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RESUMO

CARDOSQO, J.L.S. Geragao de uma linhagem celular humana com producédo permanente
da enzima lisossomal B-glicosilceramidase recombinante por meio do sistema lentiviral.
2018. Dissertagdo (Mestrado em Genética) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2018.

A doenca de Gaucher (DG) é uma doenca de acumulo lisossomal, com padrdo de heranca
autossdmico recessivo, devido a mutagdo no gene que codifica a enzima p-glicosilceramidase
acida (GBA), que hidrolisa o esfingolipideo glicosilceramida. Atualmente, o tratamento mais
utilizado para a DG é a Terapia de Reposicdo Enzimatica (TRE), que faz uso de infusdes de
GBA recombinante para elevar o catabolismo da glicosilceramida. Entre as diferentes
estratégias para producdo de GBA recombinante o uso do sistema lentiviral é pouco
explorado. Nesse sentido, esse trabalho visa a geracdo de uma linhagem celular humana com
producdo estavel da enzima B-glicosilceramidase recombinante utilizando o sistema lentiviral.
Como controle, foram geradas linhagens celulares humanas com expressdo estavel da proteina
recombinante GFP (green fluorescent protein) para avaliar a eficiéncia da transducdo por
meio de diferentes quantidades virais. Primeiramente foram produzidas particulas lentivirais
por meio da transfeccdo dos respectivos plasmideos na linhagem celular 293-FT. A analise do
titulo viral das particulas lentivirais portadoras dos cDNAs codificantes para GFP e GBA
revelou niveis da ordem de 7,9 x 10° e 4,3 x 10’ unidades transducionais/ mL de
sobrenadante, respectivamente. Em seguida foram geradas duas linhagens celulares humanas
com producéo estavel de GFP: 1) L22 293-FT_GFP_ML1 transduzida com MOI igual a 1,0 e
um ciclo de transducdo e que mostrou apresentar 67% de células positivas para GFP e 2)
L22_293-FT_GFP_M10 transduzida com MOI igual a 10 e trés ciclos de transducdo e que
mostrou apresentar 94% de células positivas para GFP. Esses dados sugerem que houve
diferenga no nivel de expressdo conforme o MOI utilizado e o ndmero de ciclos de
transducdo. Com base nessas informacoes, foi gerada uma terceira linhagem celular humana
nomeada L20_293-FT_GBA_Mut-1 com MOI igual a 15 e producéo estavel da enzima GBA
recombinante. Apdés a selecdo da linhagem celular L20_293-FT_GBA_Mut-1 com
puromicina, a molécula GBA_ Mut-1 foi caracterizada pelo ensaio de fluorimetria para
avaliacdo da atividade bioldgica da enzima recombinante. O nivel da atividade bioldgica da
enzima GBA_Mut-1 presente no sobrenadante foi 34,19 + 4,74 U GBA/mL e a atividade



especifica foi 231,8 + 51,62 U GBA/mg de proteina. Por fim, foi avaliada a produtividade da
linhagem celular L20_293-FT_GBA_Mut-1 que mostrou niveis de secrecdo de 38,74 + 4,8 U/
10° células e de producéo intracelular de 119,1 + 34,71 U GBA/ 10° células. Em concluso,
esse trabalho mostrou a eficacia do sistema lentiviral em manter a expressdo estavel e
duradoura da enzima lisossomal recombinante e sugere a tecnologia para geracédo de
linhagens celulares humanas transgénicas produtoras de enzima lisossomal no sobrenadante e

intracelular.

Palavras — chave: Doenca de Gaucher, glicosilceramidase recombinante, sistema lentiviral,

linhagem celular humana, proteina recombinante GFP (green fluorescente protein)



ABSTRACT

CARDOSO, J.L.S. Generation of a human cell line with stable production of lysosomal
recombinant f-glucosylceramidase enzyme by lentiviral system. 2018. Dissertation
(Masters in Genetics) - Medical School of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2018.

Gaucher disease (DG) is a lysosomal storage disease with an autosomal recessive inheritance
pattern caused by mutation in the gene that encodes an acidic - glucosylceramidase (GBA)
enzyme, which hydrolyzes the glucosylceramide sphingolipid. Currently, the most commonly
used treatment for GD is the Enzyme Replacement Therapy (TRE), which uses infusions of
recombinant GBA to raise the catabolism of glucosylceramide. Among the various strategies
for GBA production, the use of the lentiviral system is little explored. In this sense, this work
aims to generate a human cell line with stable production of the recombinant [-
glucosylceramidase enzyme using the lentiviral system. As a control, human cell lines with
stable expression of the recombinant green fluorescent protein (GFP) were generated to
evaluate the efficiency of the transduction by means of different viral amounts. First lentiviral
particles were produced by transfection of the respective plasmids into the 293-FT cell line.
Analysis of the viral titer from GFP- and GBA-expressing vectors revealed a level of 7.9x10°
and 4.3x10’ transductional units / mL of supernatant, respectively. Two human cell lines were
then generated with stable GFP production: 1) L22 293-FT_GFP_M1 cell line transduced
with MOI equal to 1 and one transduction cycle, which showed 67% GFP positive cells and
2) L22_293-FT_GFP_M10 cell line transduced with MOI equal to 10 and three transduction
cycles, which showed 94% of GFP positive cells. These data suggest that there was a
difference in expression level according to the MOI used and the number of transduction
cycles. Based on this information, a third human cell line named L20_293-FT_GBA_Mut-1
with MOI equal to 15 and stable production of the recombinant GBA enzyme was generated.
After selection of the L20_293-FT_GBA_Mut-1 cell line with puromycin, the GBA_Mut-1
molecule was characterized by the fluorimetry assay for evaluation of the biological activity
of the recombinant enzyme. Biological activity levels of the GBA_Mut-1 enzyme present in
the supernatant were 34.19 + 4.74 U GBA / ml and the specific activity was 231.8 + 51.62 U
GBA / mg protein. Finally, the productivity of the cell line L20_293-FT_GBA_Mut-1 was
determined, which showed secretion levels of 38.74 + 4.8 U/10° cells and intracellular
production of 119.1 + 34.71 U GBA/10° cells. In conclusion, this work showed the



effectiveness of the lentiviral system in maintaining the stable and long term expression of the
recombinant enzyme and suggests the technology for the generation of transgenic human cell

lines producing lysosomal enzyme in the supernatant and intracellular.

Keywords: Gaucher Disease, recombinant glucosylceramidase, lentiviral system; human cell
line; recombinant green fluorescent protein (GFP).
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MLV Murine Leukemia Viruses

MRNA RNA mensageiro — “RNA messenger”
MOI Multiplicity of Infection

NB-DNJ N-butildeoxinojirimicina

NIH National Institutes of Health

ORI Origem de replicacéo

PBS Phosphate Buffered Saline

Puro Puromocina

g-PCR PCR quantitativa em tempo real

Rev Responsive Element

RNA Acido Ribonucleico - "Ribonucleic acid”
RT Transcriptase reversa

SBF Soro Fetal Bovino

SOC Super Optimal broth with Catabolite repression
TRE Terapia de Reposicdo Enzimatica

TRS Terapia de Reducdo de Substrato



ubC Ubiquitina
VSV-G Vesicular stomatitis virus glycoprotein

WPRE Woodchuck Hepatitis virus posttranscriptional regulatory element



NOTA DE ESCLARECIMENTO

Espera-se que o produto desse projeto de pesquisa gere uma patente. Para evitar a
quebra de novidade, atividade inventiva e suficiéncia descritiva, requisitos minimos de
patenteabilidade, os resultados foram apresentados sem mencionar as mutacOes geradas

(mutacdes ndo caracterizadas).
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1. INTRODUCAO
O termo Erro Inato do Metabolismo (EIM) foi elucidado pela primeira vez pelo

médico Archibald Edward Garrod para descrever desordens genéticas causadas por alteragdes
em uma reacdo quimica especifica no metabolismo. Em 1902, Garrod constatou que a
individualidade quimica e os efeitos da consanguinidade, resultavam em diferentes fenotipos,
e por meio da construcdo de heredogramas, demonstrou que essa desordem é transmitida
segundo as leis de Mendel (Garrod, 1902).

Garrod descreveu a alcaptonuria (OMIM 203500) como uma doenca rara, recessiva,
hereditaria, onde os pacientes apresentam um defeito metabdlico, a auséncia da enzima
dioxigenase do homogentisato (HGD). A enzima HGD est4 envolvida no catabolismo dos
aminoacidos fenilalanina e tirosina, tendo como funcdo converter o &cido homogentisico no
acido maleilacetoacético, sendo que na auséncia da HGD tem-se como consequéncia o
acumulo do &cido homogentisico, cuja oxidacdo resulta no pigmento escuro na urina dos
portadores da doenca. Esse pigmento também é encontrado nos tecidos conjuntivos, causando
sua degeneracdo — ocronose (Garrod, 1902).

Entretanto, nesse periodo, ndo era possivel associar uma doenca genética a uma
deficiéncia enzimatica. Existiam algumas evidéncias de que o mecanismo responsavel por
essa deficiéncia seriam alteragcBes enzimaéticas e isto vinha sendo discutido por Garrod
(Garrod, 1923) e Haldane (Haldane, 1954). O sucesso alcancado pelos estudos com as
analises dos mutantes da cor de olho na mariposa Ephestsia kuhniella por Kuhn (Kuhn, 1961)
e na Drosophila por Beadle e Ephrussi (Beadle and Ephrussi, 1936) eram limitados, pois o
problema era muito complexo para uma abordagem direta. Um organismo que atendia essas
caracteristicas era o ascomiceto Neurospora crassa. Assim, a proposta de Beadle e Tatum foi
submeter o fungo a raio X ou radiagdo ultravioleta para a indugdo de mutagdes. Em seguida,
colocar o organismo para crescimento em meio minimo e testar a adi¢do de qual componente
seria necessaria para restaurar a capacidade de crescimento do organismo (Beadle and Tatum,
1941). Desta maneira, seria possivel identificar o blogueio genético e a reacdo metabdlica
associada a mesma. Com esse estudo, esses pesquisadores estabeleceram o conceito “um
gene, uma enzima”, que hoje tem uma sélida fundamentacdo experimental. (Beadle and
Tatum, 1941).

Esses conceitos deram suporte para algumas doencas de EIM que ja haviam sido
descobertas, entre elas, Doenca de Tay-Sachs (OMIM 272800) por Warren Tay e Bernad
Sachs entre 1881-1887 (Sachs, 1887; Tay, 1881); Doenca de Gaucher (OMIM 230800) por
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Phillipe Gaucher, 1882 (Gaucher, 1882); Doenga de Fabry (OMIM 301500) por Johannes
Fabry e Willian Anderson em 1898 (Anderson, 1898; Fabry, 1898); Doenga de Niemann-Pick
(OMIM 257200) por Albert Niemann e Ludwig Pick em 1914-1927 (Niemann, 1914; Pick,
1927); Doenca de Hunter (OMIM 309900), conhecida como mucopolissacaridose tipo 11 por
Charles Hunter em 1917 (Hunter, 1917); Doenga de Hurler (OMIM 607014), conhecida como
mucopolissacaridose tipo I, por G. Hurler em 1919 (Hurler, 1919); Doencga de Pompe (OMIM
232300) por Joannes C. Pompe em 1933 (Pompe, 1933), Fenilcetondria (OMIM 161600) por
Ivar Folling em 1934 (Fdélling, 1934), entre outras.

A partir da década de 1950, os avancos cientificos permitiram a descoberta de novas
organelas celulares, entre elas, os ribossomos, por George Emil Palade (Palade, 1955) e os
lisossomos, por Christian de Duve (Appelmans et al., 1955). Associado ao desenvolvimento
de técnicas de cromatografia para separacdo de compostos organicos nas décadas de 60 e 70,
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, conhecida como HPLC (high performance
liquid chromatography) e em seguida novas técnicas que permitiram o acoplamento entre a
cromatografia liquida e a espectrometria de massas para obter informagfes mais exatas sobre
a massa molecular e a estrutura quimica do composto a ser investigado conduziu a avangos na
técnicas de diagndstico das EIM e melhor compreensdo sobre métodos para avaliar o
prognostico e eficiéncia da resposta terapéutica. Por fim, no final da década de 90, o
desenvolvimento da técnica de espectrometria de massa in tandem capaz de realizar o
diagnostico de diferentes doencas genéticas simultaneamente, trouxe grande avango para a
triagem neonatal das doencas de EIM (Camelo Jr, 2017; Casella, 2010).

Atualmente, mais de 500 diferentes doencas resultantes de EIM sdo conhecidas e
podem ser classificadas conforme o tipo de metabolismo envolvido, ou de acordo com as
perspectivas terapéuticas. No primeiro caso, as EIM poderiam ser classificadas em 14 grupos
principais conforme descrito por (Turnpenny and Ellard, 2012). No segundo caso, as EIM
poderiam ser classificadas em 3 grupos principais, conforme proposto por (Saudubray et al.,
1989).

Com base nas duas propostas de classificacdo, a Doenga de Gaucher, objeto da atual
investigacdo, pode ser classificada como uma doenca de acumulo lisossomal seguindo a
proposta de (Turnpenny and Ellard, 2012) ou uma doenca que envolve moléculas complexas,

de acordo com a proposta de (Saudubray et al., 1989).
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1.1. Doenga de Gaucher: historico e caracteristicas clinicas

Doenca de Gaucher (DG) caracteriza-se como uma doenca do erro inato do
metabolismo de heranca mendeliana autossémica recessiva, descrita pela primeira vez em
1882, pelo médico francés Philippe Charles Ernest Gaucher, em sua tese de doutorado, em
que descreveu os sintomas de uma mulher de 32 anos. O pesquisador reportou que a paciente
apresentava esplenomegalia e sugeriu que o aumento das células desse 6rgéo se tratava de um
neoplasma (Gaucher, 1882).

Em 1924, foi identificado que o grupo de moléculas que se acumula nas células dos
6rgdos acometidos dos pacientes com doenga de Gaucher, trata-se de esfingolipideos (Lieb,
1924). Os esfingolipidios pertencem a classe dos lipideos estruturais e constituem o0s
principais constituintes das membranas biolégicas em organismos eucariotos. Os
esfingolipideos tém como estrutura basica a ceramida, constituida basicamente por um
aminoalcool de cadeia longa denominada esfingosina, ligada a acidos graxos. Em 1934, foi
identificada uma classe especial de esfingolipideo em que a ceramida apresenta uma molécula
glicose associada e foi denominada glicosilceramida ou glucocerebrosideo e é o substrato que
se acumula nos lisossomos de pacientes com Doenca de Gaucher (Aghion, 1934).

