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Abstract
A gente comeca sabendo que sera uma correria, mas insiste mesmo assim. Existe a sucessao
das crises: de depressdo, de euforia, de irritacBes, de alegria... Conhece os professores, os colegas, a
ciéncia da hierarquia. Sobrevive aos dias de marmota, a ndo-entrega das amostras, a necessaria
criatividade nos protocolos ... Monotonia?! ... talvez para os familiares ndo-laboratoriais que
desconhecem esse universo, que nos churrascos nos olham perplexos: “mas esse mundo ta do avesso!
A guria ta feliz pq viu célula colorida! Falei para estudar direito ou medicina! Isso ndo ta certo!”. (...)
mas para quem escolhe pesquisa, essa é a nossa vida.

Key words: insisténcia, teimosia, cronograma, correria, desequilibrio hormonal,
café no Antdnio, senhas misteriosas, parceria.
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Resumo

Para producdo de vetores virais utiliza-se uma linhagem celular
empacotadora (packaging cell line — PCL), que ¢é transfectada com os
vetores componentes do sistema. As particulas virais produzidas sao,
posteriormente, liberadas no sobrenadante de cultura, que ¢ processado,
aliquotado e estocado. A excegdo de sistemas oncovirais, baseados no virus
da leucemia murina (MLV), ndo existem PCLs estaveis disponiveis para
emprego de vetores baseados em HIV em nivel clinico. Desse modo, a
transfeccdo transiente tem sido explorada com o intuito de maximizar a
produg¢do de virus e de minimizar os riscos envolvendo a metodologia. Para
tal finalidade, outras linhagens celulares estdo sendo testadas como PCL, e
variagdes nos protocolos de transfeccao tém sido propostas. Dentro desse
contexto, a avaliagdo da possibilidade de producdo de vetores virais em
linhagem de célula tronco mesenquimal murina, produzida em nosso
laboratdrio, contribui para a investigacao da aplicacdo potencial dessas
células em terapia génica. Os resultados mostraram que essa linhagem
produz virus em quantidades equivalentes as tradicionais PCL empregadas,
sem apresentar aparente efeito sinsicial oriundo da toxicidade de proteinas
virais. Tal caracteristica permite que o periodo de coletas seja expandido,
sem comprometimento significativo dos titulos, dentro das normas de
biosseguran¢a. Infere-se a partir dessas observacdes que essa linhagem
possa ser uma alternativa interessante como PCL estavel. Além dessas
caracteristicas, a sensibilidade a infec¢do pelos virus recombinantes sugere
que a mesma possa ser também utilizada nos processos de titulacao viral.
Perspectivas futuras incluem a comparacdo direta com uma linhagem de
célula tronco mesenquimal humana e a caracterizagdo detalhada dos virus

produzidos em ambas linhagens.
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Abstract

The production of viral vectors is done with packaging cell lines
(PCL), which are transfected with the vectors composing the viral system.
The viral particles produced are liberated in the cell culture medium which
is then harvested, processed and stored. Stable PCLs are available for the
production, in clinical level, of oncoviral vectors based on Moloney
Leukemia Virus; this is not the case, however, for HIV-based vectors.
Transient transfection has, thus, been explored with the objective of
maximizing virus production and minimizing the risks concerning this
methodology. Different cell lines are being tested as PCL and variations in
transfection protocols are being proposed. This work aimed at the
evaluation of the potential presented by a murine mesenchymal stem cell
line, produced in our laboratory, to be employed as PCL for the production
of viral vectors. Our results showed that this cell line produces titers as
high as the traditional PCL based on 293T cells, and do not present the
synsycial effects caused by toxic viral proteins which limits the use of
other cell lines. This has allowed extended periods of harvesting, without
compromising viral titers. This cell lineage may represent an interesting
alternative as stable PCL to be used in retroviral-mediated gene therapy.
Besides these aspects, the sensibility to lentivirus infection suggests that it
may be used in titering process as well. Future perspectives include the
comparison with a human mesenchymal stem cell line and the full

characterization of the viruses produced in both lineages.



Introducao

“Certainly, an important theme that recurred throughout the meeting

was analysis of the chromosomal integration sites of gene transfer vectors.
The question of how random is retroviral integration has been addressed
numerous times in prior years, but we are learning that the answer
dependes on what the meaning of “how random is” is. New techniques for
integration site recovery and genomic analysis are producing a wealth of
information on integration patterns of retroviral, lentiviral and AAV-based
vectors, as well as transposons. We are learning about the relative
frequency of vector integration, the category of preferred integration sites
and the interactions between genetic elements of the vector and juxtaposed
cellular sequences. Understanding these properties of each specific gene
transfer vector should allow more informed estimations of their relative
risks and benefits in clinical applications.”

Don B. Kohn (president of the American Society of Gene Therapy) -
Gene Therapy in 2003: Breadth and vigor
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Introducao

Terapia génica viral e ndo-viral

Terapia génica (TG) ¢ um procedimento clinico que envolve a
administracdo de material genético em células com o intuito de tratar
doencas. Em sua forma mais simples, a terapia génica consiste na
complementacdo ou no bloqueio funcional de genes defeituosos, em geral
responsaveis por uma dada enfermidade. A transferéncia génica pode ser €x
vivo (quando se da em células extraidas do paciente, para serem
manipuladas e entdo reintegradas ao organismo original) ou in vivo (quando
a transferéncia génica ¢ realizada por administragdo direta do gene
terapéutico ao paciente) (Dani, 1999; Nardi et al., 2002).

Originalmente endere¢cada ao tratamento de desordens genéticas
hereditarias, a TG tem buscado aplicagdes terapéuticas nas areas de
oncologia, infectologia, doengas cardiovasculares e degenerativas, entre
outras (Palu et al., 1999). O primeiro protocolo clinico de TG foi aprovado
em 1990, para correcdo de Imunodeficiéncia Severa Combinada (SCID)
através do fornecimento de copias funcionais do gene da Adenosina
Desaminase (ADA) (Blaese et al., 1990).

Existem diversas maneiras de transferir um gene para células-alvo,
em geral através de um vetor (do latim vector — aquele que entrega). O
vetor ideal deve apresentar caracteristicas basicas como capacidade de
acomoda¢ao de um transgene de tamanho consideravel, baixa
imunogenicidade e citotoxidade, expressdo estavel do transgene,
direcionamento para tipos especificos de células ou tecidos, custo baixo,
facil producdao e manipulagcdo e ainda, capacidade de regulacdao da
expressao do transgene no tempo e/ou na quantidade requerida do seu
produto (Nardi et al., 2002). Esse ¢ um vetor tedrico, pois na pratica
dispomos de sistemas com vantagens e desvantagens, representando
aproximagoes desse vetor ideal. Os sistemas de entrega génica podem ser

enquadrados em trés categorias: métodos quimicos, fisicos e bioldgicos.
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Os métodos quimicos podem abranger o uso de lipossomas,
dendrimeros e outros complexos (Frézard, 2001). Alguns desses apresentam
carga total final positiva, o que permite a forma¢do de um complexo com o
DNA, rico em carga negativa. A primeira vantagem desse complexo ¢ a
diminui¢do da forga de repulsdo entre o DNA e o dominio extracelular das
proteinas presentes na membrana, que também apresentam carga total
negativa (Nardi et al., 2002) e a segunda vantagem mais evidente é a
interacdo facilitada dessa membrana com a membrana celular. As
propriedades de fusdo das membranas lipossomais e dos mecanismos de
endocitose de tais vesiculas sdao alvo de intenso estudo, uma vez que
otimizam a entrega de macromoléculas no interior das células (Frézard,
2001), assim como outros sistemas de compostos catidnicos, como os de
origem amidoprotéica e protéica (Brown et al., 2001). O método de
precipitacdo de material genético com fosfato de calcio também ¢ bastante
importante, ainda que pouco aproveitavel para uso in vivo diretamente. O
mesmo ¢ a base do sistema de producdo de virus recombinantes para
utilizacdo em terapia génica (Nardi et al., 2002).

