heranca
monogénica aquelas onde a aplicacdo dessa alternativa terapéutica € mais Obvia.
As mucopolissacaridoses (MPS) sdo doengas monogénicas que apresentam
alteracoes da producdo de enzimas lisossbmicas capazes de degradar
mucopolissacarideos (ou glicosaminoglicanos). Algumas formas clinicas de MPS
ja foram identificadas e descritas, sendo classificadas numericamente de MPS | a
MPS VII, cada uma resultando de muta¢cdes em genes de enzimas especificas.
Entre as MPS estudadas, a MPS | é uma das melhores caracterizadas. A
mucopolissacaridose do tipo | é uma doenga autossémica recessiva, resultante de
um defeito no gene que codifica a enzima lisossomal a-L-iduronidase (IDUA), que
degrada os glicosaminoglicanos (GAGs) heparan e dermatan sulfato. O fenétipo
desta doencga pode ser muito variavel. Individuos com baixos niveis de IDUA ou
auséncia da mesma apresentam efeitos deletérios na infancia e pré-adolescéncia
devido ao acumulo de GAGs em diferentes 6érgédos, incluindo o sistema nervoso
central, sistema reticuloendotelial e esqueleto. Na maioria dos casos 0s pacientes
apresentam disfuncdo neuroldgica progressiva. Tais pacientes sdo severamente
afetados ainda na primeira década de vida (Zheng e cols., 2003).

A terapia principal para MPS | é o transplante de medula 6ssea de um
individuo normal para um afetado (neste caso, a principal desvantagem é a
dificuldade de encontrar doador com HLA compativel) (Vellodi e cols. 1997). A
reposicdo enzimética é outra alternativa atualmente aplicada para MPS |, mas
esta técnica ndo mostrou reverter os casos de comprometimento neurolégico,
além de ser um método de alto custo (Kakkis e cols., 2001).

A aplicagdo de terapia génica para MPS | apresenta-se como uma
alternativa promissora, e diferentes tipos de vetores estdo sendo estudados
nestes contexto (Baxter e cols., 2002, Zheng e cols., 2003). Experimentos
tentando estabelecer protocolos para a terapia génica da MPS | tém sido
publicados. Zheng e cols. (2003), desenvolveram um protocolo pré-clinico para

um modelo murino de MPS |, usando um vetor retroviral para transducédo de
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células de medula 6ssea, e mostraram que estas células migram até o cérebro.
Em humanos, estudos iniciais mostraram a possibilidade de transfectar
fibroblastos com o gene da IDUA (Anson e cols., 1992), e estudos posteriores in
vitro mostraram também a possibilidade de transfectar células CD34" de medula
O0ssea normal ou de pacientes com MPS | (Huang e cols., 1997). Entretanto,
problemas com a manutengcdo da expressdo do gene nas ceélulas transfectadas
tornaram-se aparentes.

Outras mucopolissacaridoses tém recebido também atencdo para estudos

de terapia génica.
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Objetivos

Um progresso significativo tem sido alcan¢ado durante os ultimos anos no
planejamento da terapia génica, em termos de eficiéncia de transferéncia,
direcionamento as células alvo e seguranca. Entretanto, ainda sdo necessarios
muitos estudos, devido ao grande espectro de doencgas que podem ser tratadas.
Até o momento, o principal fator limitante é a ineficacia dos sistemas de transporte
dos transgenes, e os esfor¢cos para encontrar sistemas genéticos mais eficientes,
capazes de atingir as células alvo com seguranca e na dose ideal, continuam.
Este projeto visa colaborar com a busca de informagdes sobre formas de
transferéncia génica no estabelecimento de protocolos pré-clinicos adequados
para mucopolissacaridose do tipo, repondo a atividade da enzima a-L-iduronidase
através da transferéncia do gene IDUA em um modelo murino da doenca. Para
ISSO 0s seguintes objetivos foram propostos:

1) Construcao de um vetor plasmidial de transferéncia génica carregando

0 gene IDUA humano, que codifica a enzima a-L-iduronidase.

2) Analise de diferentes vias, intraperitoneal e intravenosa (hidrodinamica),
para a transferéncia génica in vivo em camundongos nocaute para o

gene IDUA, e que representam um modelo murino para MPS |I.
3) Analise do sucesso da transferéncia génica, através da avaliacdo da