A base bioquimica da doenca foi descrita em 1965 pelo grupo do Dr. Roscoe Owen
Brady do National Institutes of Health (NIH), que iniciou uma pesquisa com 0 objetivo de
descobrir a causa dessa anormalidade. Nesse trabalho, os autores mostraram a atividade
especifica da enzima B-glicosilceramidase (GBA), utilizando o substrato glucocerebrosideo
marcado com radioisétopo *C, presente no sobrenadante do baco de pacientes afetados com
Doenca de Gaucher e em individuos saudaveis. Em pacientes com DG a atividade da enzima
GBA ¢ da ordem de 11,1+2,24 c.p.m/mg proteina enquanto que em amostras controle a
mesma é da ordem de 77,6+11,5 c.p.m/mg de proteina (Brady, 1965). De acordo com o 6rgéo
internacional dedicado ao estabelecimento da nomenclatura universal de genes humanos
(HGNC, HUGO Gene Nomenclature Committee) o nome oficial do gene GBA é -
glicosilceramidase, e sera utilizado nesse estudo.

Hoje em dia, o diagnostico de doenca de Gaucher € realizado em gota de sangue seca
em papel filtro por meio do ensaio fluorimétrico e utilizando o substrato sintético 4-
methylumbellipheryl (4-MU) conforme descrito em (Muller et al., 2010). Sob essas
condigdes, a analise de 156 doadores saudaveis mostrou que o nivel de GBA é em média 3,06
umol/L sangue/h, com o intervalo de 1,51-7,23 umol/ L sangue/ h (Muller et al., 2010). E

também conhecido que o nivel da enzima lisossomal GBA difere conforme o tipo celular. Por
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exemplo, a atividade especifica da enzima GBA em leucocito e baco de pacientes afetados
com Doenca de Gaucher, é cerca de 1,75 e 1,18 nmol/mg/h, respectivamente (Peters et al.,
1976). Em individuos saudaveis, a atividade especifica da enzima GBA em leucdcito e baco é
cerca de 9,7 e 33 nmol/mg/h, respectivamente. Por outro lado, no rim e figado de individuos
saudaveis € da ordem de 40 e 14 nmol/mg/h, respectivamente seguindo a mesma metodologia
(Peters et al., 1976).

E importante também ressaltar, que ha variacdes do nivel da atividade bioldgica da
GBA conforme a metodologia utilizada. Por exemplo, a analise por espectrometria de massa
in tandem mostrou que a atividade enzimatica da GBA em gota de sangue de individuos
saudaveis é em média 3,3 umol/h/ L de sangue (intervalo de 0,89-9,60 umol/h/L sangue) e em
individuos afetados com doenca de Gaucher é cerca de 0,18 pumol/h/L de sangue (Li et al.,
2004). Ou ainda, conforme o tipo de substrato utilizado. Por exemplo, utilizando o substrato
natural do plasma marcado com radioisétopo [I-**C], a atividade especifica de GBA no
plasma de individuos saudaveis é 1800 pmol/min/mg proteina e em individuos com Doenca
de Gaucher entre 49-348 pmol/min/mg proteina (Whitfield et al., 2002).

Aléem da diminuicdo da atividade enzimédtica da enzima GBA, os pacientes com
doenca de Gaucher apresentam diferentes manifestacfes clinicas. Entre elas podemos citar:
hepatoesplenomegalia, alteracbes hematoldgicas, como anemia, trombocitopenia e
leucopenia, osteoporose, lesbes liticas, deformidade dssea em frasco de Erlenmeyer, necrose
avascular, particularmente na cabeca do fémur, entre outras, as quais podem ser avaliadas pela
investigacdo radioldgica (Balicki e Beutler, 1995; Ferreira et al., 2008). Além disso, alguns
pacientes apresentam comprometimento do sistema nervoso central (listed], 1996).
Historicamente, com base nos sinais clinicos e sintomas, os pacientes com doenca de Gaucher
sdo classificados em trés tipos denominados, subtipo 1, 2 e 3 (Stirnemann et al., 2017).
Entretanto, embora atualmente a tendéncia seja investigar, a partir do diagndstico, o espectro
de manifestacdes clinicas ao longo do seguimento clinico, a classificagdo em trés tipos ainda é
utilizada (Stirnemann et al., 2017).

Tipo 1 (OMIM 230800): Representa 90% dos casos da doenca. Apresenta-se como n&o
neuroldgica, embora uma associagcdo entre DG e Parkinsonismo venha sendo investigada
(O'Regan et al., 2017). E caracterizada por aumento nos 6rgdos afetados, levando a uma

distensdo abdominal e anemia.
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Tipo 2 (OMIM 230900): Esse tipo compromete o sistema nervoso central — SNC causando
neuropatia aguda, ou seja, deterioracdo neuroldgica progressiva. Manifesta-se em criangas,
levando a morte nos primeiros anos de idade (Stirnemann et al., 2017).

Tipo 3 (OMIM 231000): Trata-se da forma neuropética cronica com progressao lenta. E
identificada antes dos dois anos de idade e observam-se sintomas como aumento dos érgdos
acima mencionados (Stirnemann et al., 2017).

1.2. Caracterizacdo molecular da B-glicosilceramidase: gene e proteina

Em 1985 foi elucidada a base molecular da doenca de Gaucher por meio da clonagem
do cDNA que contém a regido codificadora da glicosilceramidase humana. O gene possui 7,6
kb de tamanho e compde-se de 11 éxons e 10 introns (Figura 1) (Sorge et al., 1985; Tsuji et
al., 1985) e esta localizado na posi¢do 1922 (cromossomo 1, braco longo, regido 2 e banda 2)
(Barneveld et al., 1983). Cerca de 16 kb a jusante do locus GBA localiza-se o pseudogene
GBAP1 que apresenta 96% de homologia com o gene GBA (Horowitz et al., 1989).

Mais de 300 mutaces ja foram identificadas no gene da B-glicosilceramidase, incluindo
polimorfismos de um Unico nucleotideo, splicings alternativos, inser¢es e delecdes e
rearranjos gene—pseudogene. A figura 1 mostra as principais mutacfes descritas no locus
génico GBA conforme descrito por Hruska et al 2008.

Como esperado, a frequéncia dos alelos mutantes varia de acordo com a populagédo. Em
geral, os alelos mutantes mais comuns sdo N370S e a L444P na maior parte das populacgdes
(Hrsuka et al 2008). Também € conhecido que a presenca de apenas um alelo N370S resulta
no ndo comprometimento do sistema nervoso central, enquanto que a homozigose para L444P
resulta no desenvolvimento da doenca neuropatica (Charrow et al., 2000; Sobreira et al.,
2007) Um estudo populacional envolvendo 1698 individuos afetados com doenga de Gaucher,
sendo 223 pacientes do Brasil e 1477 pacientes de outros paises (Europa n= 349; USA n=572
e etc.) dos quais 692 ndo apresentam descendéncia dos judeus de Ashkenzi mostrou que no
Brasil o gendtipo mais frequente € o heterozigoto composto N370S/L444, com uma
frequéncia de 46,8%, enquanto nos outros paises (Europa, USA e outros paises da América)
foi 16,3% e retirando a populacdo judia de Ashkenazi esse valor é da ordem de 25,7%
(Sobreira et al., 2007). Esse estudo mostrou ainda que o genédtipo mais frequente no mundo é
0 homozigoto N370S/N370S (40,4%), mas retirando a populacdo judia de Ashkenazi esse
valor é 10,6% sugerindo, portanto, que a diferenca da frequéncia genotipica no Brasil em
relacdo aos outros paises é devido a baixa frequéncia de pacientes descendentes dos judeus de
Ashkenazi (Sobreira et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura do gene B-glicosilceramidase (GBA). I. O gene GBA é constituido por 11 éxons e
10 introns. As mutagdes mais comuns em cada éxon sdo descritas: substituicdes de bases, delegéo,
insercdo e em sitio de “splicing” alternativo. Il. Nimero de mutagdes reportadas em cada éxon até
2008. (Fonte: Retirado e modificado de Hruska et al., 2008).

A proteina B-glicosilceramidase madura é composta por 497 aminoacidos, derivados de
536 residuos, incluindo o peptideo sinal (Beutler, 1988). A enzima GBA possui cinco sitios
de N-glicosilacdo, entretanto, apenas 0s quatro primeiros séo utilizados (N19, N59, N146 e
N270) (Erickson et al., 1985).

A enzima B-glicosilceramidase apresenta trés dominios: o primeiro e o segundo
dominio possuem funcdo regulatoria ou estrutural, onde o dominio | contém duas pontes
dissulfeto que sdo necessarias para a manutencdo da estrutura terciaria da proteina. Ja o
dominio Il contém o sitio catalitico, formado pelos aminoacidos E235 e E340 (Dvir et al.,
2003).

%%Q P - Figura 2. Estrutura tridimensional da enzima
Nig® ©® & lisossomal B-glicosilceramidase. O dominio | (verde),
contém duas pontes dissulfeto, onde os &tomos de
enxofre estdo destacados como esferas laranja. Além
] L disso, pode-se observar o local de glicosilagio em
va N19 mostrado em modelo “bastdes e esferas”. O
- AP0 dominio Il € mostrado em rosa e contém um sitio de
st glicosilacdo (N59). O dominio Il (catalitico) esta
'{ representado em bege, e 0s aminoacidos do sitio
cataliticos (E235 e E340) sdo mostrados como
; modelos “bastdes e esferas” no centro da figura.
N146 , ~ . o - - ~
o Também s&o mostrados dois sitios de glicosilagdo
j’"’ (N146 e N270). Obtida do banco de dados: RCSB

Protein Data Bank (PDB).

b gt AT

E235

Fonte: RCSB Protein Data Bank (2003).



30

1.3. Abordagens Terapéuticas

1.3.1. Terapia de Reposicdo Enzimética (TRE)

Por meio do estudo de diferentes esfingolipidoses, Roscoe O’Brady observou que a
causa na maioria delas era a deficiéncia de uma determinada enzima, entdo propds que uma
potencial abordagem terapéutica seria a reposicdo dessas enzimas deficientes via a
administracdo exogena (Brady, 1966). Em 1973, foi isolada e purificada a p-
glicosilceramidase humana a partir do tecido de placenta humana (Pentchev et al., 1973).

Em 1983, a Food and Drug Administration — FDA estabeleceu o Orphan Drug Act, o
qual apoia o desenvolvimento de drogas para doencas raras, que atinjam menos de 200.000
pessoas ao redor do mundo. Esse ato fornece incentivos fiscais em custos de pesquisas e
exclusividade de mercado por sete anos para a empresa que colocar uma droga 6rfa no
mercado, a qual se torna mais vantajoso do que o patenteamento do produto, pois este ato
além de impedir que outra empresa fabrique 0 mesmo produto por um determinado periodo de
tempo, também impede que outras empresas produzam biossimilares durante sete anos
(Goozner, 2004; Hill et al., 2015).

A Cerezyme (imiglucerase) foi langcada no mercado pela Genzyme em 1991, a primeira
B-glicosilceramidase humana recombinante obtida a partir de células CHO - Chinese Hamster
ovary cells (Genzyme Corporation, Cambridge, MA, USA). A enzima apresenta como
principal modificacdo a substituicdo da arginina no residuo 495 por uma histidina, o que
contribui para uma maior entrega da droga nas células. Apos sua producdo a proteina é
submetida a digestdo por exoglicosidases com o objetivo de expor os residuos de manose 0s
quais permitem o deslocamento para os lisossomos (Rasmussen et al., 1990).

A Genzyme manteve um monopdlio com a imiglucerase até 2010 quando a
Velaglucerase alfa foi aprovada pela FDA para uso em Terapia de Reposi¢cdo Enzimaética
(Burrow e Grabowski, 2011). A enzima B-glicosilceramidase recombinante desenvolvida pela
Shire Human Genetic Therapies, é produzida em células humanas de fibrosarcoma contendo
Kifunensina, um potente inibidor da enzima manosidase I. Logo, uma glicoproteina com
grande quantidade de manose é produzida (Daniel, 2011).

Outra droga utilizada na TRE para doenca de Gaucher desenvolvida pela empresa
Protalix foi aprovada pela FDA em 2012: Taliglucerase alfa. E também uma enzima
recombinante, porém, € expressa em células de plantas. A plataforma de producéo utiliza
células de cenoura geneticamente modificadas para produzir uma enzima com elevadas

quantidades de residuos de manose. A sequéncia de aminoacidos dessa proteina difere da -
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glicosilceramidase humana por dois aminoécidos na por¢do N-terminal (GluPhe) e sete
aminoacidos na porcao C-terminal (AspLeuLeuValAspThrMet) (Shaaltiel et al., 2007).

A Terapia de Reposicdo Enzimatica é considerada o tratamento padrdo-ouro para a
Doenca de Gaucher e segundo dados do Ministério da Saude (2014), dos 670 pacientes em
tratamento no pais, 96% fazem uso do TRE. Outra forma de Terapia também aprovada pelo
Ministério da Salde é a Terapia de Reposicao de Substrato.

1.3.2. Terapia de Reducao de Substrato (TRS)

O conceito de Terapia de Reducdo de Substrato — TRS — foi proposto pela primeira
vez para tratamento de Doenca de Gaucher por Norman Radin em 1980 e tem como objetivo
a reducdo do substrato por meio da inibicdo de sua sintese (Vunnam e Radin, 1980). Para a
doenca de Gaucher tém sido desenvolvidos diferentes compostos inibidores da enzima
glicosilceramida sintase (GCS), a qual é responsavel pela transferéncia de uma glicose da
molécula UDP- glicose para uma ceramida para formar a glicosilceramida (Butters et al.,
2003).

Um dos estudos pioneiros foi desenvolvido por Platt e colaboradores utilizando o
composto N-butildeoxinojirimicina (NB-DNJ) (Platt et al., 1994). Nesse estudo, 0s autores
desenvolveram um modelo “in vitro” de Doenca de Gaucher, por meio do tratamento da
linhagem de macrofago de camundongo WEHI-3B como um inibidor da enzima lisossomal f3-
glicosilceramidase denominado B-epdxido conduritol (CBE). A andlise por microscopia
eletronica mostrou o acumulo de lipideos em culturas tratadas com CBE e a auséncia do
mesmo em culturas tratadas com CBE (50 uM) + Nb-DNJ (50 ou 500 uM) (Platt et al., 1994).
A Actelion Pharmaceuticals LTD é responsavel pela producdo desse composto também
chamado de miglustat ou Zavesca e constituiu o0 primeiro inibidor para o tratamento da
doenca de Gaucher (Actelion Pharmaceuticals Ltd).