Os métodos fisicos baseiam-se principalmente em sistemas de entrada
de plasmideos nas células-alvo, com énfase em processos mecanicos. Sao
exemplos a microinje¢do direta, eletroporacdo e a biobalistica. O dilema
envolvendo essas abordagens é a quantidade de células que podem ser
atingidas (Dani, 1999).

Os métodos biologicos incluem os vetores de origem viral. As
particulas virais, por natureza, sdo agentes infecciosos capazes de
expressar sua informac¢dao genética nas células infectadas (Palu et al.,
1999). O ciclo vital de um virus ¢ dividido em duas etapas: a infeccao,
representando o momento de introdu¢do do genoma viral na célula
hospedeira, e a replicagdo. Para ambas fases sdo necessarios grupos de
genes cuja expressdo ¢ regulada temporalmente, sendo os genes de fungdo
regulatdoria os primeiros a serem expressos, seguido pelos genes estruturais.

A TG viral sustenta-se na produg¢do de virus recombinantes, a partir do
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fornecimento em trans dessas seqiiéncias, as quais sdo adicionados os

elementos relacionados ao cassete de expressdao do transgene.

Producdo de vetores virais para terapia génica

Os virus dependem da célula hospedeira para sintetizar suas proteinas
e enzimas, utilizadas na replicacdo. Na fase extracelular, essas particulas
recebem o nome de virion (uma particula viral completa, capaz de infectar
uma célula).

A estrutura basica viral compreende uma parte central (nucleo),
constituida por material gendmico e por proteinas associadas, e uma parte
de revestimento, composta por subunidades protéicas (protomeros)
delimitando o capsideo. Preenche esse espaco uma matriz, também de
origem protéica. Alguns virus apresentam um componente adicional
denominado de envelope viral.

O capsideo, além de fornecer proteg¢do contra a desnaturacdo quimica
ou a degradagdo enzimdtica do 4acido nucléico, confere a forma
caracteristica de um virus, importante para identificacdo de morfologia.
Isso ocorre devido ao arranjo dos protomeros ¢ das proteinas de superficie
no espaco. O capsideo também apresenta os ligantes protéicos para os
receptores celulares, o que determina o tropismo da particula.

O envelope ¢ um fragmento de membrana lipoprotéica modificada
pela substituicdo parcial e/ou adi¢do de proteinas virus-especificas. Em
geral, o envelope ¢ adquirido durante o brotamento da particula. Esse
fend6meno pode ocorrer tanto na membrana nuclear como na membrana
celular, e também pode depender de um vacuolo. Em virus envelopados, ¢
essa estrutura que apresenta proteinas ligantes para os receptores celulares,
0 que determina o fenomeno de adsorgcdao envelope-célula e, obviamente, o
tropismo do virus. A presenca de componentes lipidicos no envelope ¢
responsavel pela sensibilidade dos virus a solventes lipidicos, como éter e

cloroférmio (Lanciotti, 2001).
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Para produ¢do de vetores virais ¢ necessario fornecer todos
elementos mencionados anteriormente através de um sistema de entrega
génica, em geral método quimico ou fisico. A co-precipitacdo com fosfato
de célcio de plasmideos distintos, processo esse denominado de
transfeccdo, ¢é realizada sobre uma monocamada de células aderentes
chamadas de células empacotadoras (Pear et al., 1993; Soneoka et al.,
1995). Nessas células, os plasmideos de empacotamento ¢ de envelope tém
seus genes transcritos e traduzidos, para produzir as proteinas estruturais e

as enzimas necessarias a formacao dos virus (Figura 1).

Genes deletados

Vetor
empacotador

Vetor envelope Vetor terapéutico ou de
transferéncia

Figura 1 - Produg¢do de virus recombinantes para terapia génica. O genoma
viral ¢ alterado geneticamente, de forma que o sinal psi (y) esteja presente
apenas no vetor terapéutico. Os trés vetores sdo co-precipitados sobre as
células empacotadoras, de onde os virus recombinantes sdo coletados.
(Modificado de Daly & Chernajovsky, 2000).

As seqiiéncias regulatorias sdo separadas das seqiiéncias estruturais,
em vetores distintos, de modo que o virus recombinante obtido seja
defectivo para tais seqliéncias. Seu material genético, portanto, ¢
representado pelo vetor terapéutico, basicamente composto pelo transgene e
seus elementos regulatdrios, e seqiiéncias virais relacionadas aos eventos
de retrotranscricdo ¢ de integracdao (Kay et al., 2001). Apenas o vetor

terapéutico contém a seqii€ncia psi de empacotamento.
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A grande relevancia desse sistema de producdo de virus
recombinantes, sustentado na utilizacdo de plasmideos distintos, ¢ a
seguranca: quanto mais separadas essas seqiliéncias estiverem, em termos de
vetores individuais, mais eventos de recombinag¢do serdo necessarios para
reuni-las outra vez, o que reduz a possibilidade de restauracdo do tipo
selvagem ou o surgimento de novas variantes virais replicagdo-competentes
(Daly & Chernajovsky, 2000). Os ensaios de captura tém por objetivo testar
se novas variantes foram produzidas e, assim, avaliar o grau de seguranca

do sistema (Kay et al., 2001).

Os lentivetores

A familia Retroviridae ¢é caracterizada por apresentar genoma de
RNA de polaridade positiva e por converter esse genoma de RNA em DNA,
através da transcritase reversa. Sdo trés as subfamilias: Oncovirinae,
Lentivirinae e Spumavirinae. Os oncovirus sdo bastante utilizados em TG,
especialmente o MLV (Virus da Leucemia Murina). Um oncovirus,
entretanto, ndo é capaz de infectar células quiescentes, como ¢ o caso de
neuronios e células tronco hematopoiéticas; assim sendo, os lentivirus
passaram a ser intensamente pesquisados para essa finalidade (Miller,
1990; Miller, 1992; Culver & Blaese, 1994; Palu et al., 1999; Buchschacher
& Woong-Staal, 2000).