expressdo génica, atividade da enzima, acumulo do substrato e quadro

clinico.
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Abstract

Mucopolysaccharidosis | is a lysosomal disorder characterized by
deficiency of a-L-iduronidase (IDUA), which is responsible for the degradation of
glycosaminoglycans (GAGs). This deficiency leads to accumulation of dermatan
and heparan sulphate on lysosomes. Presently, available treatments involve bone
marrow transplantation and enzyme replacement therapies which are however
limited in their effects. In this work, knockout (KO) MPS | mice (gently provided by
Dr Elizabeth Neufeld, UCLA) were treated with a nonviral vector with the human
IDUA cDNA. KO mice were transfected with by hydrodynamic injection of pRIDUA
in the caudal vein (iv, n = 3) or by intraperitoneal injection of pRIDUA/Superfect
complexes (ip, n = 3). GAG accumulation was measured in the kidneys, spleen,
lungs, brain and liver; IDUA activity was analyzed in the organs. The expression of
IDUA was also analyzed in the organs by RT-PCR. The concentration of GAGs in
the organs was different between KO and normal mice. In the spleen, however,
GAGs levels were significantly lower in KO mice treated iv with pRIDUA than in
control KO. RT-PCR showed amplification of IDUA cDNA in all organs of the KO
mice both treated by iv and ip. The results show enzyme activity in the same the
organs analyzed (specially in spleen, brain and lung). These data suggest that the
transgene is expressed in the organs of KO mice treated ip or iv with pRIDUA.
This kind of transfection may be a useful tool for non-viral protocols of gene

therapy of MPS.
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Introduction

The mucopolysaccharidoses (MPS) are lysosomal monogenic disorders
that involve deficiency of lysosomic enzymes which are responsible for the
degradation of glycosaminoglycans (GAGs). Several clinical forms of MPS have
already been identified, being numerically classified as MPS | to MPS VII, each
resulting from mutations in genes of specific enzymes. Mucopolysaccharidosis
type |, the most frequent and the best characterized, is a recessive monogenic
disorder resultant of a defect in the gene that encodes the lysosomal enzyme a-L-
iduronidase (IDUA), which degrades the GAGs heparan and dermatan sulfate.
Patients present variable phenotypes. Individuals with low levels or absence of
IDUA have several problems in the childhood due to the accumulation of GAGs in
specific organs, such as the spleen, liver, skeleton an nervous and
reticuloendotelial systems. In most cases the patients present progressive
neurological dysfunction, and many die in the first decade of life [1].

Presently, transplantation of normal bone marrow represents the major form
of therapy for MPS I. Its main disadvantage is the difficulty of finding HLA-
compatible donor [2]. Enzyme replacement is another alternative applied for MPS
| at present, but this approach does not revert the cases of neurological
compromise, and is also limited by its high cost [3]. The application of gene
therapy for MPS | arises as a promising alternative, and different kinds of vectors
are being investigated [4, 5]. Zheng et al. (2003) [5] developed a preclinical gene
therapy protocol for a murine model of MPS 1, using a retroviral vector for the

transduction of bone marrow cells, which were shown to migrate to brain after
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reinfusion into the mice. The results showed that the production of even a small
amount of the normal enzyme is capable of partially correcting the phenotype. In
humans, initial results have shown the possibility to transfect fibroblasts with the
IDUA gene [6] and more recent investigations showed that normal or MPS |
CD34+ bone marrow cells can be transfected [7]. Problems with the maintenance
of the expression of the transgene in the transfected cells, however, became
apparent.

An important step for gene therapy is the development of efficient vectors
for gene transfer. The ideal vector should maintain transgene expression for long
periods, be environmentally safe, present low production cost, no autonomous
replication and specificity for the target cell; furthermore it should not induce
immunological reactions against itself or the protein products or cause toxicity for
the patient [8]. Viral vectors usually possess high efficiency of transfection when
compared with nonviral systems, but nonviral vectors present lower toxicity,
immunogenicity and production cost, and are easier to produce in large scale.

The transference of nonviral vectors include the administration of naked
DNA, through electric pulses or biobalistics, and of DNA molecules complexed
with synthetic, polymeric macromolecules. The in vivo expression of exogenous
genes by direct injection of plasmid DNA was first shown by Herweijer et al. in
1990 [9]. In 1999, Liu et al. [10] used naked DNA with systemic administration in
mice of a reporter gene through hydrodynamic injection, obtaining high expression
in different organs, particularly the liver. Each of these approaches have
advantages and disadvantages, but the common problem is the transient

expression of the vector, particularly when conventional plasmids are used. To
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improve nonviral transference systems, plasmids based in the Epstein Barr virus
(EBV) have been tested. These vectors contain viral elements responsible for the
independent replication of the plasmid in the interior of the nucleus of the target
cell, minimizing the effects of its dilution after cellular division, providing a stable
expression of the gene for a longer time and also resistance to antibiotics [11, 12,
13].