Outro composto investigado é denominado Eliglustat tartrate (Cerdelga) (Genzyme
Corporation, Cambridge, MA, USA). Sua atividade inibitéria da GCS foi detectada in vitro
por meio da medicdo de niveis de glicolipidios na superficie celular, onde foi observado um
alto potencial inibitorio em concentragdes nanomolar (Hirth et al., 2002).

Recentemente a Genzyme desenvolveu uma nova molécula denominada Genz —
682452, a qual pode ser utilizada na TRS, inibindo a GCS. Uma caracteristica diferenciada é
seu potencial de atravessar a barreira hematoencefalica e assim atingir o Sistema Nervoso

Central para o tratamento da forma neuropatica da doenca, além de contribuir na diminuicéo
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do volume dos 6rgdos. Em camundongos nos quais foi induzida quimicamente a doenga de
Gaucher, Masrshal e cols mostraram que o tratamento com 60 mg de Genz-682452/kg/dia
reduziu o acumulo de substrato (lyso GL-1) no figado e cérebro cerca de 75 e 25-50%,
respectivamente em relacdo ao camundongo néo tratado. Além disso, 0s autores estudaram o
efeito da mesma droga no modelo transgénico para DG (Gba V395L + sapocin C-/-) e
observou-se que o tratamento com 12,5 mg/kg de Gezn-682452 entre os dias 5 e 20 resultou
em uma reducdo do substrato lyso-GL1 no figado e cérebro de cerca de 50% em relagédo ao
camundongo ndo tratado (Marshall, 2016). Esses resultados sdo promissores para
investigacOes sobre o papel desse inibidor de GCS em pacientes com Doenca de Gaucher tipo
3.

Entretanto, a terapia de reducdo de substrato, como segunda forma de tratamento de
pacientes com doenca de Gaucher ainda vem sendo investigada. Um estudo multicéntrico
envolvendo 10 paises, incluindo o Brasil, realizado por Cox et al, 42 pacientes afetados com
DG que recebiam TRE e substituiram para o uso de TRS mostrou efeito terapéutico (Cox et
al., 2012). Entretanto, cerca de 50% dos pacientes descontinuaram o tratamento, em virtude

dos efeitos colaterais (Cox et al., 2012).

1.3.3. Chaperonas Farmacoldgicas

Nas doengas genéticas que envolvem o acimulo de alguma macromolécula ou
composto nos lisossomos, uma dentre as causas da disfuncdo proteica pode ser devido ao
dobramento incorreto e inadequado da proteina durante sua biossintese no reticulo
endoplasmatico da célula. Essas mutacfes podem levar ao dobramento erréneo da proteina e
interferir na transferéncia dessas enzimas do complexo de Golgi para o seu destino, 0s
lisossomos (Benito et al., 2011; Parenti et al., 2015).

As chaperonas farmacoldgicas consistem em pequenas moléculas inovadoras que
apresentam grande potencial como abordagem terapéutica. Sua fungdo é restaurar a funcao
celular da proteina mutante por se ligar a mesma permitir seu dobramento apropriado e
aumentar seu transporte para os lisossomos (Benito et al., 2011). No caso da doenca de
Gaucher, um segundo papel promissor seria pela sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, sendo importante alvo para DG tipo 2 e 3. Além disso, individuos
heterozigotos para Doenca de Gaucher tem um risco aumentado para Doenca de Parkinson
podendo constituir outro alvo importante para esse tipo de terapia (Migdalska-Richards e
Schapira, 2016).
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A chaperona que vem sendo mais investigada para doencga de Gaucher é o ambroxol
(Mucosolvan ou ABX), a qual mostrou aumentar a atividade enzimaética residual do alelo
mutante mais frequente em Doenca de Gaucher tipo 1, conhecido como N370S. Em 2009,
Maegawa e cols, mostraram que o tratamento de linhagens celulares de fibroblastos de
pacientes com Gaucher (N370S/N370S) com 20% de atividade residual de -
glicosilceramidase (230 nmol de MUGlIc/h/mg de proteina total) com 60 uM de ambroxol por
5 dias mostrou um aumento de cerca de 3 vezes da atividade biologica da enzima GBA
conforme avaliado pelo ensaio fluorimétrico. Além disso, analises por western blot mostraram
um aumento de cerca de 2x da quantidade de proteina GBA, apds esse tratamento (Maegawa
et al., 2009). Embora ABX seja a chaperona mais estudada em doenca de Gaucher, seu uso

clinico ainda encontra-se sob investigacdo (Narita et al., 2016).

Aflaki e colaboradores reportaram uma nova chaperona farmacoldgica, a NCG607 que
atua estabilizando a enzima mutante, restaurando sua atividade e os niveis da proteina, e por
consequéncia reduz o armazenamento de glicolipidios. Para esse estudo, os pesquisadores
diferenciaram as iPSCs (células-tronco pluripotente induzidas) de 4 pacientes com Doenca de
Gaucher tipo 1 (2 com Doenca de Parkinson e 2 sem Doenca de Parkinson) e de 2 pacientes
com DG tipo 2 em macréfagos (iMacs) e neurdnios dopaminérgicos (iDA). O tratamento de
iMacs com 3 uM de NCG607 por 6 dias mostrou o aumento da atividade biol6gica da enzima
lisossomal GBA e uma diminui¢do do acimulo dos substratos glicosilceramida (GlcCer) e
glicosilesfingosina (GlcSph). Além disso, o tratamento dos neurénios iDA por 21 dias com 3
uM de NCG607 também mostraram resultados similares. Os autores mostraram também que
o0 tratamento dos neurbnios iDAs com essa substancia reduziu os niveis de alfa-sinucleina,
sugerindo que essa molécula apresenta potencial para o tratamento da doenca de Gaucher e
Parkinson (Aflaki et al., 2016).

1.4.Expresséo de Proteinas Recombinantes Terapéuticas

A area de producdo de proteinas recombinantes estd expandindo progressivamente, e
consequentemente a maioria dos biofarmacos produzidos hoje em dia sdo recombinantes
(Gecchele et al., 2015). O valor de mercado desses produtos bioldgicos foi recentemente
estimado em 140 bilhdes de dodlares, superando 200 moléculas terapéuticas, sendo que uma
parte significante desses produtos foi gerada em plataformas de expressdo em células de
mamiferos (Lalonde e Durocher, 2017). Entre as células de mamiferos utilizadas para

producdo de proteina recombinante temos linhagens celulares derivadas de hamster (CHO e
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BHK), linhagens celulares derivadas de camundongos (NSO e Sp2/0) e linhagens celulares
humanas (HEK293, HT-1080, PER.C6, CAP, HKB-1 e HuH-7). Entre essas linhagens
celulares a maior parte das glicoproteinas bioterapéuticas aprovadas pelo FDA sdo produzidas
pelas células CHO (Lalonde e Durocher, 2017). Entretanto, apesar de seu elevado uso
comercialmente, uma desvantagem é ndo apresentar a maquinaria para alguns tipos de
glicosilagdo e a indugdo da resposta imune em humanos tornando em muitas situagdes 0 uso
da célula humana mais apropriado.

Entre as células humanas acima citadas, os tipos celulares mais utilizados para
producdo de glicoproteinas sdo a HEK293 e HT-1080 (Lalonde e Durocher, 2017). Como
exemplos de glicoproteinas recombinantes aprovadas pelo FDA e produzidas pela linhagem
celular HEK293 disponiveis no mercado temos os fatores VIII e 1X da coagulacdo rFVIIIFc
(ALPROLIX) e rFIXFc (ELOCTATE), respectivamente. Como exemplo de proteina
recombinante produzida pela linhagem celular HT-1080 temos as proteina recombinante
Epoetin detla (DYNEPO) e B-glicosilceramidase (Velaglucerase alfa) (Lalonde e Durocher,
2017).

Em nosso projeto de pesquisa optamos pelo uso da linhagem celular 293FT derivada
da linhagem 293F. A 293F apresenta um potencial proliferativo maior que a 293 original,
enquanto a linhagem 293T expressa 0 antigeno T derivado de SV40 e permite uma maior
producdo da proteina recombinante. Assim, a linhagem celular 293FT possui essas duas
caracteristicas: elevado potencial proliferativo e aumento da producdo da proteina
recombinante (Ooi et al., 2016).

1.4.1. Vetores de expressdo: sistemas retrovirais e lentivirais

Por definicdo, terapia génica é o tratamento de doencas baseado na transferéncia de
material genético. Em sua forma mais simples consiste na inser¢do de genes funcionais em
células com alelos mutantes para substituir alelos causadores de doencas. O panorama atual
indica que a terapia génica ndo se limita as possibilidades de substituir ou eliminar
seletivamente células especificas. Um espectro terapéutico mais amplo apresenta-se a medida
que novos sistemas sdo desenvolvidos para permitirem a liberacdo de proteinas terapéuticas.

Hoje em dia, os sistemas mais eficientes para a entrega do gene terapéutico na célula
hospedeira utilizam-se das propriedades de vetores derivados de virus que infectam células
animais. O genoma viral com 0s genes virais potencialmente patogénicos removidos e outras

modificacdes para acomodar o0 gene terapéutico € denominado vetor (Giacca, 2010).
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Entre os vetores virais mais utilizados, temos os vetores da familia Retroviridae, os
quais foram desenvolvidos na década de 80 por Perkins e cols (1983) e desde esse periodo
vem sendo submetidos a constantes modificacbes com o objetivo de aumentar sua eficécia e
seguranca (Perkins et al., 1983). Sua principal vantagem em relacdo a outros vetores é a
capacidade de integracdo no genoma da célula hospedeira, 0 que permite a producéo estavel e
duradoura da proteina codificada pelo gene de interesse. Isso trouxe grande entusiasmo a
comunidade cientifica e permitiu o desenvolvimento dos primeiros protocolos clinicos de
terapia génica utilizando o sistema retroviral.

Historicamente, o primeiro ensaio de terapia génica foi aprovado oficialmente nos
USA em Outubro de 1988 e liderado pelo oncologista Steven Rosenberg para imunoterapia
do cancer (Rosenberg et al., 1990; Rosenberg et al., 1988). Apds dois anos, em 1990, foi
conduzido o primeiro protocolo de terapia génica para doencas monogénicas pelos
pesquisadores Michael Blaese e French Anderson, também no NIH em Betesda. Receberam
esse tratamento, duas pacientes com deficiéncia da enzima adenosina deaminase (ADA).
Nesse protocolo, a cada dois meses linfocitos T das criancas eram coletados e nesses inseridos
0 gene ADA. Os linfocitos T/ADA+ eram expandidos e re-infundidos nas criancas (Blaese et
al., 1995).

Esses primeiros vetores retrovirais eram derivados do virus da leucemia de
camundongo (MLV, do inglés "murine leukemia viruses”) e além dos ensaios de terapia
génica utilizando os mesmos acima citados, outros foram desenvolvidos, por exemplo, para a
deficiéncia da proteina de membrana conhecida como yc (do inglés, "common gamma
chain”), uma proteina comum de receptores de varias interleucinas e cuja deficiéncia leva ao
desenvolvimento da doenga genética SCID ligada ao cromossomo X (SCID-X1) (Cavazzana-
Calvo et al., 2000). Também nosso grupo de pesquisa, realizou estudos de terapia génica
utilizando os vetores retrovirais derivados de MLV para terapia génica na area da oncologia
(Fontes et al., 2006), hemofilia A (Fontes et al., 2012; Rodrigues et al., 2013) e hemofilia B
(Fernandes et al., 2011).

Entretanto, a principal desvantagem do sistema retroviral é o fato da integracéo
ocorrer apenas em células em mitose, o que limitou sua aplica¢do na terapia génica (Miller et
al., 1990). Além disso, outras limitacdes do mesmo sdo: apresentam um elevado risco de
mutagénese no sitio de insercdo (Montini et al., 2009) e a dificuldade de se produzir elevados
titulos virais (Merten et al., 2016).
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Na década de 90, surgiram os vetores lentivirais derivados do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-1), que apresentam o potencial de integrar em células
diferenciadas, isto €, sem o potencial de proliferacdo e foram originalmente desenvolvidos por
Naldini e cols 1996 (Naldini et al., 1996; Poeschla et al., 1996). Outra vantagem do sistema
lentiviral é o uso da proteina do envelope de outra classe de virus (VSV-G, do inglés
“vesicular stomatitis virus glycoprotein’). VVetores virais portadores da proteina do envelope
VSV-G podem transduzir uma variedade de tipos celulares e tecidos, como por exemplo,
células hepaticas, células-tronco hematopoéticas, células de rim, entre outras. Além disso, 0
sitio de integragdo preferencial dos vetores lentivirais € distante do sitio de inicio de
transcrigdo génica, sugerindo possuir um menor risco de mutagénese insercional (Vannucci et
al., 2013).

Outras caracteristicas do sistema lentiviral foram revisadas por (Picanco-Castro et al.,
2008). Conforme descrito pelos autores, o sistema lentiviral emprega o uso de trés plasmideos
para a producdo viral: 1. o plasmideo contendo o gene terapéutico, o qual contém a regido
LTR (do inglés “long terminal repeat”), a sequéncia de encapsulacdo, a sequéncia RRE (do
inglés “Rev responsive element”) e uma sequéncia promotora para expressao do transgene; 2.
o plasmideo contendo o gene que codifica a proteina do envelope conhecida como VSV-G
(do inglés “vesicular stomatitis virus glycoprotein”) e 3. 0 plasmideo contendo os genes gag-
pol, os quais codificam a proteina estrutural que forma o capsideo (gag) e a proteina
responsavel pela transcricdo reversa. Esse vetor contém ainda os genes tat e rev que codificam
as proteinas reguladoras do ciclo de vida do virus (Picanco-Castro et al., 2008). Desta
maneira, por meio da transfeccdo transiente dos trés plasmideos na linhagem celular humana
293T, a qual possui uma elevada taxa de transfeccdo, devido apresentar o antigeno T de SV-
40, é possivel coletar particulas lentivirais no sobrenadante da cultura celular cerca de 48
horas ap0ds o ensaio de transfec¢do plasmidial. Essas particulas lentivirais podem ser utilizadas
para estudos de terapia génica ou producdo estavel e duradoura da proteina recombinante de
interesse. Experiéncias anteriores em nosso laboratorio mostraram o potencial uso do sistema
lentiviral para a producdo da proteina humana do Fator VIII da coagulacdo para Terapia de
Reposicao para Hemofilia A (Fantacini et al., 2016; Picanco-Castro et al., 2008 (b)).