O representante mais conhecido dos lentivirus ¢ o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), cuja utilizacdo em humanos ainda ndo foi
liberada. Em func¢do de suas caracteristicas bioldgicas e dos anos de intenso
estudo dedicados a sua epidemiologia, o HIV ainda apresenta vantagens
frente aos demais lentivirus (Parolin et al., 1994; Naldini, 1998). As
restrigdes usualmente feitas sustentam-se nos seguintes aspectos: a
integragdo sitio-inespecifica (Cornetta et al., 1991), a possibilidade de
recombina¢do homoéloga com seqii€éncias retrovirais enddégenas (Chong et
al., 1998) e a recombinacdo com o virus selvagem. Evidéncias

experimentais elucidando (e contrariando tais argumentos) ja foram
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apresentadas (revisado em Pages & Bru, 2004) e permanece como fator
proibitivo de seu emprego em nivel clinico a questdo da grave patologia a
ele associada, pelo menos até o momento em que todas as condi¢des de
biosseguranga sejam satisfeitas.

Todos os retrovirus apresentam duas seqii€éncias terminais repetidas
(long terminal repeats — LTR) nas extremidades do provirus (forma
integrativa do virus). Tais seqiiéncias contém os elementos regulatorios da
expressdo génica e da integrag¢do viral. Duas ORFs denominadas de gag e
pol fornecem os elementos estruturais e enzimaticos, respectivamente.
Além dessas, o gene env ¢ comum a todos retrovirus, em termos funcionais,
completando o niimero minimo de trés ORFs, como no caso do virus da

leucemia murina (Figura 2).

[ gag | pol

MLV LTR il | T

[} tat {
—-—0

: | pol I | o | [Trw
G gag | v L] []

Figura 2 - Esquema representativo da organizacdo do genoma dos
retrovirus. Representacdo do Virus da Leucemia Murina (MLV),
considerado de organizagdo simples, e do Virus da Imunodeficiéncia
Humana do tipo 1 (HIV-1), considerado extremamente complexo em funcdo
do grande numero de genes ditos acessorios. (Modificado de Buchschacher

& Woong-Staal, 2000).
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Os lentivirus apresentam um genoma mais complexo, com pelo menos
dois genes regulatorios adicionais (tat, rev), essenciais para a expressao
génica no tipo selvagem, e outros genes acessorios, de funcdo ainda nao
completamente esclarecida (Cornetta et al., 1991; Naldini et al., 1996a ¢
1996b; Miyoshi et al., 1999; Kay et al., 2001).

O ciclo replicativo dos virus ¢ iniciado com a interacdo entre os
receptores celulares localizados na membrana plasmatica e as
glicoproteinas do envelope viral. Ocorre adsor¢do do envelope com a
membrana celular e liberacdo do capsideo viral no citoplasma celular. O
RNA viral ¢ retrotranscrito em DNA e transportado para o nucleo. A
integragdo do provirus no genoma hospedeiro permite que o mesmo seja
replicado junto com o DNA hospedeiro e que seja passado para a progénie
celular. A partir daqui, novos virus podem ser produzidos e liberados das
células (Klarmann et al., 2003). No caso de vetores virais para terapia
génica, a auséncia de genes estruturais e/ou regulatéorios no vetor
transferido para as células caracteriza a infec¢do como de ciclo unico, ou
seja, sem a producdo de novas particulas.

A integracdao do genoma viral no genoma hospedeiro depende da
capacidade do provirus penetrar o ntcleo da célula. Para grande parte dos
retrovirus isso somente ¢ possivel durante a divisdo celular, quando ocorre
rompimento da carioteca. Os lentivirus, contudo, apresentam mecanismo de
transporte ativo do seu provirus através dos poros da carioteca (Bukrinsky
& Haffar, 1999), em parte sustentado por seqiiéncias de localiza¢do nuclear
e pela formacao de complexos protéicos de transporte dependentes de genes
acessorios, como o vpr de HIV (Vodicka et al., 1998). Essa é uma das
vantagens dos lentivirus frente aos oncovirus, quando se pretende infectar
células p6s- mitodticas.

As vantagens acima expostas justificam o constante desenvolvimento
de lentivetores para TG, sendo que os vetores baseados em HIV-1 tém sido
considerados uma grande ferramenta de transferéncia génica, que ainda
deve sofrer ajustes para poder ser empregada em nivel clinico. Os vetores

chamados de auto-inativantes sdo considerados mais seguros, em fun¢do da
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incapacidade de produg¢dao de novas particulas, a partir da célula
transduzida, além de reduzir o risco de oncogénese por insercdo e de
produc¢do de novas variantes (Naldini et al., 1996a ¢ b). O desenvolvimento
de sistemas auto-inativantes baseados em HIV continua a receber
importantes contribui¢gdes experimentais, especialmente no que se refere ao
melhoramento das constru¢des e da seguranga em tais sistemas (Cui et al.,
1999; Iwakuma et al., 1999; Lois et al.2002; Zaiss et al., 2002).

De um modo geral, vetores virais e ndo-virais podem conter um
transgene terapéutico ou um gene reporter, conforme a necessidade do
pesquisador. O uso de gene reporter ¢ valido como um marcador de
eficiéncia de construcdo e de transformacdo, tanto em vetores virais quanto
ndo virais. Além disso, facilita as andlises relacionadas a implantagdo de
uma técnica ou aos estudos em nivel pré-clinico. A tecnologia do gene
reporter serve para monitoramento de eventos celulares associados a
transdu¢do ou a expressdo génica, tendo como principais vantagens alta
sensibilidade, confiabilidade, conveniéncia e adaptabilidade dos métodos
de deteccdo, além da grande variabilidade nos tipos de genes reporter
disponiveis (luciferase, fosfatase alcalina, Lac-Z, entre outros) (Naylor,
1999).

No Laboratério de Imunogenética do Departamento de Genética da
UFRGS ja estd estabelecido o uso de FIV como vetor lentiviral, sendo que
a implementagdao de um sistema baseado em HIV poderia aumentar as
possibilidades de pesquisa do ponto de vista comparativo entre vetores de
primatas (HIV) e nao-primatas (FIV). A transdug¢do de precursores
hematopoiéticos humanos com FIV, por exemplo, mostrou-se ineficiente
(Price et al., 2002), levando a uma maior valorizagdo da adequagdo do
vetor viral ao grupo de células-alvo. Considerando que um dos enfoques de
pesquisa do laboratério, atualmente, ¢ o emprego de células tronco
(hematopoiéticas e mesenquimais) em TG, e que existem projetos em
andamento relacionados ao desenvolvimento de um protocolo pré-clinico de
terapia génica para Mucopolissacaridose do tipo I, seria interessante ter um

sistema baseado em HIV para comparagdo entre os demais vetores
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utilizados no laboratério. Existem referéncias experimentais da
aplicabilidade desse vetor voltada para MPS I (Fairbairn et al., 1996;
Sondhi et al., 2001; Di Natale et al., 2002).

A implementacdo desse sistema, inicialmente avaliada através do
emprego de genes repodrter, também poderia permitir a investigagdo
comparativa entre vetores onco e lentivirais, um dos toOpicos mais
controversos da TG viral. Em 2002, a aplicagdo de um protocolo clinico
envolvendo o MLV ocasionou o desenvolvimento de leucemia em dois
pacientes, por mutagénese insercional (Check, 2002a e b; Kaiser 2003). A
repercussao desse incidente levou os virologistas a manifestarem-se contra
as generalizagdes a respeito dos retrovirus, visto que diferentes
componentes desta familia apresentam peculiaridades especialmente no que
se refere a biologia viral (Schroder et al., 2002; Wu et al., 2003). Ainda
que estudos evolutivos prévios ja tenham sido realizados (Greatorex &
Lever, 1998; Worobey & Holmes, 1999), estudos comparativos voltados
para TG sdo incipientes (Zaiss et al., 2002).