Several animal models (canine, feline or murine) can be employed for the
study of the pathology and treatment of MPS |. The murine model presents evident
advantages over others models because of their small size, easier manipulation
and short life span. We tested the efficiency of a nonviral gene transfer systemin a
preclinical protocol of MPS 1, using a plasmid based in EBV in a murine model

knockout for the IDUA gene.
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Materials and methods

Mice

C57BI/6 knockout mice, deficient for a-L-iduronidase (IDUA-KO), represent
a murine model for human mucopolysaccharidosis type | (MPS 1). IDUA-KO were
derived from animals kindly provided by Dr Elizabeth Neufeld (UCLA, Los
Angeles, CA, USA). The mice were produced by targeted disruption of the murine
IDUA gene [14]. The colony is kept by breeding heterozygous animals, and
homozygous mutants were identified at birth by polymerase chain reaction [15].
The animals were kept in standard conditions, and used in the experiments at 5

months of age.

Construction of pRIDUA

A Hindlll/BamHI fragment containing the total span of the human IDUA
cDNA in Ph 2.1, also provided by Dr Elizabeth Neufeld, was subcloned in the
mammalian expression vector pREP9 (Invitrogen Corp., San Diego, CA). The
IDUA cDNA was inserted downstream to the Rous sarcoma virus (RSV)
constitutive promoter. As in all Epstein-Barr virus (EBV)-based vectors, pREP9
presents EBV oriP (origin of replication), EBNA-1 gene (EBV nuclear antigen) and
also the neomycin resistance (neo®) gene. The resulting plasmid was named
PRIDUA. Escherichia coli DH5a-T1%(Invitrogen Corp., San Diego, CA) was
transformed with pRIDUA with a standard procedure [16] and the plasmid was

purified using Qiagen Plasmid Maxi-Prep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA).

27



In vivo gene transfer

Two protocols of in vivo gene transfer were used. In the first one,
complexes of Superfect/DNA were prepared essentially as previously described
[17]. 50 ng of pRIDUA was complexed with 150 ng Superfect Reagent (Qiagen,
Valencia, CA, EUA) and administered by intraperitoneal injection (ip) in mice. In
the second protocol, mice received hydrodynamic intravenous injections (iv) [10].

of 50 ng of pRIDUA in 2 ml saline solution via tail vein.

RT-PCR assay of IDUA mRNA expression in several tissues

Fourteen days after treatment, total RNA was harvested from liver, spleen,
lungs and brain with Trizol reagent (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brazil) according to
the manufacturer's instruction. The integrity of total RNA was confirmed by
denaturing gel electrophoresis, and the RNA was finally eluted in RNAse-free
water at a concentration of approximately 10 ng/m. Reverse transcription (RT) was
performed using MMLV RNase H- reverse transcriptases (Invitrogen, Sdo Paulo,
SP, Brazil) in appropriate conditions. In all reactions, cDNA was synthesized in 20
m from 3 ni of total RNA. For each reaction, 4 m RT (10X), 1 m oligo (dT)*®
(500uM/ml), 2 M dTT (0.2 M) and 1 ml dNTP (10 mM) , were used. Reactions were
incubated at 70°C for 10 min, then 200 U RT enzymes was added and the reaction
was incubated at 42°C for 90 min. The resulting cDNA was submitted to a PCR
reaction with primers for the b-actin gene and the IDUA cDNA, resulting in
amplified fragments of 300 bp and 198 bp in length respectively. The antisense
IDUA primer was 5CGCGGTGGGGTTGGAAGGAGT3' and the sense primer

were 5’GTA GGTACGGACTGGCGCATG3'. The antisense primer for b-actin was
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5'CGCTCATTGTAGAAGGTGTG3’ and the sense primer was
5'GCTCGTCGTCGACAACGGCT3'. The samples were submitted to 35 cycles of
PCR in a MJ Research Inc. thermal cycler (PTC-100). Samples were heated at
94°C for 5 min initially and for 1 min in each subsequent cycle to denature DNA.
Primers were allowed to anneal at 58°C for 1min and the strand extension was
carried out at 72°C for 1min with a final extension step of 7 min. The PCR was
carried out in 25 ni reaction mixtures containing 3 nl total RNA, 0.2 mM each
primer, 10 mM of each dNTP in Tag DNA polymerase buffer and 1 U Tag DNA
polymerase (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brazil). An aliquot (8 m) of the PCR
products was separated by electrophoresis in a 2.0% agarose gel stained with

ethidium bromide.

Analysis of enzyme level

About 30 mg of tissue was homogenized in water and the enzyme assay
was performed as described by Clements et al. (1986) [18], using the fluorogenic
substrate 4-methylumbellyferyl-a-L-iduronide (Calbiochem, San Diego, CA, USA).
After addition of 1.5 ml of 0.5 glycine-NaOH buffer, pH 10.3, fluorescence was
measured with 365 nm (excitation) and 450 nm (emission) on Fluorescence

Spectrophotometer, Hitachi - F 2000. Results are expressed as ng/h/mg protein.