Com base em nossa experiéncia em Hemofilia A, conduziu-nos ao uso do sistema
lentiviral para a producdo da proteina humana recombinante conhecida como J-
glicosilceramidase para terapia de reposicdo enzimatica da Doenca de Gaucher, que consiste

no objetivo da atual proposta.
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1.5. Proteinas recombinantes mutantes em ensaios de terapia génica

Proteinas recombinantes com mutacdes sitio-especificas vém sendo utilizadas em
ensaios pré-clinicos e clinicos de terapia génica ha mais de uma década (Payen et al., 2014).
Por exemplo, em 2001, o grupo do pesquisador Philippe Leboulch mostrou a correcéo
fenotipica para anemia falciforme em modelo animal apos o transplante de medula dssea de
células tronco hematopoéticas (HSC) modificadas geneticamente com a variante do gene da
B-globina B ™, portadora na mutacdo missense na posicdo 87 da cadeia B da hemoglobina
A, aminoacido critico para impedir a polimerizacdo da hemoglobina falciforme (HbS)
(Pawliuk et al., 2001). Ensaios pré-clinicos adicionais mostraram elevados niveis de producédo
da variante B-globina B“®’? em células-tronco hematopoéticas humanas modificadas
geneticamente com essa construcdo lentiviral (Imren et al., 2004). A seguranca e eficacia
observada nesses ensaios pré-clinicos conduziu ao inicio da elaboracdo de um ensaio clinico
utilizando essa variante b-globina p*™®’? em 3 pacientes com P-talassemia (Bank et al.,
2005). Esse protocolo clinico consistiu em uma Unica infusdo de 1-4 x 10° células-tronco
hematopoéticas autlogas modificadas geneticamente com a variante B-globina "'/ kg do
paciente. Em dois pacientes foi observado o “engraftment” da medula dssea cerca de 22 a 27
dias apds o transplante e a corre¢do fenotipica teve uma duracdo de 1 a 7 anos apds 0 ensaio
clinico (Negre et al., 2016).

Também na area da oncologia, mutacGes missense sitio-especifica em genes
terapéuticos tém sido uma estratégia de terapia génica promissora. Por exemplo, em estudos
in vitro realizados em colaboracdo com o Prof. Stanton Gerson da CWRU-USA foi possivel
comparar a capacidade de quatro variantes da enzima de reparo DNA alkyltransferase (AGT)
(G156A-MGMT; P140K-MGMT; MGMT-2; MGMT-3 e MGMT-5) de reparar lesbes do
DNA ap0s a exposicdo de células hematopoéticas humanas a agentes alquilantes. Observamos
que as cinco variantes mantém a capacidade de reparar danos no DNA com diferentes
potenciais mutacdo-dependente (Fontes et al., 2006). Também ensaios pré-clinicos permitiram
mostrar a eficacia dessas variantes MGMT na terapia de génica (Wang et al., 2018). Hoje em
dia, a variante P140K vem sendo utilizada em protocolos clinicos anti-tumorais para
glioblastoma (Sloan et al., 2016), cancer colorretal (Sartore-Bianchi et al., 2017), entre outros.

Esse conjunto de dados conduziu-nos ao desenvolvimento de vetores lentivirais para
terapia génica, bem como, para a produgdo da proteina recombinante em células humanas
para a terapia de reposicao para Doenca de Gaucher. Esse projeto, € parte de um projeto maior
do laboratério que tem o objetivo de realizar a analise comparativa de diferentes variantes do
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gene que codifica a enzima lisossomal GBA quanto sua capacidade de clivar o esfingolipideo
alvo. Em um projeto anterior foram desenvolvidos 5 variantes do gene GBA e 0 projeto aqui

realizado trata-se do estudo de uma dessas variantes conhecida como GBA_Mut-1.
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2. JUSTIFICATIVA

A doenca de Gaucher foi descrita em 1882 e ainda ndo possui cura, apenas tratamentos
que ndo sdo eficientes para todos os pacientes. A TRE é a terapia mais utilizada até o
momento, porém néo é eficaz para todos os tipos da doenca, aléem de apresentar um custo de
producdo e do produto elevado. De acordo com dados de 2013 da CONITEC — Comissao
Nacional de Incorporacao de Tecnologias no SUS, no Brasil, 618 pacientes foram tratados por
essa terapia, sendo 579 pacientes com imiglucerase e 39 com alfataliglucerase, distribuindo
respectivamente 61966 e 11952 unidades da enzima. O valor de cada unidade da imiglucerase
é de R$ 1451,96 e o da alfataliglucerase é de R$ 857,52 (CONITEC, 2014). Além disso, a
producdo e comercializacdo desses medicamentos sdo realizadas por grandes laboratérios
internacionais, sendo o mais conhecido a Genzyme Corporation, 0 que eleva o custo da
terapia. Assim, é de grande importancia o desenvolvimento de sistemas de producdo mais
eficientes de menor custo e nacionais para o tratamento da doenca de Gaucher.

Assim, visando desenvolver uma nova GBA com maior atividade bioldgica,
comparada com a GBA selvagem foram realizadas algumas mutacfes sitio-especificas na
enzima lisossomal GBA, aqui denominada GBA_Mut-1. Porém, em contato com a Agéncia
USP de Inovacao foi sugerido ndo apresentar as caracteristicas da nova GBA neste documento
publico para manter os termos de confidencialidade como mutacdo ndo caracterizada.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho visa gerar uma linhagem celular humana com producéo estavel da

enzima lisossomal B-glicosilceramidase humana recombinante, portadora de mutacdes sitios

especificas, utilizando o sistema lentiviral.

O segundo objetivo do presente estudo é gerar uma linhagem celular humana portadora

em seu genoma do cDNA relativo ao GFP, o qual codifica a proteina Green Fluorescent

Protein, utilizando o sistema lentiviral, como linhagem celular controle.

3.2. Objetivos Especificos

VI.

VII.

Produzir em larga escala os vetores lentivirais pLV_HeFlo_Mut-1_Ubc Puro e
pLV_HeFlo. GFP_Ubc_Puro;

. Avaliar a funcionalidade de ambos vetores lentivirais quanto sua capacidade de

formacéo de particulas virais e de infeccdo celular;

. Analisar comparativamente a eficiéncia da transducdo da construcdo lentiviral

pLV_HeFlo_GFP_Ubc_Puro na linhagem celular humana 293T-FT utilizando dois
diferentes MOIs (do inglés, multiplicity of infection);

Gerar uma linhagem celular humana com producéo permanente da enzima lisossomal
mutante (GBA_Mut-1) utilizando o sistema lentiviral;

Analisar a atividade bioldgica in vitro da enzima lisossomal recombinante mutante
GBA_Mut-1 presente no sobrenadante da linhagem celular humana que apresenta o
transgene integrado em seu genoma;

Analisar a atividade especifica da enzima lisossomal recombinante GBA_ Mut-1
produzida pela linhagem celular humana recombinante com producdo estavel da
mesma.

Avaliar a produtividade da linhagem celular recombinante humana quanto o nivel da
enzima lisossomal recombinante mutante (GBA_Mut-1) secretada e intracelular / 10°

células em cultivo estatico em monocamada por 48 h.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1.Fluxograma

O trabalho foi desenvolvido seguindo as etapas no fluxograma descrito na figura 3:
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Figura 3. Fluxograma das etapas desenvolvidas no presente trabalho

4.2. MATERIAIS

4.2.1. Linhagens bacterianas

Para os ensaios de transformacdo bacteriana foram utilizadas duas linhagens de
Escherichia coli competentes: DH10p e Stbl3.

A linhagem E. coli DH10a foi utilizada para a obtencdo dos plasmideos acessérios
para a producdo de particulas lentivirais (pMD2.G e pCMV_dr8.91). Gendtipo: F
$80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17 (rk’, mg*) phoA supE44 Athi-1
gyrA96 relAl (ThermoFisher — Cat. No 18265017).

A linhagem E. coli Stbl3 é derivada de HB101 e foi utilizada para a obtencdo dos
plasmideos lentivirais portadores da regido LTR (long terminal repeat). Genotipo: F'mcrB
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mrrhsdS20 (rg’, mg) recA13 supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Str?) xyl-5 A-leumtl-
1 (ThermoFisher Scientific — Cat. No C737303).

4.2.2. Linhagem celular humana
Para a producdo do virus e para a geracdo de linhagens celulares humanas com

producdo estavel de proteinas recombinantes (GBA_Mut-1 e GFP) foi utilizada a linhagem
celular 293FT (Cat. Number R700-07, Gibco, by Thermo Fisher Scientific).

Essa linhagem celular é derivada da linhagem 293F, a qual é uma linhagem de rim
embrionario humano (HEK293). Trata-se de uma linhagem transfectada com o adenovirus
Typ-5, 0 que resultou na incorporagao de cerca de 4,5kb do genoma viral no cromossomo 19
da linhagem celular. A linhagem 293FT expressa estavelmente o antigeno T do virus SV40
sob controle do promotor CMV por meio da modificacdo génica com o plasmideo
pCMVSPORTT6TAg.neo. Esse antigeno é importante na replicagdo dos plasmideos e no

aumento da expressdo dos vetores resultando em maiores niveis de produgéo proteica ou viral.

4.2.3. Plasmideos

4.2.3.1. Plasmideos lentivirais para expressao dos genes de interesse
Os plasmideos lentivirais utilizados nesse estudo foram derivados do plasmideo de

destino pDEST_R4_R2 gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ron Weiss - Diretor do Centro de
Biologia Sintética do Departamento de Engenharia Biologica do Massachusetts Institute of
Technology — MIT, Cambridge, MA, USA (Guye et al., 2013). A constru¢do dos mesmos foi
desenvolvida em seu laboratério sob a responsabilidade da Profa. Dra. Aparecida Maria
Fontes e contou com o auxilio da Dra. Velia Siciliano, como parte da colaboracdo obtida por
meio da chamada FAPESP-MIT Processo Numero 2013/50764-7 que permitiu a
concretizacao dessa parceria.

A figura 4 mostra o esquema dos dois plasmideos lentivirais utilizados nesse estudo:
o vetor pLV HeFla GBA Mut-1_UbC_Puro apresenta 13592 pb e o vetor
pLV_HeFla_GFP_UbC Puro apresenta 11.988 pb. Ambos 0s vetores séo bicistronicos, isto
é, séo portadores de dois genes de interesse que estdo sob controle de diferentes promotores.
Os genes de interesse (GBA_Mut-1 ou GFP) séo expressos sob controle do promotor HeFla
(Human elongation factor-1 alpha) (KIM et al., 2007) e o gene marcador de selecdo confere

resisténcia a puromicina (Puro) e esta sob controle do promotor Ubiquitina (UbC).
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Figura 4. Representacdo esquematica do mapa fisico dos vetores (A) pLV_HeFlo GBA Mut-
1 _UbC Puroe (B) pLV_HeFla GFP_UbC_Puro.

4.2.3.2. Plasmideos Acessorios

Para a producdo de particulas lentivirais foram utilizados dois vetores plasmidiais
acessorios: o plasmideo pMD2.G que apresenta 5.824 pb e o plasmideo p8.91 que apresenta
12.120 bp. Esses plasmideos foram gentilmente cedidos por Dr. Lucas Eduardo Botelho de
Souza do Laboratorio de Biologia Molecular do Hemocentro de Ribeirdo Preto, SP.

A figura 5 mostra o esquema dos dois plasmideos acessérios: o vetor pMD2.G €
portador do gene que codifica o envelope do virus da estomatite vesicular (VSV-G) sob
controle do promotor CMV e o vetor p8.91 codifica 0s genes lentivirais gag e pol, também
sob controle do promotor CMV. O gene gag codifica trés proteinas finais, ap0s o correto
processamento: matriz, capsideo e nucleo-capsideo. O gene pol codifica trés proteinas: a
transcriptase reversa (RT), a integrase (IN) e a protease responsavel pela maturacdo das

proteinas dos genes gag e pol.
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Figura 5. Representacdo esquematica do mapa fisico dos plasmideos acessorios (A) pMD2.G e (B)
p8.91.

4.3. METODOS
4.3.1. Preparo de DNA
4.3.1.1. Transformacao Bacteriana

A transformacdo bacteriana foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Gomes, 2016, previamente padronizado em nosso laboratério. A cada 30 pL de suspenséo de
ceélulas quimiocompetentes (linhagem E. coli DH5a) foram adicionados 20 ng dos plasmideos
de interesse. Em seguida, as bactérias foram incubadas no gelo por 30 minutos. Apds esse
periodo, as bactérias sdo submetidas a um choque térmico (42°C) por 30 segundos em banho
de agua e subsequente recolocadas no gelo por 5 minutos. Por fim, 200 uL de meio SOC
foram adicionados as bactérias e as mesmas incubadas por 1h a 37°C sob agitacdo de 180
rpm.

Depois da incubacdo, cerca de 30 uL de bactérias transformadas foram plagueadas em
meio LB (Luria Bertani) na presenca de agar e suplementado com carbenicilina (150ug/ml) a
fim de selecionar as bactérias recombinantes. As placas foram mantidas em estufa a 37°C,

overnight (12-16h), e em seguida armazenadas em geladeira (4°C).

4.3.1.2. Midi — Preparacéo de DNA Plasmidial

As colbnias bacterianas de E. coli transformadas com os plasmideos lentivirais ou com
0s plasmideos acessorios foram inoculadas em 30 mL de meio LB na presenca de 100 ug/mL
de carbenecilina e incubada sob agitacdo a 180 rpm, a 37°C, overnight. No dia seguinte,
realizou-se a extragdo do DNA plasmidial seguindo o protocolo do QIAGEN® Plasmid Plus

Midi. O protocolo do kit é baseado na técnica modificada de lise alcalina descrita por



45

Birnboim e Dolly (1979), onde foram adicionados os tamp®es P1, P2 e S3. Ap6s o tratamento
com essas solugdes RNAS, proteinas e impurezas de baixo peso molecular foram removidas e
0 DNA plasmidial é entdo concentrado e precipitado.