Decorre desse fato a necessidade de uma maior interagdo entre os
terapeutas geneticistas e os virologistas, valorizando aspectos mais basicos
da TG, como as propriedades virais que sdo mantidas pelo virus
recombinante, apesar das extensas delecdes de seqiiéncias do seu genoma; a
defini¢do das condi¢cdes de producgdo desses virus, em termos de melhor
linhagem celular para utilizagdo como PCL e melhor sistema de transfecc¢ao
dos vetores. Além desses aspectos, a busca por melhores construgcdes de
vetores virais ¢ também incentivada em termos de defini¢do de mecanismos
associados a regulacdo da expressdo do transgene, a seguranca da aplicacao
desse método e a adaptacao de tal sistema para a maquinaria transcricional
humana.

O trabalho aqui apresentado procura avaliar a possibilidade de
produg¢do de vetores lentivirais baseados em HIV-1, contendo genes
reporter gfp e beta-gal, em uma linhagem de célula tronco mesenquimal
murina (mesenchymal stem cell — MSC), estabelecida em nosso laboratdrio

(Meirelles & Nardi, 2003). Entre os aspectos ressaltados durante nossa
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investigacao estdo a resisténcia da célula as proteinas citotoxicas, o titulo
viral obtido com o emprego do sistema de transfeccdo baseado na co-
precipitagdo dos plasmideos com fosfato de cdlcio, o monitoramento de
variantes virais-replicagdo competentes e a funcionalidade dos virus

recombinantes produzidos nessa linhagem celular.
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Objetivos

Dentro do contexto apresentado, esse projeto de pesquisa teve como
objetivo geral a producdo de vetores lentivirais baseados em HIV, com os
genes reporter beta-galactosidase ¢ gfp, em uma linhagem de células tronco
mesenquimais, estabelecida pelo nosso grupo de pesquisa (Meirelles &
Nardi, 2003). Os vetores foram gentilmente cedidos pelo Dr. David
Baltimore (Califérnia Institute of Technology, EUA) ¢ pelo AIDS Research
Program (NIH, EUA).

Para estabelecimento dos parametros relacionados a transfec¢ao foi
realizada uma extensa revisdo bibliografica considerando a producdo dos
vetores virais € o emprego dos virus recombinantes para TG, resultando na
redacdo de um artigo de revisdao. Os objetivos especificos podem ser
detalhados como segue:

- Produgdo do vetor lentiviral baseado em HIV contendo os genes beta-
galactosidase e gfp: transformacdo de bactérias e purificacdo dos
plasmideos envolvidos; produg¢do de lentivirus em linhagem de célula
tronco mesenquimal.

- Transdug¢do de células alvo (MSC, K562, Sca-1+), como teste funcional.

- Avaliagdo da transduc¢do, através da andlise da integracdo do provirus no
genoma das células alvo, via PCR, e andlise de expressdo do gene reporter.
- Monitoramento do surgimento de formas mutantes recombinantes do virus
(replication competent viruses -RCVs), para avaliagdo da seguranca desse

sistema.
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“This is one of two transfection protocols you can find in this Web

Page set. Largely, the protocols are the same, but they have been prepared
by different people at different different time, and contain different hints
and notes. They’ll each achieve the same goal, high titre virus from 293T
cell-derived retroviral producer lines, so pick which one you like. Yeah, we
know, it would be great to have just one set of instructions, but we don’t
have all day to make things perfect.”

MikeRothenberg and Garry P. Nolan -
PhoeNX RetroviralProducer Line Protocol
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Abstract

Retroviruses are the most efficient and largely used gene transfer
systems in gene therapy protocols. The Human Immunodeficiency Virus
(HIV), classified as a retrovirus because of its RNA genome and the need
of reverse transcriptase to convert it into DNA. HIV is also grouped within
the lentivirinae subfamily, being able to infect quiescent cells. Being better
known for its association with the acquired immunodeficiency syndrome,
HIV can also be described as one of the most effective lentivectors.
Biosafety concerns, which are present whenever viral vectors are
employed, are particularly involved in the development of HIV-based
vectors. Insertional mutagenesis and the production of new replication-
competent viruses (RCV) have been pointed as major problems, but
experimental data have shown that safe protocols can be developed for
their production and application. Evolutionary approaches, as well as
virology, immunology and cell biology studies must get together to allow
the clinical use of HIV vectors. This review will focus on the general
properties, production and applications of lentivectors in gene therapy,

with particular emphasis on those based on HIV systems.
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Introduction

The basic principle of gene therapy is the introduction of exogenous
genetic material to correct or modify the function of a cell. The
development of methods for the delivery of therapeutic genes to specific
target cells has been under exhaustive investigation for the last decade
(reviewed in Romano et al., 2000; Amalfitano and Parks, 2002). Although
the identification of the appropriate therapeutic gene as well as the target
cell are essential for successful gene therapy, pointing to the most suitable
gene transfer method is also of fundamental importance.

The vectors used to transfer genes are basically classified into viral
or non-viral and each one presents its own benefits/drawbacks.
Retroviruses are the most efficient and largely used gene transfer systems
(reviewed in Chu et al., 1998), and among them lentiviruses have been
increasingly used since they present great efficiency and safety. This
review will focus on the general properties, production and applications of
one of the most largely employed lentiviruses in gene therapy - the human

immunodeficiency virus or HIV.

General properties of lentiviruses and lentivectors

All members of the Retroviridae family present a RNA genome which

is retro-transcribed into DNA by the enzyme reverse transcriptase. When

this process is concluded (if all the proteins, cellular and viral factors
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required for that are present) the provirus is able to integrate into the
genome of the host cell. This is possible because regulatory signals are
present in both terminal regions of the provirus genome, named long
terminal repeats (LTRs) (Figure 1). The viral genome also presents
enhancers and other elements that regulate the expression of viral genes,
which can be localized within LTRs, or accessory and regulatory genes.

At least three open reading frames are present in the genome of all
retroviruses. Each one encodes for a different element, such as the capsid
and matrix (gag gene), enzymes (pol gene), and the envelope (env gene).
The capsid is important to protect the viral genetic material; the enzymes
are needed for its replication and integration of the virus genome, and the
envelope consists of glycoproteins that will recognize specific cell
receptors and determine the tropism of infection. Members of the
Lentivirinae subfamily present a more complex genome with other
regulatory and accessory genes (Swanstrom and Wills, 1997).

Lentiviruses have the ability to infect quiescent cells (Reiser et al.,
1996; Park and Kay, 2001). An elaborated machinery that signals for the
active importation of the pre-integration complex is the major responsible
for that property, which is very useful for gene therapy purposes.
Oncoviruses (such as the Moloney Leukemia Virus, MLV) are also
members of the Retroviridae family, but they are unable to infect quiescent
cells because they lack the mechanism mentioned above. Thus, nuclear
access and integration of virus genome are dependent on the cell nuclear

membrane brake during cell division (reviewed in Naldini, 1998). These are
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very important features in the context of gene therapy, meaning that HIV
can be used in a different group of target cells in comparison to MLV-
based vectors.