Analysis of glycosaminoglycans
Soluble glycosaminoglycans were extracted from 40 mg of tissue which by
incubation in phosphate buffer 50 mM (pH 6.5) containing papain at 60°c overnight

with shaking. Debris was removed by centrifugation. GAG quantification was
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carried out in the supernatant according to Jong, 1992 [19]. The values obtained

were expressed in ng GAGs/g of tissue.

Statistical analyses
Comparisons between groups were made by use of the ANOVA-Pos-Hoc
Tukey test or the Kruscal Wallis test, where appropriate. Values of p<0.05 were

considered to be statistically significant.
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Results

Six MPS |, IDUA-KO mice, divided in two groups of three, were injected with
50 ng of Superfect/pRIDUA complexes by intraperitoneal via (KO ip) and 50 ng of
naked pRIDUA by hydrodynamic injection (KO iv) respectively. Two control groups
of two mice each were utilized: one with normal mice and one with KO mice.
Fourteen days after treatment blood was collected and the animals were killed by
cervical dislocation. Organs collected included liver, spleen, kidney, lungs and
brain, and the analyses included IDUA gene expression, enzyme activity and

accumulation of GAGSs.

RT-PCR analysis of gene expression

Amplification for the b-actin gene was observed in all organ samples from
all animals in the study. When specific primers for IDUA cDNA were used, all the
organ samples from control normal mice, as well as from treated animals,
displayed a fragment with the expected size while the KO control group without
treatment did not. The amplification standards obtained is shown in Fig. 1, which

presents analyses of the spleen.

a-L-iduronidase activity

a-L-iduronidase activity was determined in tissue samples from all animals
under study (Table 1). No activity was detected in any of the organs of the
knockout control mice group, whereas high activity was seen in the normal group.

The treated KO groups presented IDUA activity, but in low levels when compared
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to the normal group. Although not statistically significant when compared to the KO
control group, the analyses showed that IDUA activity was displayed in all organs
of the mice receiving pall organs of the mice receiving pRIDUA. Administration of
the vector by hydrodynamic injection resulted in higher IDUA activity in the spleen
and brain when compared to the ip administration. In the blood, enzyme activity
was detected in the normal control group but was absent in the others groups (not

shown).

Accumulation of glycosaminoglycans

In this model, KO animals presented a statistically significant (p<0.05)
increase in GAGs when compared to normal mice. Table 2 shows the results of
GAGs quantification in the organs analyzed in each group. The analyses of kidney
and lungs did not show evidence of reduction in GAGs accumulation in any of the
treated groups. In the spleen, liver and brain of mice receiving the IDUA gene by
hydrodynamic or intraperitoneal injection the quantity of GAGs was reduced.
However, the only sample group in which the decrease of GAG deposit was
significantly lower (p <0,05) than that of KO control mice was the spleen of iv-

treated mice.
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Discussion

This study showed for the first time the use of a nonviral gene delivery
system, with plasmid vectors administered by hydrodynamic injection of naked
pRIDUA or by intraperitoneal injection of pRIDUA/Superfect complexes, in a
preclinical gene therapy protocol in a murine MPS | model. The results obtained in
this work confirm the evidence that low levels of enzyme are sufficient to correct
the accumulation of GAGs since even a small increase in enzyme activity, as
presented by the spleen, caused a significant reduction in the accumulation of
glycosaminoglycan. This has been shown in gene therapy protocols of several
other metabolic diseases. Stein e cols., 2001 [20] describe a preclinical protocol of
gene therapy to MPS VII and hemophilia A murine model, using a feline
immunodeficiency virus (FIV)-based lentiviral vectors encoding either human
factor VIII or human b-glucuronidase, in the results obtained is able to be verified
that low levels from the therapeutic enzyme were sufficient to reduce the
symptoms of the diseases.

The pRIDUA, as any other naked DNA present in the circulation, is subject
to degradation by the action of nucleases. The presence of the transgene in all
treated organs can be explained, in the iv-treated group, by the great volume of
the hydrodynamic injection, which causes a dilution of the nucleases. In the ip-
treated mice, on the other hand, the presence of Superfect forming a complex with
the DNA represents a protection against DNAses and facilitates the uptake of the
plasmid in the target cells.

The vector employed in the present work was based on the Epstein Barr

virus (EBV). We have previously shown the great efficiency of a similar system,
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employing the plasmid pREP9 for the construction of a vector with the EGFP
reporter gene, in the transfection of hematopoietic cells [17]. In that previous work
transfection was done with the same cationic dendrimer (DNA/Superfect complex)
presently used for the ip administration. However, the hydrodynamic
administration of naked DNA seemed to be more efficient, as shown for instance
by the increased IDUA activity and reduced GAG accumulation in the spleen. Is
has been reported that the hydrodynamic administration of plasmid DNA results in
high level of transgene expression in the liver [21]. Other effects of the injection,
reported in the same study, include a transient irregularity of heart function, sharp
increase in venous pressure, enlargement of liver fenestrae and enhancement of
membrane permeability of the hepatocytes. The high transfection rate has been
attributed to the generation of membrane pores in the hepatocytes. This system
has also proved very efficient for the transfer of the insulin gene to the liver of
diabetic mice, resulting in high level of insulin expression [22].