A quantificacdo do DNA plasmidial obtido apds sua extracdo, foi determinada no
aparelho NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific, Inc) (Tabela 1). A pureza do DNA dos
plasmideos foi avaliada por meio da razdo do comprimento de onda de 260/230 nm e 260/280
nm, considerando-se adequada a amostra cuja razdo foi maior ou igual a 1.8. As amostras
plasmidiais foram consideradas adequadas com base na pureza do DNA, para 0 experimento
em questéo.

Tabela 1. Quantificaggo dos DNAs plasmidiais pLV_HeFlo Mut-_UbC_Puro,
pLV_HeFla GFP_UbC_Puro, pMD2.G e p8.91

Amostras ng/ul 260/280 260/230
pLV_HeFlo_ Mut- UbC_Puro 733,0 1,96 2,42
pLV_HeFla_GFP_UbC_Puro 476,2 1,85 2,34

pMD2.G 588,8 1,89 2,38
p8.91 452,6 1,94 2,40

4.3.1.3. Extracdo de DNA Gendmico da linhagem celular 293FT

Foi realizada a extracdo do DNA genémico da linhagem celular 293FT antes e apds a
transducdo viral. Para tanto, foram plaqueadas 1x10° de células 293FT em placas 6 well e
apos 8 horas foi adicionado 2, 5uL e 10pL em duplicata dos concentrados dos sobrenadantes
virais produzidos. Como controle, em 2 pocos, 1x10° células 293FT nio foram submetidas ao
cultivo na presenca do concentrado lentiviral. O reagente polibreno (hexadimethrine bromide,
No catalogo 10689 ou H9268 — Sigma) foi adicionado em cada cultura celular na
concentracdo de 6 pg/ mL. Esse reagente € um polimero carregado positivamente e auxilia a
adsorcdo das particulas lentivirais na membrana celular permitindo a transducéo viral. Em
seguida, procede-se o protocolo conhecido em “spinoculation” em que as células foram
centrifugadas a 1200 rpm durante 40 minutos a 14°C para aumentar a eficiéncia da adsorgao
viral as mesmas, e, por fim, as células sdo colocadas na estufa. Apos 48 horas foi extraido o
DNA genémico da linhagem utilizando o DNeasy Blood and Tissue Kit conforme

recomendacdes do fabricante.
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4.3.1.4. Digestdo do DNA Plasmidial com Enzima de Restri¢éo

Para a determinacdo do titulo lentiviral por PCR em tempo real é necesséario a
linearizacdo e purificacdo do DNA plasmidial. As reacdes de digestdo de DNA plasmidial
foram realizadas utilizando 2,0 pL da enzima de restricdo Hpal (5.000 Units/ mL — No. Cat.
R0105S, New England Biolabs Inc.), 1 pg do DNA plasmidial e 4 pl de tampdo Cutsmart
(10x). O volume final da reacdo foi de 40 pL, completando com &agua MiliQ quando

necessario. As reacoes de digestdo ocorreram durante 4 horas a uma temperatura de 37°C.

4.3.1.5. Purificacdo do DNA plasmidial apds a Digestdo Enzima de Restri¢ao

As amostras de DNA plasmidial digeridas foram submetidas ao processo de
purificacdo, utilizando o Gel Band Purification Kit (GE) conforme recomendacdes do

fabricante.

4.3.1.6. Analise de Acidos Nucleicos por Eletroforese em Gel de Agarose

Para verificar a integridade dos DNAs plasmidiais utilizados na producéo de lentivirus e
na determinacdo do titulo lentiviral, foram preparados géis de agarose a 1% (Figura 6). Os
géis de agarose na concentracdo de 1,0% foram preparados com UltraPure™ Agarose
(Invitrogen — Life Technologies) em tampdo TAE 1,0X. A solucdo de agarose em TAE foi
aquecida até dissolucdo completa. Apo6s o resfriamento, foi adicionado 3-6 pL do reagente
Syber Safer Green® (Invitrogen — Life Technologies). O DNA marcador referéncia utilizado
foi o ADNA/Hind Il [0,5mg/ml], e o loading buffer (LB) (Glicerol (50%), Azul de
Bromofenol (0,125%), Xileno Cianol (0,125%), TE pH8,0). Foi aplicado no gel 7 pL de
volume final, sendo 1 pL a 5 pL de DNA plasmidial (400 a 1000ng), 2 uL de LB e quando
necessario, o restante foi completado com tampédo TE (Tris-EDTA) pH 8,0.

A eletroforese foi realizada sob uma corrente de 100 volts por 40-60 minutos. A
deteccdo dos &cidos nucléicos foi realizada por meio de um transluminador de luz ultra-
violeta. Conforme mostra a figura 6, os plasmideos pLV_HeFla GFP UbC Puro,
pLV_HeFla GBA_Mut-1_UbC_Puro e p8.91 com tamanho de 11.988, 13.592 e 12.150 pb,
respectivamente, se encontram presentes entre as bandas de tamanho 23,1 e 9,4 kb e portanto,
de acordo com o tamanho esperado. O plasmideo pMD2.G que apresenta um tamanho de
5.824pb, se encontra entre as bandas de tamanho 6,5 e 4,3 kb e também apresenta o tamanho

esperado.
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Figura 6. DNAs plasmidiais utilizados para a producgdo de particulas lentivirais. Eletroforese em gel
de agarose. (A) raia 1 — Marcador ADNA/Hindlll; raia 2 — pLV_HeFla_GFP_UbC_Puro; raia 3 -
pLV_HeFla Mut- UbC _Puro; raia 4 — pMD2.G e raia 5 — p8.91. (B) raia 1 — Marcador
ADNA/HindIll; raia 2 — pLV_HeFlo GBA_Mut-1_ UbC_Puro ndo digerido e raia 3 —
pLV _HeFla GBA Mut-1_UbC_Puro digerido.

4.3.2. Cultura de Celulas
4.3.2.1. Manutencéo e Propagacao de Linhagens Celulares Humanas

A linhagem celular 293FT, foi mantida em DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium - high glucose (Gibco — Life Technologies) suplementado com 10% de SBF
(Hyclone™ GE Healthcare Life Sciences) previamente inativado em banho maria durante 30
minutos a 56°C, e 1% de antibidtico Pen/Strep - (Gibco — Life Technologies). As culturas
foram plaqueadas em placas e garrafas de poliestireno estéreis, e colocadas em estufa a 37°C
em atmosfera de 5% de CO,. Uma vez atingida a confluéncia, as células foram lavadas com
PBS 1X, e em seguida foram submetidas ao tratamento com tripsina por 2 min. a 37°C para
serem destacadas do fundo das garrafas de cultivo. Apds esse periodo, é realizada a inativagdo
da tripsina por meio da adicdo de 2 volumes de meio DMEM/10% SFB e as celulas
transferidas para tubos Falcon de 15 mL. Em seguida, as células foram centrifugas a 1.200
rpm por 5 minutos, contadas e transferidas para nova placa de cultura ou congeladas para

estoque.

4.3.2.2. Contagem do numero de células viaveis em camara de neubauer

Para a contagem celular, o precipitado celular formado apds a centrifugacdo foi
ressuspendido em meio DMEM/10%SFB. O volume em que as células foram ressuspendidas

é dependente do tamanho do precipitado celular. Em geral, a cultura resultante de 1 pogo de 6
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wells foi ressuspendido em 500 uL ou 1 mL de meio DMEM/10% SFB, de acordo com a
confluéncia celular. Por outro lado, a cultura resultante de uma garrafa p75 é ressuspendida
em 3-7 mL de meio DMEM/10% SFB, conforme a confluéncia celular. Em seguida, primeiro
foi realizada uma diluicdo (D1), em geral 1:5 (120 uL de meio DMEM + 30 uL de células
pré-ressuspendidas). Por fim, foi realizada uma segunda diluicdo (D2) contendo 30 uL de D1
+ 30 uL do corante Trypan Blue Solution (Sigma - Aldrich) a 0,4% (v/v). Para a contagem em
Camara de Neubauer, 10 uL de D2 foram aplicados em cada lado da mesma. As células
viaveis foram observadas em microscopio Optico invertido e estimadas segundo a férmula:
(N° de células totais contadas + quantidade de quadrantes contados) x fator de

diluicdo x 10* = nimero de células/mL

4.3.2.3. Criopreservacao de Linhagens Celulares Humanas

Para a criopreservacdo das populagdes celulares geradas nesse estudo, bem como a
linhagem celular 293FT antes da modificacdo génica, as células foram cultivadas em garrafas
de cultivo celular de 75 cm? (p75) visando obter 1x10’ células, quantidade essa suficiente para
obtencdo de 5 criotubos (2-2,5 x 10° células/criotubo). Para tanto, no dia 1 foram plaqueadas
3 x 10° células/ garrafa p75. Apés, 48 h a cultura foi suplementada com meio de cultura
DMEM/10%SFB fresco. Em seguida, novo meio de cultura foi adicionado apds 24-48 h e no
dia seguinte as células foram submetidas ao tratamento com tripsina, como descrito acima,
para a obtencao do precipitado celular.

Apos a contagem na Camara de Neubauer, acima descrito, as células foram submetidas a
centrifugacdo a 1200 rpm por 5 min. e o precipitado celular foi ressuspendido na solugédo de
congelamento (90% SFB + 10% DMSO) e distribuido nos criotubos devidamente
identificados. Por fim, as células foram mantidas no freezer -80°C por 24 h, antes de serem
transferidas para o tanque de Nitrogénio liquido.

4.3.3. Preparo de Lentivirus

4.3.3.1. Producao de Sobrenadante Lentiviral

Para a producdo do lentivirus, 2x10° células 293FT foram plaqueadas em 5 placas de 145
mm? contendo 12 mL de meio DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de
antibidtico. Apos 48 horas quando foi observada uma confluéncia de 70 — 80%, as células
foram transfectadas com 12 ug do plasmideo lentiviral, 6,5 pg do plasmideo p8.91 e 3,2 ug
do plasmideo pMD2.G. Para a transfeccdo foi utilizado o reagente Lipofectamine® 3000
Transfection Reagent (Invitrogen™ - Thermo Fisher Scientific REf. L3000-008).
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Para tanto, primeiramente foi retirado o meio DMEM/10% SFB, as células lavadas 1 vez
em meio DMEM e adicionado 12 mL de meio DMEM/10% SFB fresco / placa de cultura. A
segunda etapa foi preparar duas reagdes. Rea¢do 1: em um volume 200 uL de meio DMEM
sem SFB foi realizada a mistura dos 3 DNAs plasmidiais circulares (na proporgdo 4:2:1),
como descrito acima. Reacdo 2: foi adicionado 66,9 uL do reagente lipofectamina 3000 e
completado o volume para 100 uL com a adicdo de 44,6 uL do reagente de diluicdo P3000.
Em seguida, estas duas reacGes foram misturadas e mantidas a temperatura ambiente por 10
min. para a formacdo do complexo DNA-lipossomo. Uma vez formado o complexo, essa
solucdo foi adicionada sobre as células. Apos 48 horas, 0 sobrenadante, o qual contém as
particulas lentivirais (60 mL), foi coletado e centrifugado a 1500 rpm por 15 min. a 14°C para
a remocao dos debris celulares. O sobrenadante coletado foi armazenado a 4°C. Por fim,
foram adicionados novamente 12 ml de meio DMEM suplementado com SBF as placas de
cultura para nova coleta de sobrenadante no dia seguinte. O procedimento da coleta do
sobrenadante foi realizado como descrita acima e o sobrenadante foi armazenado a 4°C para a
realizacdo da concentracao de 120 mL de sobrenadante lentiviral.

4.3.3.2. ELISA — Ensaio Imunoenzimatico

Antes do processo de concentracdo do sobrenadante lentiviral, foi realizado um ensaio
imunoenzimatico para confirmacdo da presenca do lentivirus pelo teste de ELISA. Essa
analise permite detectar a presenca do antigeno do capsideo viral P24 e a mesma foi realizada
no Laboratério de Sorologia do Hemocentro de Ribeirdo Preto com o auxilio da biomédica
Renata Rosada De Biase. Essa analise é qualitativa e um valor acima de 1 significa
positividade sobre a formacdo de virus no sobrenadante celular.

Conforme mostra a Tabela 2, pode-se observar a presenca de particulas virais para ambos

plasmideos lentivirais. O controle negativo ndo foi reativo como esperado.



Tabela 2. Ensaio Imunoenzimatico de Elisa do antigeno p24 do HIV-1 para o diagnostico sobre a

formacdo de particulas lentivirais nos respectivos sobrenadantes das culturas celulares.

Amostras Ensaio (P24) Resultado Resultado Branco

HeFla_ GFP_Puro HIV Ag/Ab 2049,55 0,06
S/CO Reativo S/CO Nao Reativo

HeFla_ GFP_Puro HIV Ag/Ab 2046,96 0,08
S/CO Reativo S/CO Nao Reativo

HeFla_ GFP_Puro HIV Ag/Ab 2044,86 0,07
S/CO Reativo S/CO Nao Reativo

HeFlo GBA_Mut-1_Puro HIV Ag/Ab 2086,75 0,08
S/CO Reativo S/CO Nao Reativo

HeFla_ GBA_Mut-1_Puro HIV Ag/Ab 2087,56 0,07
S/CO Reativo S/CO Nao Reativo

HeFlo GBA_Mut-1_Puro HIV Ag/Ab 2060,75 0,07
S/CO Reativo S/CO Nao Reativo

4.3.3.3. Concentracao do Sobrenadante Lentiviral

Para a concentracao do sobrenadante lentiviral, o mesmo foi transferido para tubos para
uso na ultracentrifuga Beckman no laboratério do Prof. Dr. Roy Larson.

Foi preparado 100 mL de solucdo tampé&o de sacarose 20% segundo descrito por Kutner
et al 2009. A solugdo tampdo de sacarose contém: 20 mM Tampédo HEPES, pH 7,4; 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA e 20 g de sacarose. A cada tubo foi adicionado 30 mL de sobrenadante
lentiviral e o tubo foi calibrado 2 a 2. Em seguida, o sobrenadante viral foi centrifugado em
colchdo de sacarose a 25000rpm, 4°C por 120 minutos. Para tanto, foi utilizada a
ultracentrifuga OPTIMATM XL 100K Ultracentrifuge (SW28 Beckman rotor). Apds a
ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e os tubos foram invertidos sobre papel
toalha por 10 minutos. Em seguida, cada pellet lentiviral foi ressuspendido em 200uL de PBS
1x e estocado overnight a 4°C. No dia seguinte, foram feitas aliquotas de 50uL do
concentrado viral em tubos de 0,6mL, e estocadas em freezer -80°C.