The most famous lentivirus is the human immunodeficiency virus
(HIV), historically related to the AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome) pandemia, and still poorly understood, despite the large body of
knowledge resulting from intense research over the last twenty years
(reviewed in Lever et al., 2004). HIV preferentially infects cells that
present the CD4 cell surface molecule, such as macrophages and helper T
lymphocytes. It may also bind to the co-receptors CCR5 and CXCR4
(Holmes et al., 2001). In order to expand the possible applications of HIV
vectors in gene therapy, it is necessary to use different envelope
constructions that may enable the infection of different target cells. This
process, called pseudotyping (Burns et al., 1993), has been initially
designed for vectors based on the MLV (Yee et al., 1994), but is now
applied to several other viral vectors. Pseudotyping has also allowed the

manipulation and concentration of viral stocks.

Producing retrovectors

The construction of viral vectors imply the removal of some of the
genes present in the wild type virus, since the vectors should be able to
infect cells, retrotranscribe, integrate its genome into the host DNA and

express the therapeutic gene without causing any disease. Specific genes
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and sequences related to virulence or unnecessary to transgene expression
must be deleted and interesting genes may fill the available space. These
minimal helper-packaging elements are the basis for the genetic
engineering of virus-based vectors and the procedure itself is called
transient transfection (Pear et al., 1993).

The transient transfection procedure depends on the delivery of such
constructs, each one expressing a few primary elements for the assembly of
viable viral particles. The construct that represents the encapsidated
genome is the therapeutic vector, containing all the sequences required for
the expression of the transgene in the target cells (reviewed in Delenda,
2004).

In order to reduce helper virus (replication-competent viruses or
RCV) formation, the genes required for the assembly of recombinant
viruses are transiently and independently transfected into packaging cell
lines (PCL) with different constructs (Soneoka et al., 1995) (Figure 2).
Stable PCL can express constitutively the genes of choice and may improve
viral production from the biosafety point of view (Ory et al., 1996).
Recombinant viruses are directly harvested from the cell culture
supernatant, which is subjected to a titration procedure — the quantification
method used to determine infective viral units in the cell culture.

The development of stable packaging cell lines is also an important
issue in the production of retrovectors. The type of cell lineage used is
considered one of the critical points of the methodology, since each cell

line presents a different susceptibility to transfection (reviewed in Pages
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and Bru, 2004). Presently, Cos and 293 are the most frequently used
PCLs, but other cell types are being investigated. We have recently
developed an interesting alternative PCL for the production of HIV-based
vectors (FH Silva, TP Dalberto, A Delgado-Canedo, LS Meirelles, C Del
Vecchio, G Palu and NB Nardi), using a murine mesenchymal stem cell line
previously established in our laboratory (Meirelles and Nardi, 2003).

The approval of viral constructs depends also on safety issues, such
as the possible development of RCV during virus production, insertional
mutagenesis and potential recombination with human endogenous retroviral
sequences (Cornetta et al., 1991). These concerns increase when the wild
type virus considered is related to a human severe pathology, such as
AIDS. In order to avoid RCV production, research has focused on the
development of stable HIV producer cell lines (Corbeau et al., 1996;
Klages et al., 2000) by combining elements that have additional regulatory
functions (Chen et al., 1996; Farson et al., 2001; Xu et al., 2001). These
efforts have resulted in a more controlled production of viruses. The
reduction of overlapping sequences between therapeutic vectors and
packaging components has proved to be helpful to reduce RCV formation
(Otto et al., 1994; Sheridan et al., 2000). Despite these efforts, however,
no HIV vectors have been allowed to be used in clinical level yet.

The development of sensitive assays to specifically detect
recombinant lentiviral DNA mobilization (Wu et al., 2000; Sastry et al.,
2003) is of great value for clinical application, since recombination events

between the therapeutic vector and endogenous retroviral sequences have
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been reported (Chong et al., 1998). Contamination of vector supernatants
with packaging cell line DNA can also be a source of false positive results
in tests for RCV detection, if no functional tests are done simultaneously
(Chen et al., 2001). These techniques can also help to standardize virus
production, providing a reproducible method for lentiviral titration (Sastry
et al., 2002), besides improving safety tests. It is expected that new assays
for the determination of vector safety will lead to the improvement of HIV
vectors.

Producing viral vectors is a difficult task. The transient transfection
procedure, briefly described above and commonly used by researchers all
around the world, is not as homogenous as it should be in order to allow
the industrial scale-up production. The titers achieved through transient
transfection are somewhat variable and the concentration of viral stocks is
still to be standardized (Pageés and Bru, 2004). These limitations explain
why there is a great effort from the scientific community towards the
improvement of viral vector production in a standardized manner, which
would allow the clinical use of these systems, considering biosafety

concerns and therapeutic benefits.

Getting specific to HIV features

The development of HIV vectors for anti-HIV gene therapy is the

most logical application of this system, but the ability of HIV to

specifically target CD4+ non-cycling cells makes it a promising candidate
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for many other situations in which in vivo gene delivery is important
(Poeschla et al., 1996). In fact, this possibility has led to experimental
evidence of its application in transduction of a wide variety of cell types,
such as hematopoietic progenitor and stem cells (Reiser et al., 1996; Case
et al., 1999), post-mitotic neurons (Naldini et al., 1996a; Reiser et al.,
1996), fibroblasts and human primary macrophages (Naldini et al., 1996b),
and primary human marrow stroma (Bahner et al., 1997).

Two-plasmid systems, which are based on the delivery of one
therapeutic construct and one structural vector, have been described in the
past, but few reports present env deletion in the structural vector (Page et
al., 1990; Landau et al., 1991; Reiser et al., 1996). A three-plasmid
system, including one therapeutic vector, one structural vector without the
wild type HIV env gene and one additional VSV-G envelope vector, was
tested by Naldini et al. (1996a) with encouraging in vivo results. Blomer et
al. (1997) have also presented strong experimental evidences in favor of
this system applied in vivo to the murine central nervous system through a
comparative study comprehending oncoviral (based on MLV), adenoviral
and adeno-associated viral systems. Only the lentiviral vector was able to
efficiently and stably infect quiescent cells with the p-galactosidase
transgene expression for over six months. Mordelet et al. (2002) were able
to reproduce with modifications this same protocol.

Even though these data represent the first positive results towards the
in vivo use of lentiviral gene therapy, some modifications have been

proposed in order to improve the system. Many suggestions have been
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based on the knowledge of the HIV biology, a legacy from different fields
of science, such as molecular virology, cell biology, immunology, and so
on. Almost all genes from the HIV genome (structural, accessory or
regulatory genes) have been tested for possible advantages in gene therapy
vectors, and the minimal requirements for the construction of HIV-based
vectors started to be defined.