Routine examinations carried out in MPS | children submitted to bone
marrow transplantation showed that the first reversing effects of the clinical state
appear in the spleen and in the liver [23]. In our experiments, it is possible that the
period between the gene transfer experiments and the examination of animals was
shorter than that necessary to allow the detection of reversal of GAG accumulation
in the organs that presented enzyme activity. The RT-PCR analyses showed that
all organs of the treated mice presented amplification of a fragment of the IDUA
cDNA, indicating expression of the transgene. The absence of significant reversion
of GAGs accumulation in the liver and brain, as well as the absence of enzyme

activity in the liver and kidneys, support the suggestion of the need for a longer
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period to observe these results. It is also possible that a larger number of mice in
each group can show significant difference regarding reduction of GAGs and the
presence of IDUA activity.

The results obtained in these experiments show that pRIDUA, administered
by hydrodynamic injection, arises as a good vector alternative for gene
transference protocols, particularly for lysosomal deposit and other metabolic
diseases where low enzyme levels are sufficient for therapeutic activity. We
believe that this work could be enriched with increasing analyses in different post-

treatment periods and a higher sample number.
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Table 1. Determination of a-L-iduronidase activity in tissues. The results are
expressed as ng/h/mg protein, and represent the averagetstandard deviation of

groups of two (control) or three (experimental) animals.

Group Organ

Spleen Liver Lungs Kidney Brain
KOip  0.05240.065 0.058+0.001 0.049+0.068 0.023+0.002 0.015+0.006
KOiv  0.106+0.073 0.060+0.028 0.064* 0.021+0.007 0.028+0.002
KO ND** ND ND ND ND

Normal 77.50+7.78 4850+0.71 46.00+2.83 26.00+1.41 29.00+12.73

* Result of only one of the samples, as the other two were not analyzed.
** Not detected.
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Table 2. Determination of GAG accumulation in tissues. The results are expressed

as ng GAG/g of tissue, and represent the averagezstandard deviation of groups of

two (control) or three (experimental) animals.

Group Organ

Spleen Liver Lungs Kidney Brain
KOip 7735825 8285+535 5762+816 71004526 2110+340
KOiv 73481452 76431573 6870+733 7451+398 2316+183
KO 9480+148 9087+1594 6245+1689 70651636 27974625
Normal 380+312 284+39 651+301 295426 368+14
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Legend

Fig. 1. Electrophoresis standards of products amplified by RT-PCR of spleen
tissue. 1, molecular size marker; 2, negative control; 3 and 4, RT-PCR of KO
control sample using b-actin and IDUA specific primers respectively; 5 and 6,
same as above for iv-treated animals; 7 and 8, same as above for ip-treated

animals. b-actin-derived bands were 300 bp, and IDUA bands were 198 bp.
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INFORMACOES COMPLEMENTARES AOS RESULTADOS
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Neste capitulo sdo apresentadas informacfes adicionais, referentes aos
resultados obtidos com a construgdo do vetor ndo viral, ao experimento piloto
inicialmente realizado e ao acompanhamento mais detalhado do acumulo de
glicosaminoglicanos (GAGs) nos animais dos experimentos descritos no
manuscrito que compde o corpo principal desta dissertacdo. Estas informacgdes
contribuem para a discussdo dos avancgos obtidos com o trabalho como um todo.

A metodologia utilizada é a mesma ja descrita anteriormente.

Construcao do pRIDUA

Os primeiros resultados obtidos neste trabalho foram na construgcdo do
vetor ndo viral pRIDUA. O fragmento contendo o cDNA IDUA foi obtido a partir da
clivagem com BamHI e Hindlll do plasmideo pH2.1 gentilmente cedido pela Dra.
Elizabeth Neufeld (UCLA, Los Angeles, CA). ApGs a clivagem, o fragmento foi
ligado no plasmideo de expressao pREP9. A figura 1 mostra o mapa do pRIDUA.
O tamanho final do plasmideo resultante foi de 12,748 Kb.