4.3.3.4. Determinacao do Titulo Lentiviral por Citometria de Fluxo

A determinacéo do titulo do sobrenadante lentiviral portador do gene GFP foi realizado
por Citometria de Fluxo, a partir da obtengdo do nimero de células GFP positivas 48 h apds a
infeccéo viral.

Para a obtencdo da populacéo celular GFP* foram plaqueadas 1x10° células 293FT em
placas 6 well com meio DMEM suplementado com 10% de SBF, e apds 8 horas foi

adicionado 2, 5 pL e 10 pL em duplicata do concentrado viral GFP e 2 pogos sem o
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concentrado foi utilizado como controle. O reagente Hexadimethrine Bromide (Polybrene® -
Sigma Aldrich) foi adicionado em cada poc¢o na concentracdo de 6 pg/ mL. Em seguida as
células foram centrifugadas a 1200 rpm durante 40 minutos a 14°C e colocadas na estufa.
Apds 8 horas o meio foi trocado e apds 72 horas da transducdo as células foram coletadas,
centrifugadas e ressuspendidas em 500 pL de PBS. As amostras celulares foram
encaminhadas para analise da porcentagem de células GFP positivas em citdmetro de fluxo
FACScalibur™ (Becton Dickinson Biosciences) no laboratorio de Citometria de Fluxo do
Hemocentro de Ribeirdo Preto sob coordenacdo de Patricia Vianna Bonini Palma. A
fluorescéncia da proteina GFP é detectada pelo filtro de 530nm quando excitada pelo laser do
FACS. As células ndo transduzidas foram utilizadas como controle negativo para calibracéo.
O titulo viral foi calculado levando em consideracdo o nimero de células plaqueadas no dia 1,
porcentagem de células positivas para o0 GFP e volume do sobrenadante. A equacdo utilizada

foi a seguinte:

TU/mL = (células plaqueadas no dia 1) x (% GFP positivas) x 1000/volume do

sobrenadante

4.3.3.5. Determinacéo do Titulo Lentiviral por PCR em Tempo Real

A determinacéo do titulo do sobrenadante lentiviral portador do gene GBA Mut-1 foi
realizado por qPCR em tempo real, a partir da obtencdo do nimero de cépias da sequéncia
LTR integradas na linhagem celular 293FT, 48 horas apds a infec¢do viral. Para tanto, inicia-
se 0 protocolo como descrito acima, ou seja, foram plagueadas 1x10° células 293T em 8
pocos de placa 6 well, e apds 8 horas, foi adicionado o concentrado viral nos volumes de 2L,
5uL e 10pL em 2 pocgos cada (duplicata). Para garantir a infecgdo viral, foi adicionado
Hexadimethrine Bromide (Polybrene® - Sigma Aldrich) na concentragédo de 6pg/mL. As
células foram centrifugadas a 1200rpm por 40 minutos a 10°C. Entretanto, apds 48 horas, ao
invés da analise por citometria de fluxo, foi realizada a extragdo do DNA genémico com 0
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, CA, USA). Em seguida, foi feito um gel de agarose
1%, com o DNA gendmico das transducGes com diferentes volumes de virus, para

confirmacéo da integridade do DNA gen6mico.

4.3.3.5.1. Otimizacao e Eficiéncia do LTR

A sequéncia LTR (Long Terminal Repeats) apresenta sequéncias repetidas e esta

presente no vetor lentiviral flanqueando os genes GBA_Mut-1 e resisténcia a puromicina.
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Essa regido permite a integracdo do gene de interesse na célula-alvo e por isso pode ser
utilizada para determinar o nimero de copias LTR presente na célula 293FT.

As sequéncias LTR foram amplificadas pela técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando o sistema TagMan. Como controle enddgeno foi utilizado o gene

B-actina. Os oligonucleotideos iniciadores (primers) e a sonda estao descritos na tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas dos primers utilizados

Sequéncia Primer Tamanho do
amplificada Amplicon
LTR sense 5’- GCCCGAACAGGGACTTGA -3’ 61 bp

Antisense 5°’- CGAGTCCTGCGTCGAGAGA -3’
Sonda LTR 6-FAM-AGCGAAAGGGAAACC-MGB/NFQ
reporter: FAM e Quencher: MGB e NFQ

ACTB Hs03023880_g1 139 bp
(inventoried assay)

Foi realizada a otimizagdo para se determinar a concentragdo ideal dos primers nos
ensaios subsequentes. O volume de cada primer utilizado foi 0,9 pL nas seguintes
concentragdes: 2,5 uM; 1,25 uM; 0,62 uM e 0,31 uM. A melhor concentracdo dos primers a
ser utilizada pbde ser verificada na curva “amplification plot”, observando qual a menor
concentracdo de primers que gerou uma maxima amplificacdo. Foi observado que essa
concentracdo foi a de 1,25uM. A reacdo de amplificacdo da curva padrdo para o LTR foi
realizada em um volume final de 15 pL contendo: 5,0 uL do DNA plasmidial com dilui¢6es
seriadas (300.000, 30.000, 3.000, 300 e 30 cdpias); 7,5 pUL do reagente Tagman TagMan™
Gene Expression Master Mix (2X), 0,7 pL da sonda LTR (20X), 0,9 pL de cada primer na
concentragdo de 1,25uM.

Conforme mostra a figura 6, nessa concentracdo a curva obtida apresentou um
coeficiente de determinacdo R® de 0,997 e slope igual a -3,493, revelando uma eficiéncia de

amplificacdo de 93,3 % para o par de primers LTR na concentracédo final de 0,075 uM.
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Figura 7. Curva de eficiéncia para padronizacdo da amplificagdo da sequéncia LTR, utilizando a
concentracao final de cada um dos primers a 0,075 uM. Gréfico de regressao linear estabelecido pelo
software StepOnePlus™ System do PCR em tempo real. O eixo do X representa o ndmero de copias
do plasmideo (escala logaritmica) e o eixo do Y apresenta os valores de Crs de cada diluicdo do
plasmideo.

Em seguida, foi necessario obter duas curvas padrdo: 1) curva padréo para a sequéncia
LTR utilizando o plasmideo linearizado e digerido e 2) curva padrao para a (-actina (gene
enddgeno) utilizando o DNA genémico.

Para tanto, foram feitas diluigdes seriadas de 1:10 com o DNA gendmico da linhagem
celular 293FT e do DNA plasmidial linearizado pLV_HeFla GBA_Mut-1_UbC_Puro, com o
valor inicial de 300.000 copias do gene da fB-actina e para o DNA plasmidial foram feitas as
diluicdes com o valor inicial de 300.000 copias da sequéncia LTR. O volume de plasmideo
necessario para obter o primeiro ponto da curva € obtido no site Science Primer, onde se deve
colocar o tamanho do plasmideo e a concentragdo em ng/ul obtida apds quantificagdo. Em
ambos os casos foram realizadas cinco dilui¢bes seriadas 1:10 até o valor de 30 cdpias. O
calculo referente as diluicbes e numero de copias foi realizado de acordo com o protocolo
“Creating Standard Curves with Genomic DNA or Plasmid DNA Templates for Use in
Quantitative PCR” da Applied Biosystems.

A reacdo de amplificacdo da B-actina foi realizada em um volume final de 15 pL
contendo: 5,0 uL do DNA gendmico de 293-FT virgem com dilui¢cdes seriadas (300.000;
30.000; 3.000; 300 e 30 copias), 7,5uL do reagente Tagman TagMan™ Gene Expression
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Master Mix (2X), 0,75 pL da sonda B actina (20X) e 1,75 pL de agua. A reacdo de
amplificagéo da curva padréo para o gene LTR foi realizada como descrita acima.

Foi utilizado o software StepOnePlus™ System, e a reacdo de PCR iniciou com
desnaturacdo a 95°C por 10 minutos antes do inicio da ciclagem que consistiu de 40 ciclos de
15 segundos a 95°C para desnaturacdo e 1 minuto a 60°C para amplificagdo. No final a reacdo
foi mantida a 4°C.

As curvas de amplificacdo e padrdo para amplificacdo da sequéncia LTR (Figura 8A e
B) e do gene enddgeno B-actina (Figura 9A e B). Para amplificacdo da sequéncia LTR
observa-se na eletroforese dos amplicons que houve amplificacdo do DNA plasmidial de
300.000 cépias até 30 copias (Figura 8A), com coeficiente de determinacdo R? de 0,99, slope
de -3,227 e uma eficiéncia de amplificacdo de 104,129 % (Figura 8B). Para amplificacdo do
gene PB-actina observa-se na eletroforese dos amplicons que houve amplificacdo do DNA
gendmico de 300.000 copias até 30 copias (Figura 9A), com coeficiente de determinacéo R?
de 0,99, slope de -3,29 e uma eficiéncia de amplificacdo de 101% (Figura 9B). A avaliacdo
desses parametros indica que as reacdes estdo adequadas para amplificacdo de ambas
sequéncias de DNA.
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Figura 8. Curva de amplificacdo e curva padrdo para amplificacdo da sequéncia LTR construida a
partir de concentrages conhecidas do DNA plasmidial lentiviral associada ao pardmetro Cr, para
calculo do titulo viral. (A) Curva de amplificacdo da sequéncia LTR nas dilui¢des seriadas do DNA
plasmidial. O eixo do X representa os valores de Cr, de cada diluigdo do plasmideo e o eixo Y
representa 0 nimero de copias do plasmideo (B) Grafico de regressdo linear estabelecido pelo
software StepOnePlus™ System do PCR em tempo real. O eixo do X representa 0 nimero de copias
do plasmideo (escala logaritmica) e o eixo do Y apresenta os valores de Cr, de cada diluicdo do
plasmideo.
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Figura 9. Curva de amplificacdo e curva padrdo para amplificagdo do gene enddgeno [-actina
construida a partir de concentrac@es conhecidas do DNA gendmico da célula virgem associada ao
pardmetro Cr, para célculo do titulo viral. (A) Curva de amplificagdo do gene B-actina nas diluigdes
seriadas do DNA gendmico. O eixo do X representa os valores de C+ de cada diluigdo do DNA
gendmico e o0 eixo Y representa 0 nimero de copias do DNA genémico (B) Gréfico de regressdo
linear estabelecido pelo software StepOnePlus™ System do PCR em tempo real. O eixo do X
representa o numero de cdpias do DNA gendmico (escala logaritmica) e o eixo do Y apresenta o0s
valores de CTs de cada diluicdo do DNA gendmico.
O calculo do titulo viral foi realizado de acordo com Matsui e colaboradores (2007). Ao
inserir esses valores na formula:
Média do numero de copias LTR/(Média do niumero de cdpias R-actina/2) x
Numero de células plagueadas x Fator de diluicéo
O ensaio de determinacéo do titulo viral foi realizado em duplicata.

4.3.4. Modificacdo Génica de Linhagem Celular Humana
4.3.4.1. Transdugdo com Vetor Lentiviral portador do Gene GFP

O protocolo para a modificacdo da linhagem celular humana utilizando o concentrado
viral € o mesmo utilizado para a determinacédo do titulo do sobrenadante lentiviral descrito na
secdo 4.3.3.4.

Para investigar a sensibilidade da linhagem celular 293-FT a infeccdo viral foram
geradas duas populagdes celulares transduzidas com diferentes MOIs (do ingés multiplicity of
infection). No primeiro caso, foi utilizado MOI igual a 1 (e apenas 1 ciclo de transducéo) e no
segundo caso foi utilizado o MOI igual a 10 (e foram realizados 3 ciclos de transducdo).
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Como descrito acima, a transducéo foi realizada na presenca de Hexadimethrine Bromide na
concentracédo de 6pg/mL e foi utilizado o protocolo “spinoculation”.

Ao término da transducdo, as células foram mantidas em cultura para recuperarem da
infeccdo viral por 24-48h e prosseguiu-se com o tratamento com puromicina (secédo 4.3.4.3)

para a obtencdo de uma populagéo celular com producao estavel de GFP.

4.3.4.2. Transdugédo com Vetor Lentiviral portador do Gene GBA_Mut-1

O protocolo para a modificagdo da linhagem celular humana utilizando o concentrado
viral é o mesmo utilizado para a determinagao do titulo do sobrenadante lentiviral descrito na
secédo 4.3.3.4.

Para a geracdo de uma populacdo celular com producédo estavel de GBA_Mut-1 foi
utilizado um Unico ciclo de transdugdo utilizando o MOI igual a 15. Ao término da
transducéo, foi esperado as células recuperarem da infeccdo viral por 24-48h e prosseguiu-se
com o tratamento com puromicina para a obtencdo de uma populacédo celular com producéo
estavel de GBA_ Mut-1.

4.3.4.3. Tratamento com Antibiético para Obtencdo de uma Populacdo Celular com

Producdo estavel da Proteina Recombinante

Em um trabalho anterior no laboratério foi realizada a curva dose-resposta para
investigar a sensibilidade da linhagem celular 293FT ao tratamento com puromicina.
Observou-se que a concentracdo de 2ug/mL de puromicina foi eficiente, pois no 5° dia as
células ndo apresentavam viabilidade alguma. Portanto, utilizou essa dose para a selecdo de
das populacdes celulares com producéo estavel de GFP e GBA_Mut-1.

Para tanto, 5x10* células foram plaqueadas em placa 6 well em meio DMEM/10%
SFB Ap6s 24 h foi realizado o primeiro tratamento. O meio DMEM/10% SFB ¢é retirado e
substituido por meio fresco na presenca de 2ug/mL de puromicina. O tratamento com o
antibidtico foi diario e realizado por um periodo de 10 dias. Quando a cultura celular atingiu
uma confluéncia de 90%, as células foram submetidas ao tratamento com tripsina e
transferidas para uma garrafa de cultura p75 na concentracéo de 3x10° células/ garrafa. Ap6s
24 h, para a adesdo celular, prosseguiu-se com o tratamento de puromicina até completar 10
dias de tratamento.

Apos a selecdo com puromicina, as populagbes celulares foram expandidas para a
criopreservacdo das mesmas e para a caracterizagdo quanto o nivel de producdo das

respectivas proteinas recombinantes.