A minimal HIV-based vector has been developed presenting lower
number of viral sequences (Kim et al., 1998), which represents a safer
construct in comparison to the examples mentioned above. Later on,
however, other modifications led to the development of self-inactivating
(SIN) vectors, which are characterized by one-way infection of target cells,
an important advance for safer gene therapy protocols (Miyoshi et al.,
1998; Iwakuma et al., 1999). These lentivectors have deletions of specific
regions of the viral genome, which impair their replicative potential but do
not alter their gene transfer efficiency. Another important aspect of this
new approach is that the viral promoter does not interfere with the
heterologous one.

The number of known cis regulatory elements is still increasing, and
thus enables the improvement of SIN vectors (Déglon et al., 2000; Ismail et
al., 2000; Ramezani et al., 2000; Yam et al., 2002). Sequential deletions of
regulatory regions of the HIV genome have been tested. Some elements
were still recognized as necessary for efficient gene transfer (Parolin et al.,
1994; Hildinger et al., 1999; Sirven et al 2000; Manganini et al., 2002),

but some were considered unnecessary in contrast to previous results (Cui
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et al., 1999). Corroboration of such observations in vivo has also been
reported (Baeckelandt et al., 2002).

Splicing signals, constitutive RNA transport elements, and
posttranscriptional regulatory elements of woodchuck hepatitis virus
(WPRE) have been inserted in this genetic engineering investigation
process, in order to achieve effective expression of protein-coding
transgenes (Schambach et al., 2000). Even the matrix attachment region
(MAR) has been tested, in order to improve the levels of protein expression
up to a therapeutic level (Park and Kay, 2001). Multiexpression vectors
based on differential splicing and translational control, depending on an
internal ribosomal entry site (IRES) sequence did not decrease virus titers
or its ability to infect quiescent cells (Zhu et al., 2001).

Besides molecular modifications of viral vectors, other factors may
vary according to the target cell type and the intended future applications,
such as changes in culture conditions of transduced and producer cells
(Iwakuma et al., 1999). Defining the boundaries between onco and
lentivectors is also of great value; the best cell type to produce
oncoviruses, for example, may not be the best one to produce lentiviruses
(Reiser, 2000; Pagés and Bru, 2004). Also, the best packaging cell line for

HIV in a clinical level is still to come.

Applications of HIV-based vectors

The ability of lentivectors to infect nondiving cells has been shown

in different target cells, such as primary cultures and human progenitor
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cells. More specifically, HIV vectors have been shown to be very efficient
in infecting different targets, such as hematopoietic stem cells (HSC) (Case
et al., 1999; An et al., 2000; Demaison et al., 2002) and peripheral-blood
monocyte-derived dendritic cells (Chinnasamy et al., 2000). The best
results concerning the transduction of HSC have been obtained with HIV-
based vectors, and other lentiviruses such as the feline immunodeficiency
virus (FIV) have been considered inadequate to deliver genes to this type
of progenitor cells (Price et al., 2002).

Promising results have been found for the in vivo transduction of
airway epithelia (Johnson et al., 2000), as well as in situ application of
HIV vectors in human and mice corneal tissue (Wang et al., 2000;
Bainbridge et al., 2001; Kostic et al., 2003). One of the most interesting
results in these reports was the absence of toxic effects or immune
responses after the in vivo administration of HIV vectors (Miyoshi et al.,
1998; Naldini, 1998; Han et al., 1999; Pan et al., 2002). Recent
experiments with heart grafts in mice have also corroborated these
conclusions (Kearns-Jonker et al., 2004).

The remarkable efficacy of HIV-based vectors for globin gene
transfer observed in Cooley anemia shows once again the potential of this
tool (Rivella et al., 2003), which is also employed in studies concerning
the gain of function of certain genes in early human development
processes, through the transduction of human embryonic stem cells (Ma et
al., 2003). Zhang et al. (2002) have reported the transduction of

mesenchymal stem cells (MSC) with the maintenance of their
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differentiation status. Adipocytes have also been efficiently transduced
with HIV-based vectors without showing any collateral effects (Carlotti et
al., 2004). Experimental data using adeno-associated vectors have not
resulted in similar benefits. These studies present important implications
on obesity gene therapy research, and suggest once again that HIV may be
more adequate than other vectors depending on the target cell considered
(Carlotti et al., 2004). Other examples for in situ and in vivo retroviral
gene therapy between HIV and MLV-based vectors have been compared by

Blesch (2004).

Final remarks

We discussed here some of the primary concerns involved in the use
of HIV-based vectors as gene transfer tools. An open debate comparing the
use of primate or non-primate lentivectors remains essential for the
development of safety tests and the generation of more information about
HIV vectors. Better and safer agents for clinical trials can be explored with
the help of basic research experiments. In fact, the field of retrovector
design is starting to invest in the production of such answers. More
comparative studies are about to come and new approaches to evaluate
issues such as immune responses and side effects of retrovectors will
enrich retroviral-mediated gene therapy. In a near future, we hope that
phase three clinical trials will be conducted with all the biosafety concern

needed, particularly those related to the clinical use of HIV-based vectors.
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Legends

Figure 1 - Genomic organization of retrovirus genome. Additional genes

are present in lentiviruses, such as HIV.

Figure 2 - Production of retrovectors by transient transfection (adapted
from Silva, 2002). Packaging cell lines are transiently transfected with the
vectors responsible for recombinant viruses assembly. In cases (A) and (B),
retrovectors are not functional. Complete vectors, able to infect and
transduce target cells, are produced only when the packaging cells are

transfected with the three plasmids (C).
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Discussao

“The way in which Alain Fischer, marina Cavazzana-Calvo and their
collaborators acted upon the discovery of the tragic complication seen in
two of their patients has been exemplary. Their willingness to share in real
time with scientific colleagues as well as regulatory agencies and advisory
boards in multiple countries meets the standard to which all medical
scientists should strive: placing health, safety and rights of the human
subjects of gene therapy research as an unwavering primary
consideration.”

Don B. Kohn (President of The American Society of Gene Therapy) —
Gene Therapy in 2003: Breadth and vigor
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Discussao

A produgdo de vetores virais para terapia génica tem valorizado
aspectos mais basicos da pesquisa, nos ultimos anos. A adequac¢do dos
protocolos de entrega de plasmideos relacionados a etapa de producao de
virus considera a origem das células empacotadoras e o sistema de
transfeccdo empregado como os pontos chave do processo. Revisdes atuais
destacam tais aspectos (Lever et al., 2004; Merten, 2004). Nesse contexto,
a investiga¢cdo do potencial de novas linhagens celulares para a producao de
lentivetores disponibiliza um nicho de pesquisa que volta a ser valorizado,
juntamente com a virologia béasica dos lentivetores e a resposta imune aos
mesmos.

A linhagem de célula tronco mesenquimal murina, estabelecida em
2003, apresenta-se como material muito rico para pesquisa, sendo que suas
potencialidades estdo sendo avaliadas em projetos individuais, valorizando
biologia basica, terapia celular e terapia génica. O presente projeto foi
executado com o intuito de avaliar se essa linhagem poderia produzir
lentivetores da mesma forma que as linhagens convencionais (Cos, 293 e
derivadas, entre outras), buscando aspectos que pudessem ser contrarios ou
favorecedores dessa hipotese. Os titulos virais obtidos colocam essa
linhagem no nivel das demais linhagens empacotadoras disponiveis.