BamHI - 12748 - G'GATC _C
Prull - 12256 - CAG'CIG
Pl - 11707 - CAG'CTG
Kpnl - 11301 - G_GTAC'C \
Pyull - 10767 - CAG'CTG v
FcoRY - 10498 - GAT'ATC 1\

HindIIL - 10490 - A'AGCT T

HindIIL - 10452 - A'AGCT T Y \ Poll - 2164 - CAG'CTG
Prull - 10443 - CAG'CTG ") 23

Kpnl - 10440 - G_GTAC'C —

EcoRV - 9188 - GAT'ATC —

Figura 1 - Mapa de restricdo do vetor plasmidial pRIDUA. Resultado da clonagem

de um fragmento contendo o cDNA IDUA no plasmideo de expressao pREP9.
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Em sequiéncia, colénias de bactérias Escherichia coli foram transformadas
com o produto desta ligagdo. As colbnias foram selecionadas em meio contendo
antibidtico e testadas quanto a presenca do cDNA IDUA por reagbes de PCR
(Figura 2). As coldnias positivas foram crescidas em condi¢des ideais e passaram
por extracdo de DNA plasmidial. O DNA extraido foi clivado com diferentes
enzimas de restricao (Pvull, Kpnl e EcoRV) para a confirmar a ordem de
clonagem do fragmento. A Figura 3A mostra o mapa de restricdo esperado da
clivagem, construido atravées do programa (pDRAW 32 1.0,
http://cellbiol.com/acaclone). Os resultados obtidos com as clivagens realizadas
estdo expostos na Figura 3B. Depois da confirmacdo do plasmideo, 0 mesmo foi
produzido em grags i

500pb
200 pb

100 pb

Figura 2 - Produto de PCR de colbnia. 1) pREP9; 2) pH2.1; 3 e 4) pRIDUA (198
pb); 5) DNA gen6mico humano; 6) controle negativo da reacdo; 7) marcador de

tamanho molecular (100 pb). Gel 2% de agarose corado com brometo de etideo.

Experimento piloto de transferéncia génica

Um experimento piloto foi realizado anteriormente ao trabalho proposto.
Neste, quatro animais formaram o grupo experimental, onde trés eram nocautes
(KO) e um normal. Dentre os portadores de MPS |, um camundongo passou por
tratamento com injecdo hidrodindmica contendo 50 ng de pRIDUA em solucéo
salina (iv), outro passou por tratamento com injecao intraperitoneal com 50 ng de
pRIDUA complexados com 100 ng de Superfect (ip) e um nédo foi tratado. Seis

dias apoés o tratamento os camundongos foram mortos e o rim, baco, pulméo e
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261
— 548 ——
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a24

Figura 3 - Padréo de clivagem do pRIDUA usando as enzimas de restricdo Pvull,
Kpnll e EcoRV. A - Padrao de clivagem esperado a partir do programa (pDRAW
32 1.0, http://cellbiol.com/acaclone). B - Padrdo de clivagem do pRIDUA obtido e
analisado em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. 1) Marcador de
tamanho molecular 1 kb; 2) pRIDUA néo clivado; 3) pRIDUA clivado com Pvull; 4)
pRIDUA clivado com Kpnl; 5) pRIDUA clivado com EcoRV.

figado foram coletados. Os Orgdos passaram por analise da dosagem de
glicosaminoglicanos e RT-PCR para avaliar a expressao do transgene. Durante
este periodo, foram ainda coletadas amostras de urina destes animais em dias
diferentes, para dosagem de GAGs. A atividade da IDUA também foi testada nos
6rgaos e no sangue destes animais depois dos seis dias de tratamento.

A analise da urina em pacientes suspeitos ou portadores de MPS foi, e
continua sendo, um dos primeiros métodos empregados para diagndstico da
doenca. Isto se deve ao fato de fragmentos de GAGs gerados por rotas
alternativas serem excretados por esta via. Os testes de urina podem indicar qual
o tipo de MPS do paciente, mas né&o indicam o subtipo da doenca (Neufeld e col.,
1995). Para acompanhar o tratamento deste grupo piloto, foram realizadas
analises de GAGs presentes na urina em amostras coletados nos dias 1, 2 e 3 do
tratamento. A Tabela 1 mostra alguns dos resultados obtidos, ja que muitas das
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amostras nao tiveram a quantidade de GAGs determinada por falta de volume na
hora da coleta. Nota-se um padrdo de queda de GAGs em trés dos animais
guando observamos os dados obtidos.

A quantidade de GAGs acumulados foi avaliada nos 6rgdos extraidos. A
Figura 4 representa as dosagens de glicosaminoglicanos resultantes. Os
resultados indicam uma aparente diminuicdo de GAGs no bac¢o e no figado dos
animais tratados iv e ip, se comparados com os animais KO que ndo passaram
por nenhum tipo de tratamento. Também podemos observar que em todos o0s

6rgaos o acumulo de GAGs mostrou-se bem menor nos animais normais.

Tabela 1 - Dosagens de GAGs nas amostras de urina coletadas em diferentes
dias a partir do tratamento dos animais nocaute que receberam o pRIDUA por
injecao ip (KO ip) ou iv (KO ip), nocaute ndo tratados (KO) e normais. Os

resultados sao expressos como ng GAG/g de tecido.