58

4.3.5. Andlise da Linhagem Celular Humana 293FT/GFP por Citometria de Fluxo

Ap0s o descongelamento, as células foram transferidas para tubo conico (Falcon) de
15 mL na presenga de 5 mL de meio DMEM/10% SFB. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 1200 rpm por 5 min. a 15°C. Apds centrifugacéo, a solugdo de congelamento
foi retirada, sobrando apenas o precipitado celular. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 5mL de meio DMEM/10% SFB e transferidas para garrafas de cultura de
25 cm? (p25).

Apo6s 48 h, o meio de cultura foi retirado e conforme a confluéncia, as células foram
mantidas em cultura sob as mesmas condic¢des, ou submetidas ao tratamento com tripsina e
semeadas em placa 6 po¢os em meio DMEM/10% SFB.

Quando a cultura atingiu uma confluéncia de 90%, as células foram submetidas ao
tratamento com tripsina para a obtengédo da suspensao celular. Como controle, foi utilizada a
linhagem celular 293FT virgem, isto é, antes da modificacdo génica. Foi obtida a suspenséo
celular na concentragdo 1x10° células/ mL em PBS 1x e analisadas em citometro de fluxo

FACSscan. Os resultados foram expressos em percentagem de células positivas para GFP.

4.3.6. Andlise da Linhagem Celular Humana 293FT/GBA_Mut-1

Para caracterizacdo da linhagem celular com producdo estavel de GBA_Mut-1 foi
avaliada o nivel de producéo da enzima recombinante GBA_Mut-1 secretada no sobrenadante
da cultura celular e da enzima recombinante GBA_Mut-1 intracelular. No primeiro caso, o
nivel de enzima lisossomal recombinante produzida foi avaliada por mL de meio de cultura
ou pelo numero de células. No segundo caso, o nivel de enzima lisossomal recombinante
produzida é avaliada pela atividade especifica, isto é, [lU GBA/mg de proteina. Para tanto, foi
necessario quantificar a proteina total por meio do método de Lowry.

Para a padronizagdo do ensaio de atividade bioldgica da enzima lisossomal contamos
com a colaboragdo da Profa. Dra. Véania D’Almeida, coordenadora do Laboratério de Erros
Inatos do Metabolismo do Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de Sao
Paulo. A atividade biologica foi determinada por meio do ensaio fluorimétrico que permite

avaliar a quantidade de moléculas fluorescentes presentes na amostra liberadas com 0 4MU

4.3.6.1. Coleta do Sobrenadante Celular
Para a coleta do sobrenadante, 2x10° células foram plaqueadas em placas 6 well com
meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de antibi6tico. Apds 24 horas, 0 meio foi

retirado, as células foram lavadas 1 vez com 1 mL de meio DMEM sem SFB e em seguida foi
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adicionado 1,8 mL de meio DMEM sem SFB. Apos 48h, o sobrenadante foi coletado e
centrifugado a 1.500 rpm por 15 min. a 14°C para retirada dos debris celulares. Em seguida, o
sobrenadante foi distribuido em aliquotas para armazenar a -80°C até o momento da analise
da atividade bioldgica.

Além disso, as células foram submetidas ao tratamento com tripsina (400 uL) para a
obtencdo da suspensao celular e determinacdo do numero de células/ cultura celular. Nesse
caso, conforme a confluéncia da cultura, as células foram ressuspendidas em 0,5-1,0 mL de

meio DMEM/10% SFB para contagem em camara de Neubauer.

4.3.6.2. Preparo de Extrato Proteico Celular

Para a coleta de proteina intracelular, 1,5x10° células foram plaqueadas em placas 6
well, com meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico. Ap6s 24 horas,
0 meio foi descartado, as células foram lavadas em meio DMEM/10% SFB e adicionado 1,8
mL de meio DMEM/10% SFB. Apo6s 48 horas, a coleta foi realizada. Para isso, o meio foi
descartado, e as células lavadas com PBS e submetidas ao tratamento com tripsina (400 uL).
Ap6s a inativacdo da tripsina com 2 volumes de meio com SFB, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio DMEM/10%SFB e realizada a contagem do numero de
células em Camara de Neubauer. Apds a determinacdo do nimero de células, as mesmas sao
centrifugada, lavadas 1 vez em PBS e ressuspendidas em 245 pL de Mammalian Protein
Extraction Buffer (GE Healthcare Life Sciences) e 5 pL de Inibidor de Protease (Protease

Inhibitor Cocktail P8340, Sigma). O extrato celular foi aliquotado e armazenado a -80°C.

4.3.6.3. Quantificacdo de Proteinas Totais pelo Método de Lowry

O método de Lowry utiliza-se do principio da espectrofotometria descrita pela Lei de
Lambert-Beer, a qual afirma que h& uma relagdo linear entre a absorbancia (A) e a
concentracdo de determinada substancia num dado comprimento de onda, desde que o
caminho oOtico seja constante (Lowry et al., 1951). Assim, foi preparada uma solucéo padréo
de concentragdo conhecida, no caso, a albumina bovina (BSA) e a dosagem proteica foi
realizada utilizando o kit colorimétrico DC Protein Assay Reagent (Bio-Rad — No Catalogo
500-0113 e 500-0114) e seguindo as recomendacdes do fabricante. Foi realizada uma dilui¢éo
seriada 1:2 a partir da solugdo mée, na concentracdo de 1,4 mg/mL. O principio basico do
método de Lowry consiste na ligacdo do reagente a aminoacidos tirosina e triptofano. Apos a
ligagdo as proteinas observa-se uma mudanca no perfil cromético e a leitura pode ser

realizada em comprimento de onda de 750 nm.
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As proteinas foram quantificadas em um espectofotémetro, a partir da construcdo da
curva de calibracdo com albumina de soro bovino como padrdo obtido ap6s o preparo de
quatro dilui¢bes da solucdo-mde. As concentracdes utilizadas da albumina de soro bovino
foram: 1,4 mg/mL, 0,7 mg/mL, 0,35 mg/mL e 0,175 mg/mL.
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Figura 10. Gréfico da curva padrdo para quantificacdo de proteinas pelo método de Lowry. A
curva padrdo foi construida com a BSA nas seguintes concentra¢cbes em mg/mL: 1,4; 0,7; 0,35 e
0,175.

Com base na equacdo da reta obtida e nos valores de leituras da absorbancia, foram
obtidos os valores das respectivas quantificacbes de proteina total (Tabela 4) de cada amostra.
Esses valores foram utilizados para obter a diluicdo necessaria para que seja adicionado entre

40-60 g de proteina na reagdo para a analise da atividade bioldgica.
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Tabela 4. Quantificagdo de Proteinas das linhagens L20_293-FT_P2_GBA_Mut- 1 e 293FT
virgem pelo método de Lowry

Culturas celulares Proteinas
(mg/ml)

293-FT Controle (1) 4,186
293-FT Controle (2) 4,158
293-FT Controle (3) 3,554
293-FT Controle (4) 4,560
L20 293-FT P2 GBA Mut-1 (1) 3,625
L20 293-FT P2 GBA Mut-1 (2) 3,611
L20 293-FT P2 GBA Mut-1 (3) 2,979
L20 293-FT P2 GBA Mut-1 (4) 2,202
Leucdcito 1,340

4.3.6.4. Andlise da Atividade Bioldgica da Enzima Lisossomal por Fluorimetria

O método permite medir a intensidade de fluorescéncia emitida pelo composto
fluorescente 4-metilumbeliferona (4MU) utilizando comprimento de onda de excitacdo de 360
nm e emissdo de 450 nm. As leituras foram realizadas nos fluorimetros SpectraMax M2
(Molecular Devices, UNIFESP) e Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent,
USP).

Para tanto, primeiro foi construida uma curva padrdo contendo concentracdes
conhecidas do substrato sintético 4-MU e realizada a leitura no fluorimetro utilizando os
comprimentos de onda acima descritos. No caso da fluorescéncia, sua intensidade nem
sempre é funcdo linear da concentracdo porque ela € muito mais suscetivel a variacdo de
fatores ambientais (pH, temperatura etc.) do que a absorbancia. Além disso, a fluorescéncia
emitida por uma substancia pode tambeém ser absorvida ou diminuida por outras substancias
da amostra (quenching). A curva padrdo com o composto 4-MU deve ser realizada em cada
analise enzimatica e uma das curvas obtidas esta representada na figura 10. A partir da curva

padrdo pode-se obter a quantidade de 4 MU liberada nas respectivas amostras biologicas.
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Figura 11. Gréafico da curva padrdo para determinacdo da atividade biolégica in vitro da GBA. A
curva padréo foi construida com o substrato sintético 4MU nas seguintes concentra¢cdes em nmol: 1,5;
0,75; 0,1875; 0,09375 e 0,0468.

Como controle da reacdo foi utilizado um pool de leucdcitos de pessoas saudaveis.
Esse precipitado celular foi sonicado (amplitude 60%) para que ocorra a lise celular (3 vezes
de 10 segundos cada) ou até formar uma solucdo homogénea. Antes de realizar a dosagem
enzimatica, foi avaliada a quantidade de proteina presente na amostra. Apds a leitura da
proteina, os resultados foram analisados para que o valor de absorbancia obtido nesta leitura
corresponda a uma quantidade de proteina entre 40-60ug nos 30ul de amostra que foi
utilizado no ensaio de atividade.

O ensaio de atividade bioldgica foi realizado em tubo Eppendorf ambar em um
volume final de 100 pL nas seguintes condigdes: 20ul de solugao trabalho (TDC [taurocolato
de sodio] a 2% + tampdo citrato/ fosfato 0,5 M pH 5,0); 50 pL de substrato 4
metilumbeliferona — B-D- glicopiranosidio (4MUG, 20 mM) e 30ul da amostra (sobrenadante
ou lisado celular recém sonicado com 40 a 60 pg de proteina total). As reacbes foram
incubadas a 37°C em banho maria por 2h, sob agitacdo de 100 rpm. Apos 2h, as amostras
foram resfriadas em gelo por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 2 mL da solu¢cdo STOP
(0,25 M glicina, pH 5,1) e realizou-se a leitura em fluorimetro como descrito acima. Para
tanto, foram transferidos 300 pL da solugéo de reagdo em placa preta.

Uma unidade de atividade bioldgica da enzima lisossomal GBA foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 nmol de 4 MU por hora e por mL de meio de
cultura. A atividade especifica foi definida como a atividade biolégica da enzima GBA por

mg de proteina.
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4.3.7. Andlises Estatisticas

A estratégia utilizada para a analise does resultados foi a utilizacdo de métodos
estatisticos considerando o pequeno nimero de amostras (n=4)/ grupo e a grande dispersao
dos dados. Para andlise estatistica dos dados referentes a avaliacdo da atividade bioldgica da
enzima lisossomal GBA secretada e intracelular na populacdo celular L20 293-
FT_GBA_Mut-1 e populacdo celular virgem foi aplicado o teste t assumindo que as
variancias das duas populacdes sdo diferentes, ou Teste t de Welch. A hipotese nula assume
que a média do nivel da enzima GBA nas duas populagdes celulares, no caso a populacao
celular virgem e a populacéo celular modificada geneticamente utilizando o sistema lentiviral,
sdo similares. A hipdtese alternativa indica que as duas populagdes celulares produzem niveis
diferentes da enzima lisossomal GBA.

Apesar do numero pequeno de amostras optamos por realizar uma analise estatistica
para investigar uma possivel associacdo entre o nivel de enzima secretada e o nivel de enzima
intracelular para ambas populacdes celulares (293FT virgem e L20 293-FT_GBA_Mut-1).
Para tanto, foi determinado o coeficiente de correlagdo de Spearman a partir do nivel de
enzima secretada/ 10° células versus o nivel de enzima intracelular/10° células sem qualquer
restricdo sobre a distribuicdo dos valores.

Os gréficos foram gerados pelo software GraphPad Prism versdao 5.00 (GraphPad
Software, San Diego California USA) e o programa R (versao 3.4.3) e as analises estatisticas

foram realizadas pelo programa R.
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5. RESULTADOS

Os resultados a seguir estdo organizados em duas partes: a primeira parte mostra a
geracdo de duas linhagens celulares com producéo estavel de GFP, sob controle do promotor
HeFla e a segunda parte mostra a geracao de uma linhagem celular com producéo estavel da
enzima lisossomal B-glicosilceramidase recombinante e mutante nomeada por GBA_Mut-1
sob controle do promotor HeF1la.

Em um trabalho anterior, essa enzima lisossomal recombinante e mutante GBA_ Mut-1
foi caracterizada por meio da producdo transiente na linhagem celular 293FT e mostrou
apresentar niveis mais elevados da enzima lisossomal, quando comparada as outras moléculas
recombinantes mutantes. Nesse estudo, essa enzima GBA_Mut-1 foi caracterizada por meio

da producéo estavel na linhagem celular humana 293FT.

5.1. A construcdo plasmidial pLV_HeFla_GFP_UbC_Puro portadora de GFP sob
controle do promotor HeFla apresenta capacidade de formar particulas virais

Para geracdo de uma linhagem celular com producdo estavel de GFP é necessario o
calculo do titulo viral para que a linhagem celular humana possa ser modificada com um MOI
(multiplicidade de infeccdo) conhecido. Nesse caso, o titulo viral pode ser determinado a
partir da analise da eficiéncia de transducédo lentiviral avaliada por citometria de fluxo (FACS)
como a porcentagem de células 293-FT/GFP” pela intensidade de fluorescéncia.