Formas sinsiciais, conseqiiéncia da expressdo de proteinas lentivirais
e principalmente da proteina VSV-G, ndo foram observadas. Ao contrario
do que ocorre com uma cultura de células 293T, fracamente aderente, as
mMSC mantém sua aderéncia ao longo de todo o processo de producao de
virus, o que facilita a manipula¢do das culturas para coleta de sobrenadante
viral. Esses aspectos — altos titulos, auséncia de formas sinsiciais e forte
aderéncia — tornam essa linhagem um atrativo para a investiga¢do quanto a
possibilidade de desenvolvimento de PCLs estaveis, para emprego em TG.

PCLs estaveis ainda ndo atingiram os objetivos maximos da TG viral:

produzir virus em boa quantidade, com seguranca, de modo homogéneo
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(revisado em Pagés & Bru, 2004). Lentivirus apresentam proteinas toxicas,
que podem comprometer a durabilidade das PCLs, bem como a constante
expressdo de VSV-G, que obriga o emprego de um sistema controlado como
alternativa a transfecc¢do transiente (Arai et al., 1998; Haselhorst et al.,
1998) . Ainda assim, sistemas estdveis estdo sendo avaliados para futura
liberagdo em nivel clinico (Ikeda et al., 2003), mas nenhuma linhagem foi
ainda autorizada pelas agéncias competentes a ser empregada como sistema
padrdo, baseado em lentivirus, em todos centros de pesquisa.

Licenciadas para produ¢do de virus foram as linhagens NIH3T3 e
PG13 (ambas murinas); no entanto, sabe-se que o background dessas
células pode favorecer a formagdo de RCVs e gerar estoques que ndo sejam
aprovados nos testes de Dbioseguranca (Chakraborty et al., 1994,
Chakraborty et al., 1995; Patience et al., 1998). Para produgdo de
adenovirus foi autorizado o emprego de 293 e derivativas, para transfeccao
com precipitagdo de fosfato de calcio (Lee et al., 1995), além de ter sido
recomendada como linhagem padrdo para titulacdo de vetores contendo o
gene gfp (Sastry et al., 2002). Ainda assim, outras linhagens estdo sendo
avaliadas, como TE 671 e CEM (Cosset et al., 1995; Pizzato et al., 2001) ¢
propostas de novas PCLs tendem a gerar estudos em série, que vdo desde a
repeticdo dos experimentos, até a avaliacdo de métodos alternativos de
transfeccao.

O protocolo otimizado para a linhagem celular empregada neste
trabalho desconsiderou os altos titulos obtidos com 24 pg de DNA
plasmidial (fig. 1 do anexo), uma vez que o valor intermedidrio se mostrou
mais consistente, permitindo maior homogeneidade entre os titulos (fig. 2
do anexo) e melhor cinética de cultura. As linhagens celulares apresentam
suscetibilidades distintas a transfec¢ao com fosfato de calcio e ¢
importante ressaltar que para uma avaliacdo completa do potencial da
mMSC no campo da produgdo de lentivetores outros sistemas de entrega
génica deveriam ser considerados.

A eletroporacdo poderia ser vantajosa pela possibilidade de emprego

de grandes quantidades de DNA (30 pg) sem os efeitos negativos para a
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transfeccdo com fosfato de calcio com tais quantidades (Jordan & Wurm,
2004). Refinamentos da co-precipitacdo com fosfato de cdalcio também
poderiam ser avaliados, como a transfec¢do reversa e a calfeccdo
(Yoshikawa et al, 2004; Lindell et al., 2004). Reagentes alternativos como
o FUGENE, considerado bastante adequado para células mais resistentes ao
fosfato de calcio, poderiam melhorar a eficiéncia de transfec¢dao (Jacobsen
et al., 2004). Talvez, no futuro da terapia génica, seja importante
considerar o tipo celular especifico a ser empregado como PCL para
defini¢do do sistema de transfeccdo. Isso pode ndo parecer pratico do ponto
de vista da padronizagdo das técnicas, mas pode contribuir
significativamente para a definicdo de protocolos em nivel clinico com
mais chances de produ¢do de estoques dentro dos objetivos da TG viral:
boa quantidade de virus e auséncia de contaminantes (RCVs).

Para a implementacdo do sistema viral baseado em HIV-1, foram
selecionados genes reporter, que facilitaram enormemente a andlise das
transfeccdes e transducgdes, especialmente no que diz respeito ao emprego
de mMSC como PCL. Conforme mencionado no artigo, a producdo de
vetores baseados no sistema FUGW forneceu titulos equivalentes aos de
PCL baseada em linhagem 293T, apesar de a expressao de gfp nas culturas
de mMSC transfectadas ter sido bastante baixa (fig. 3 do anexo0). J4 que a
eletroporagdo dessas células, com plasmideo pEGFP-N1 (Clontech,
Biosciences) demonstrou que é possivel expressar gfp nessas células (fig. 4
do anexo), resta confrontar a construcdo FUGW com outro sistema viral
também baseado em HIV-1, como por exemplo derivagdes do sistema
Lentilox (Wiznerowicz & Trono, 2003), que apresenta taxas de infecg¢do
proximas a 100% e forte expressdo do gene gfp. Esse construto ¢ um dos
ultimos melhoramentos realizados sobre os vetores auto-inativantes
derivados de HIV-1 e ¢ um excelente referencial para investigar a questdo
da expressdo do transgene gfp durante a transfeccdo de mMSC.

Os backbones dos construtos tendem a influenciar fortemente os
niveis de expressdo do transgene, em funcdo de promotores e

transativadores presentes nos mesmos. A interagdo desse construto com o
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background das células empacotadoras pode remeter a titulos mais altos ou
mais baixos, bem como a uma maior propensdo a formagdo de variantes
virais replicagdo-competentes. J4 foram descritos problemas oriundos da
interagdo de um background celular murino e sistemas retrovirais,
basicamente oscilacdo de titulo e formacdo de RCVs. De fato ndo existem
estudos aprofundados sobre as conseqiiéncias mais diretas do emprego de
linhagens celulares murinas para producdo de lentivetores baseados em
HIV-1, especificamente. E possivel, contudo, empacotar sequéncias
retrovirais enddégenas murinas em particulas retrovirais, o que favorece a
forma¢dao de RCVs (Torrent et al., 1994). Cabe ressaltar que células
humanas nao apresentam retrovirus enddégenos murinos (Rigg et al., 1996;
Forestell et al., 1997).

Nesse contexto, o estabelecimento de uma linhagem de MSC de
origem humana poderia favorecer os estudos comparativos, que ainda sao
incipientes em termos de terapia génica viral. A comparacdo entre o0s
resultados oriundos dos testes de bioseguranca, incluindo a quantificacdo
de p24, para a linhagem murina e para a linhagem humana sdo de grande
valia. Ndo sabemos, por exemplo, se o background dessa linhagem favorece
a recombinacdo homologa entre os plasmideos ou entre sequéncias
endogenas. Sobreposi¢des pequenas, de 8 nucleotideos, ja sdo suficientes
para formagdo de RCVs por recombinagdo homologa (Otto et al., 1994).