Animal Dia 1 Dia 2 Dia 3
KO 158 125 116
KO ip 139 ND 85
KO iv ND* ND 78
Normal 49 51 33

* Nao determinado.
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Figura 4 - Dosagens de glicosaminoglicanos do figado, baco, rim e pulméo de

animais KO, animais KO com tratamento iv e ip e animais normais.

N&ao foi verificada atividade enzimatica da IDUA nos 6rgaos e sangue dos
animais KO com ou sem tratamento no grupo piloto, ao contrario dos animais
normais que apresentaram alta atividade nos 6rgdos e no sangue (dados nédo
apresentados).

A partir de RNA total extraido dos 6rgéos foi sintetizado cDNA, submetido a
PCR usando primers especificos para o cDNA IDUA e b-actina (Figura 5). Na RT-
PCR obtivemos a amplificacdo do fragmento de b-actina em todos os 6rgaos e a

amplificagcdo do cDNA IDUA no baco e no rim dos animais com tratamento ip.

50



300 pb
P 100 pb 200 pb

A B

Figura 5 - Andlise por RT-PCR dos 0Orgdos extraidos depois de seis dias de
tratamento, usando primers especificos para os genes da b-actina (A) e IDUA (B).
A - 1) Marcador de tamanho molecular (100 pb); 2) controle negativo da reacgao;
3) baco de animal KO sem tratamento; 4) bago de animal KO tratado ip; 5) rim de
animal KO sem tratamento; 6) rim de animal KO tratado ip.

B - 1) Marcador de tamanho molecular (100 pb); 2) pRIDUA como controle

positivo; 3 a 6) idem a analise anterior; 7) controle negativo da reacéo .

Andlises de GAGs na urina do grupo experimental: informacfes adicionais

Os seis grupos descritos anteriormente neste trabalho passaram por
analises quanto a quantidade de GAGs na urina no dia 0 e nos dias 2, 4 e 6 ap0s
o tratamento. Na Tabela 2 sdo apresentados os dados obtidos, sendo que varias
das amostras ndo foram analisadas devido ao baixo de urina coletada. Os
resultados sugerem nao ter havido diferenca entre os animais normais e 0s
animais KO e, além disso, a existéncia de oscilacdo nesta quantidade no mesmo

animal.
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Tabela 2 - Dosagens de GAGs nas amostras de urina coletadas em diferentes
dias a partir do tratamento dos animais nocaute que receberam o pRIDUA por
injecao ip (KO ip) ou iv (KO ip), nocaute ndo tratados (KO) e normais. Os

resultados sao expressos como ng GAG/g de tecido.

Animal Dia de tratamento GAGs mg/mmol creatinina

1. KO ip ND*
64
54
36

2. KO ip 144
70
69

ND

3.KOip 132
89
ND

ND

4. KO iv 87
137
59

ND

5.KO iv 83
68
52

109

6. KO iv 45
46
49

39

7. KO 86
85
73

54
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8. KO ND
59
75

ND

ND
39
49
ND

9. Normal

ND

ol oh~NMNOOOANO

10. Normal
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22
ND
ND

*ND: ndo determinado
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DISCUSSAO
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Os genes carregados por seus vetores podem ser administrados de forma
sistémica ou local. Atualmente, varios estudos descrevem a inje¢do hidrodinamica
como um forma eficiente de transferéncia génica sistémica (Liu e cols., 1999;
Herweijer e col., 2003; Alifio e cols., 2003). Um bom exemplo foi um trabalho
realizado por He e cols. (2004), no qual a injecao hidrodinamica foi utilizada como
uma forma de administracdo de DNA nu em um protocolo pré-clinico para
diabetes do tipo I. Tais trabalhos ressaltam que a injecao hidrodindmica € segura,
eficiente e conveniente, principalmente porque a eficiéncia do método ndo é
alterada mesmo no caso do DNA nu. Embora, atualmente, o procedimento
baseado na injecdo hidrodinAmica seja inadequado para o uso clinico em
humanos, tentativas de transferéncia local através de cateteres poderdo ser
realizadas.

Em administragfes locais, 0 uso de compostos sintéticos catibnicos vem
sendo uma outra boa alternativa (Tabata e cols., 2000; Harada e cols., 2000;
Gharwan e cols., 2003). A administracdo intraperitoneal mostra-se eficiente
guando o DNA usado estd associado a algum complexo. Aoki e cols. (2001)
mostraram em seu trabalho que a injecdo intraperitoneal de plasmideos
complexados com lipideos catidnicos apresenta-se como perspectiva de
transferéncia génica devido a sua alta eficiéncia.

A partir destes estudos obtidos na literatura passamos a um teste piloto
usando duas vias diferentes de administragdo. No teste piloto, observou-se uma
diminuicdo no depdsito de GAGs no figado e bago dos animais KO tratados ip e
iv, quando comparados com o animal KO sem tratamento. Estes dados,
relacionados com a falta da atividade de IDUA em todos os 6rgaos analisados e a
amplificacao por RT-PCR do cDNA IDUA no bago e no rim de animais tratados ip,
podem indicar a presenca da enzima em baixos niveis a ponto da mesma néo
poder ser detectada.

Ainda neste experimento piloto, em andlises realizadas apods seis dias de
tratamento, foi observada a expressao do transgene apenas com tratamento ip; ja
no experimento usando seis grupos de animais, onde as andlises foram
realizadas ap0s quatorze dias de tratamento, a expressao foi detectada em todos
0s 6rgaos dos animais tratados.
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O fato de em sete dias ter aparecido a expressao do tansgene pode estar
relacionada a presenca do Superfect, j& que este além de proteger o DNA da
degradacdo enzimatica facilita a sua entrada nas células.

O resultado observado, de que mesmo niveis baixos da atividade
enzimatica podem causar diminuicdo nos depdsitos de GAGs, vém ao encontro
de estudos realizados para MPS | e outras doencas genéticas. Para MPS | este
fato é explicado através do processamento pos-traducional que acontece com a
IDUA, onde ocorre a adi¢cdo de residuos 6-manose-fosfato na molécula protéica,
fazendo com que ela seja endocitada através de receptores, consequentemente,
mesmo as células que ndo estdo expressando o transgene recebem a proteina in
trans (Di Natale e cols., 2002; Zheng e cols., 2003).

Os principais pontos a serem discutidos a partir dos resultados do trabalho
usando seis grupos diferentes de animais jA se encontram no conjunto do
manuscrito. Atualmente, a identificacdo e quantificacdo de GAGs é um dos
primeiros testes aplicados aos pacientes suspeitos de portarem MPS. Na urina
sdo encontrados fragmentos de glicosaminoglicanos resultantes de degradacgéo
parcial. Para acompanhar a eficiéncia da transferéncia génica, bem como a
expressdo do transgene, esta andlise foi feita tanto no teste piloto como nos
grupos experimentais descritos no manuscrito. As quantidades de GAGs
presentes na urina mostraram-se bastante semelhantes entre todos os grupos de
animais, inclusive quando a comparacao foi feita entre os grupos de animais
normais e o0s grupos de animais KO sem nenhum tipo de tratamento.
Consequentemente, a dosagem de GAGs na urina deste modelo animal nao
apresentou-se adequada para diferenciar camundongos C57BI/6 normais de um
modelo KO para MPS |. Similarmente, Li e cols. (1999) ao descreverem um
modelo murino para sindrome de Sanfilippo puderam observar que ndo existiam
diferencas significativas na quantidade de GAGs na urina de animais normais e o
modelo.

A coleta de urina, feita sem a ajuda de uma gaiola metabdlica, ndo atingiu,
em muitos casos, o volume necessario (aproximadamente 40 mi) para realizagédo
das andlises. Este fato acabou acarretando falta de informagbes que seriam

importantes para a conclusdo final deste trabalho. Além disso, a oscilagdo
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presente na quantificacdo realizada no mesmo animal pode estar ocorrendo
devido a excrecao diferencial durante o dia, o que também seria resolvido com o
uso de gaiolas metabdlicas. O uso deste procedimento nos levaria a mimetizar a
rotina de coletada da urina dos pacientes de MPS, feita a partir de um
homogeneizado colhido durante 24 horas, justamente porque a excrecdo de
GAGs é diferente durante as horas do dia.

Um estudo com humanos realizado por Albano e cols. (2000) descreve 19
casos de pacientes portadores de MPS, avaliando caracteristicas fenétipicas dos
pacientes como a mensuracéo da concentracdo de GAGs na urina, discriminando
as proporcoes de dermatan sulfato, heparan sulfato, condroitin sulfato e queratan
sulfato, para diagnosticar tipos diferentes de MPS. Nem todos os pacientes
apresentaram niveis aumentados de GAGs na urina, indicando que nem sempre
os niveis de GAGs na urina estédo relacionados com a doenca. Para confirmacao
dos diagndsticos foram realizados testes enzimaticos. O conjunto destes dados
aponta a necessidade de uma possivel alteracdo nos testes diagndsticos
atualmente realizados quando ha suspeita de mucopolissacaridose.

Em concluséo, este trabalho introduz uma interessante alternativa ao uso
de vetores virais para a terapia génica da mucopolissacaridose |, estudada em um
modelo murino. As perspectivas de sua continuidade incluem o teste de outras
vias de administragao de vetores plasmidiais, incluindo o tratamento ex vivo com
células tronco mesenquimais, bem como a constru¢do de outros tipos de vetores

com o gene IDUA, a serem testados neste mesmo modelo.
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