Os testes de seguranca realizados durante a execucdo do projeto
consideraram principalmente a mobilizagdo de seqiiéncias virais de
envelope e de sinal de encapsidagdo psi, conforme descrito no artigo. Ainda
assim, a detecg¢dao dessas seqiiéncias por PCR ndo ¢ uma abordagem segura,
se realizada isoladamente, e testes complementares sdo necessarios (Sastry
et al., 2003). O quanto tais protocolos sdo validos para produgdo de vetores
em grande escala ainda é questiondvel. Sistemas de detec¢do de RCVs
voltados especificamente para produ¢do de lentivetores baseados em HIV-1
produzidos em larga escala ja estdo disponiveis (Escarpe et al., 2003); tal

metodologia, no entanto, ndo pode ser adaptada aos volumes de
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sobrenadante viral processados em nossas instalagdes. O sistema proposto
por Sastry et al. (2003) ¢ mais adequado, sob esse aspecto .

O unico caso positivo de RCV foi proporcionado pela contaminagdo
das células Sca-1+ ndo-aderentes com células mMSC oriundas da linhagem
empacotadora. Quando as células Sca-1+ foram transferidas para o ensaio
clonogénico, com o intuito de avaliar a capacidade de diferenciacdo dessas
células, colonias de mMSC foram estabelecidas (fig. 5 do anexo). Tais
colonias representaram, seguramente, a razdo pela qual os testes de
mobilizacdo de seqiiéncias de envelope e de encapsidacdao psSi resultaram
positivos, apesar de as células indicadoras nao terem expressado os genes
reporter. O cocultivo de células-alvo com células empacotadora requer
ajustes que reduzam a possibilidade de formacao de RCVs. A PCL deveria
ter sido irradiada antes do estabelecimento do cocultivo, mas ainda assim
ndo se poderia garantir a auséncia de contamina¢ao da cultura em
suspensdo. A contamina¢do com DNA plasmidial oriundo da PCL poderia
também resultar em testes positivos para detec¢dao de RCVs (Chen et al.,
2001).

A ultima etapa do projeto consistiu na transducao de células mMSC
com virus produzidos em nosso laboratorio, para estabelecimento de uma
linhagem homogénea para expressdo de beta galactosidase. Apos a diluigdo
limitante da cultura inicial, clones foram cultivados isoladamente e
expandidos, até que fossem examinados para a expressao do gene reporter.
As culturas com niveis proximos a 100% de células transduzidas foram
novamente expandidas e essas linhagens se encontram disponiveis, para
emprego em pesquisa com célula tronco mesenquimal. Do ponto de vista da
TG viral, a analise da expressao do transgene antes e ap6s a indugdo a
diferenciacdo celular pode ser valida para estudos de silenciamento. A
literatura relata casos de silenciamento do transgene ocasionados por
remodelamento de cromatina (Chen et al., 1997; Chen & Townes, 2000).
Tais estudos nao consideraram, contudo, um background lentiviral baseado
em HIV-1, especialmente em um background de célula tronco mesenquimal.

De um modo geral, lentivetores baseados em HIV sdo considerados
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extremamente estaveis, ndo sendo silenciados durante a gametogénese ou
desenvolvimento (Lois et al., 2002; Hofmann et al., 2003). No caso das
culturas isoladas, ha 5 meses, a expressdo do transgene ainda é detectavel
em grande parte das células. A reducdo da intensidade de expressdo ¢
evidente, especialmente se comparada aos cultivos de mMSC originados de
camundongos transgénicos ROSA 26, que expressam beta galactosidase
constitutivamente. E possivel que o local da insercdo do provirus seja o
responsavel por tal variacdo de expressdo; ainda ndo foram programados
experimentos para a comprovacao de tal hipdotese. Uma abordagem
semelhante de isolamento de mMSC transduzidas com sistema contendo o
gene Qgfp (LentiLox) estd sendo realizada. O objetivo final é o mesmo
mencionado anteriormente: avaliar a manutencao da expressdo do transgene
apos a diferenciacao dessas células, no caso de ndo ocorrer interferéncia na
biologia da célula tronco mesenquimal.

Ainda que esse trabalho tenha sido proposto com o intuito de
estabelecimento de uma técnica, a disponibilizagdo de uma ferramenta de
transferéncia génica como os lentivetores baseados em HIV-1 pode
favorecer enormemente os estudos de TG desenvolvidos no nosso
laboratorio, através da comparacdo entre sistemas onco e lentivirais,
conforme mencionado anteriormente. Além disto, essa ferramenta pode ser
de interesse a outros grupos de pesquisa, favorecendo o desenvolvimento
de projetos multidisciplinares. De fato, espera-se que o interesse pela
potencialidade do emprego dessa linhagem para TG viral seja manifestado
por outros pesquisadores, possibilitando que esses vetores sejam avaliados
frente a diferentes células-alvo. Futuramente, espera-se também que seja

avaliada a potencialidade dessa linhagem como PCL estavel, para TC
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(Informag¢des complementares referentes ao projeto executado que nao
puderam ser incluidas no artigo experimental).
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Resultados adicionais referentes a transfec¢cdo de mMSC
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Figura 1: Avaliacdo da quantidade final de DNA plasmidial empregada na
transfeccdo de mMSC. Os valores representam a propor¢do entre vetor
empacotador, vetor de transferéncia e vetor envelope utilizados no
estabelecimento da PCL baseada em mMSC. Os dados representam dois
experimentos realizados em duplicatas.



Titulos obtidos em mMSC PCL apés definicdo das condicdes de

transfeccao

RN
N

Titulo (10" Ul/mL)
O N b OO 8

HH

HH

24 h 48 h

Periodo (horas)

105

Figura 2: Titulos obtidos apo6s transfeccdo de mMSC com 14 pg de DNA
plasmidial. Os valores apresentados representam a média entre quatro

experimentos independentes.
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Sistema FUGW em PCL baseada em célula 293T e mMSC

Figura 3: Transfeccdo de sistema baseado em gfp (sistema FUGW) em
linhagem de célula 293T e mMSC. Microscopia de fluorescéncia
(esquerda) e de contraste de fase (direita). Acima: células 293T
Abaixo: células mMSC. Detalhe: células K562 transduzidas com
estoques oriundos das respectivas PCLs. Nao foram observadas

diferen¢cas em relacdo ao titulo viral obtido ou a eficiéncia de
infeecrdan Anmentnce de ANX: detalhe de 270X
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Eletroporagdo de mMSC com plasmideo pEGFP-N1

Figura 4: Eletroporacdo de células tronco mesenquimais com plasmideo
pEGFP-N1. A metodologia empregada ainda esta em fase de ajustes, motivo
pelo qual ndo foi descrita nessa dissertacdo. Aumento:de 10X.
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Sistema de cocultivo de célula Scal+ e linhagem mMSC utilizada como
PCL

Figura 5: Presenca de células mMSC entre as células Scal+, no ensaio
clonogénico. Resultado provavel de contaminacdo da fragdo de células
transduzidas com células oriundas da PCL. Aumento de 5X.
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