Para tanto, uma quantidade definida de células foi submetida a diferentes volumes virais
e a porcentagem de células positivas para 0 GFP foi avaliada 48 h apds a infeccdo. Conforme
mostra as figuras 12 e 13, as populacdes celulares apresentaram uma média de células
positivas de 16,5%, 29,9% e 39,3% para 2uL, 5 pL e 10 pL do concentrado lentiviral,

respectivamente.
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Figura 12. Porcentagem de células 293FT que expressam GFP antes e ap0ds a transducao lentiviral, a
partir da avaliacdo por FACS. (A) gréfico dotplot para identificacdo da populagdo celular 293-FT de
acordo com os parametros de dispersdo frontal (FSC, tamanho e forma celular) e dispersdo lateral
(SSC, granulosidade e complexidade). (B) andlise por citometria de fluxo mostrando a auséncia de
células positivas para GFP na populacdo celular 293FT virgem. O gréfico de histograma com
intensidade de fluorescéncia vs nimero de eventos avaliados mostra que a curva até 10" representa a
populacdo 293FT negativa para GFP. (C e D) porcentagem de células 293FT positivas para GFP, 48 h
apos a transducdo com 2 ulL do concentrado lentiviral portador do gene GFP.
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Figura 13. Porcentagem de células 293FT que expressam GFP, ap6s a transducdo com diferentes
concentracdes de lentivirus, a partir da avaliacdo por FACS. (E e F) porcentagem de células 293FT

positivas para GFP, 48 h ap6s a transdugdo com 5 uL do concentrado lentiviral portador do gene GFP.
(G e H) porcentagem de células 293FT positivas para GFP, 48 h ap6s a transdugdo com 10 uL do

concentrado lentiviral portador do gene GFP.
A partir destes dados de positividade de GFP por citometria de fluxo pdde-se obter o

titulo viral no sobrenadante da cultura celular. O titulo médio obtido foi da ordem de 7,9x10°

unidades transducionais por mililitro de sobrenadante viral.
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5.2.Avaliacédo da eficiéncia da transducéo ex vivo da linhagem celular 293-FT utilizando
o sistema lentiviral

Devido ao potencial interesse terapéutico de se conseguir realizar a transferéncia de
material genético em uma célula humana utilizando o sistema lentiviral em ensaios de terapia
génica com baixa carga viral, bem como, ensaios de terapia celular com foco no processo de
reprogramacao génica, ou ainda, o interesse biotecnoldgico de se conseguir gerar uma célula
humana com varias cépias do gene terapéutico para a producdo em larga escala do mesmo foi
investigada a eficiéncia de transducdo ex vivo da célula humana 293-FT frente a exposi¢do a
diferentes cargas virais e a capacidade de modificar permanentemente o contetdo genético da
célula alvo. Para tanto, foram geradas duas populacfes celulares com producdo estavel de
GFP: 1) L22 293-FT_GFP_ML1, a qual foi submetida a um unico ciclo de transducdo com
MOI igual a 1 e 2) L22 293-FT_GFP_M10 a qual foi submetida a trés ciclos de transducéo
com MOI igual a 10. Apos a transducdo, as populagdes celulares foram submetidas ao
tratamento com o antibiético puromicina (2 pg/mL) por 10 dias e ao termino da recuperacao
desse tratamento, as populac6es celulares foram caracterizadas quanto ao nivel de expressdo
de GFP.

Conforme mostra a figura 14, a populacdo celular L22_293-FT_GFP_M1 apresenta
niveis de GFP da ordem de 67% (figura 14C) e a populacgdo celular L22_293-FT_GFP_M10
apresenta niveis de GFP da ordem de 97,4% (figura 14 D). Observou-se também que a
populacdo celular ndo transduzida ndo expressa GFP (figura 14 B). Portanto, concluimos que
é possivel infeccdo da linhagem celular humana 293FT com baixa carga viral (MOI 1) e que a
infeccdo com maior carga viral (MOI 10) promoveu um aumento no percentual de células
GFP".
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Figura 14. Caracterizacdo de duas populacBes celulares transgénicas com expressao permanente de
GFP, apos o tratamento com puromicina. (A) grafico dotplot para identificacdo da populacdo celular
293-FT de acordo com os pardmetros de dispersao frontal (FSC, tamanho e forma celular) e disperséo
lateral (SSC, granulosidade e complexidade). (B) analise por citometria de fluxo mostrando a auséncia
de células positivas para GFP na populacdo celular 293FT antes da transdugdo lentiviral. (C)
populacdo celular transgénica L22_293-FT_GFP_M1 em que 67% das células expressam GFP. (D)
populacéo celular transgénica L22_293-FT_GFP_M10 em que 97,4% das células expressam GFP.

Foi interessante observar que a populacdo celular transduzida com baixa carga viral é
mais heterogénea quanto o nivel de expressdo de GFP mesmo apdés a selegdo com puromicina,
quando comparada a populacdo celular que recebeu maior carga viral. A andlise por
citometria de fluxo permitiu identificar que a linhagem celular L22 293-FT_GFP_M1

apresenta trés subpopulagdes distintas fenotipicamente, com relacéo ao nivel de expressdo do
transgene. Conforme mostra a figura 15 (A e B), a subpopulacdo mais abundante nomeada

por P1 (cerca de 50% da populacgdo total) expressa niveis mais elevados de GFP, porém ha
pelo menos duas outras subpopulagdes celulares que podem ser detectadas por citometria de
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fluxo com menores niveis de GFP. Essas duas subpopula¢gdes nomeadas por P2 e P3 estdo

presentes nas proporgdes 7,1% e 4,6%, respectivamente.
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Figura 15. Heterogeneidade da populacdo celular transgénica L22_293-FT_GFP_M1. Andlise das
subpopulacdes obtidas ap6s a selecdo com puromicina. (A) grafico dotplot para identificagdo da
populagdo celular L22_293-FT_GFP_M1 de acordo com os parametros de dispersdo frontal (FSC,
tamanho e forma celular) e dispersdo lateral (SSC, granulosidade e complexidade) (B) grafico dotplot
demonstrando as 3 subpopulagdes P1, P2 e P3 que expressam diferentes niveis de GFP.

Por outro lado, a populacdo transgénica L22 293-FT_GFP_M10 é mais homogénea
em relacdo ao nivel de expressdao de GFP. Conforme mostra a figura 16, a analise por
citometria de fluxo permitiu identificar duas subpopulagdes distintas fenotipicamente, com
relacdo ao nivel de expressdo do transgene: a subpopulacdo P1 presente na proporcao de 86%
e expressa elevados niveis de GFP e a subpopulacdo P2 presente na proporcdo de 2% e

expressa niveis intermediarios de GFP.
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Figura 16. Menor heterogeneidade da populagéo celular transgénica L22_293-FT_GFP_M10. Anélise
da populagdo celular com producéo permanente de GFP por citometria de fluxo. (A) gréafico dotplot
para identificacdo da populagdo celular L22_293-FT_GFP_M1 de acordo com o0s parametros de
dispersdo frontal (FSC, tamanho e forma celular) e dispersdo lateral (SSC, granulosidade e
complexidade) (B) grafico dotplot demonstrando que 90% da populacdo celular expressa elevados
niveis de GFP.

Esses dados sugerem que a modificacdo génica de linhagens celulares humanas com
maior carga viral favorece a obtencdo de populagfes transgénicas mais homogéneas. Com
base nesses dados, prosseguiu-se o estudo para a geracdo de uma terceira populacdo celular

transgénica com MOl igual a 15.

5.3. Geracdo de uma populacao celular humana com producdo permanente do transgene
GBA_Mut-1.

O primeiro passo foi determinar o titulo viral, nesse caso, por PCR em tempo real. Para
tanto, a linhagem celular 293FT foi transduzida com trés diferentes concentragfes virais.
ApoOs 48 h, as células foram coletadas, o0 DNA gendmico isolado e avaliada a integracdo do
DNA proviral por meio da amplificacdo da sequéncia LTR. Como controle endégeno foi
selecionado o gene da B-actina.

Conforme mostra a tabela 5, quanto maior a carga viral, maior o titulo viral. Para
determinacdo do titulo viral foi considerado a média dos trés ensaios experimentais indicando

um titulo viral da ordem de 4,3 x 10" TU/m.
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Tabela 5. Titulo do sobrenadante viral utilizando diferentes concentragdes virais

Amostras Titulo Viral
(UT/mL)
293-FT/ 2 pL Concentrado Viral 1x 10’
(LV_GBA_Mut-1)
293-FT/ 5 pL Concentrado Viral 4x 10’
(LV_GBA_Mut-1)
293-FT/ 10 pL Concentrado Viral 8 x 10’
(LV_GBA_ Mut-1)
Média 4,3 x 10’

O préximo passo foi gerar uma populacdo celular com producéo estavel da enzima
lisossomal GBA-Mut-1. Para tanto, a linhagem celular 293-FT foi transduzida com o vetor
LV_GBA_mut-1 utilizando MOI de 15. Cerca de 48-72 h apds a transducdo, as células foram
submetidas ao tratamento com puromicina durante 10 dias. ApOs a recuperacao desse
tratamento, a populacdo celular L20_293-FT/GBA_Mut-1 foi caracterizada quanto o nivel de
producdo da enzima lisossomal recombinante secretada e intracelular.

Para estabelecer o nivel de producdo de GBA_mut-1 em monocamada na auséncia de
10% SFB, a linhagem celular L20_293-FT/GBA_mut-1 foi cultivada em placas de 6 po¢os
até a obtencdo de 50% de confluéncia. A partir desse momento, 0 meio de cultura foi
removido e adicionou-se 1,8 mL de meio de cultura fresco sem SFB. Ap6s 48 h, 0 meio de
cultura foi coletado e mantido a -80C até a avaliacdo da atividade bioldgica. O cultivo da
linhagem celular virgem foi realizado sob as mesmas condicdes e a atividade bioldgica foi
avaliada simultaneamente. Conforme mostra a figura 17, ap6s 48 h a célula virgem secreta
niveis de GBA da ordem de 4,35 + 0,78 U/mL, enquanto a populacdo celular L20_ 293-
FT/GBA_Mut-1 produz niveis de GBA da ordem de 34,19 + 4,74 U/mL, cerca de 7,85 vezes
maior que a celula virgem. Essa diferenca é significativa (t-test two sample, p = 0,0071 com

teste de Welch assumindo as variancias desiguais).
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Figura 17. Produgdo da enzima lisossomal GBA na auséncia de SFB, pela linhagem celular
L20 _293-FT_GBA_Mut-1, apds 48 h de cultivo estatico em monocamada. O nimero de unidades de
GBA biologicamente ativa foi determinado pelo ensaio fluorimétrico. A linhagem celular L20_293-
FT_GBA_Mut-1 produz 7,85 vezes mais GBA que a linhagem celular virgem. Valores
estatisticamente significativos (p = 0,0071).

As medidas de atividade biologica de GBA foram determinadas pelo nimero de
células presentes em cada cultura celular. Assim, ap6s a coleta do sobrenadante, as células
foram coletadas e quantificadas apds o cultivo sem SFB. A partir desses valores pode-se obter
a produtividade da linhagem L20 293-FT_GBA Mut-1 em cultivo em monocamada.
Conforme mostra a figura 18, a produtividade dessa linhagem celular em meio sem SFB foi
da ordem de 38,74 + 4,8 U/ 10° células, enquanto a produtividade da célula virgem é da
ordem de 3,8 + 0,6 U/ 10° células. Isso indica um aumento de produtividade de 10,14 vezes.
Essa diferenca é significativa (t-test two sample, p = 0,0049 com teste de Welch assumindo as

variancias desiguais).
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Figura 18. Produtividade da populacdo celular L20_293-FT_GBA_Mut-1 na auséncia de SFB, ap0s
48 h de cultivo estatico em monocamada. O nimero de unidades de GBA biologicamente ativa foi
determinado pelo ensaio fluorimétrico. A produtividade da linhagem celular L20_293-
FT_GBA_Mut-1 é cerca de 10,14 vezes maior comparado com a linhagem celular virgem. Valores
estatisticamente significativos (p = 0,0049).

O ensaio de produtividade é importante considerando que se pdde observar que o
crescimento da célula virgem foi cerca de 1,29 vezes maior que a populagdo celular com
produgdo permanente de GBA_Mut-1 conforme mostra a tabela 6. Essa diferenca é
significativa (p = 0,036).

Tabela 6. Atividade bioldgica da molécula GBA Mut-1 secretada pela linhagem celular

L20 _293-FT_GBA_Mut-1 obtida ap6s a modificacdo génica utilizando o sistema lentiviral.
Como controle foi avaliada a atividade bioldgica de GBA da célula virgem.

Culturas independentes Numero de Atividade Produtividade
células Bioldgica (U/mL) (U7 10° células)
293-FT Controle (1) 1.550.000 5,229 5,06
293-FT Controle (2) 1.650.000 2,964 2,694
293-FT Controle (3) 1.700.000 3,093 2,729
293-FT Controle (4) 1.950.000 6,134 4,719
L20 293 FT_GBA_ Mut-1 (1) 1.200.000 20,718 25,897
L20_293-FT_GBA_Mut-1 (2) 1.150.000 37,624 49,074
L20 293-FT_GBA_Mut-1 (3) 1.300.000 35,577 41,051
L20 293-FT_GBA Mut-1 (4) 1.650.000 42,849 38,953

Foi também avaliada a atividade enzimatica especifica da linhagem celular L20_293-
FT_GBA_Mut-1 que foi da ordem de 231,8 + 51,62 U/mg de proteina total (Figura 19). A
atividade especifica da linhagem celular virgem (293-FT) foi de 51,32 + 9,22 U/mg de



74

proteina total (Figura 19). Observou-se portanto, que a atividade especifica da enzima
recombinante é cerca de 4,5 vezes comparada com a enzima produzida pela célula virgem.
Essa diferenca é significativa (t-test two sample, p = 0,037 com teste de Welch assumindo as

variancias desiguais).
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Figura 19. Atividade especifica da enzima recombinante GBA produzida pela linhagem L20 293-
FT_GBA_Mut-1. Foram utilizados 40-60 ug do extrato proteico total obtido ap6s a coleta das
celulas em cultura, seguida da lise celular por sonicacdo. A reacdo foi realizada a 37C por 2 horas
utilizando o substrato sintético 4AMUG. Os valores da atividade especifica da enzima GBA
lisossomal foram determinados pelo ensaio fluorimétrico e apresentam niveis 4,51 vezes maiores que
a linhagem 293-FT virgem. Valores estatisticamente significativos (p = 0,037).

As medidas de atividade bioldgica de GBA intracelular foram determinadas pelo
namero de células presentes em cada cultura celular. Assim, antes da obtencdo do extrato
proteico total, as células foram lavadas em PBS, coletadas e quantificado o numero total de
células/cultura celular. A partir desses valores pdde-se obter a produtividade da linhagem
celular L20_293-FT_GBA_Mut-1 em cultivo em monocamada por 48 h em meio com SFB.
Conforme mostra a figura 20, os niveis de producéo de GBA por essa linhagem celular foram
119,1 + 34,71 U GBA/ 10° células, comparado com a célula virgem que mostrou niveis de
producao de GBA intracelular da ordem de 25,62 + 6,55 U GBA/ 10° células. Isso indica um
aumento de produtividade de 4,64 vezes, porém estatisticamente os valores ndo foram
significativos (t-test two sample, p = 0,07 com teste de Welch assumindo as variancias

desiguais).



75

GBA intracelular (48 h de cultivo)

200 -
g w150 1
O 5
v g
B . 100 -
2°g
Z ~
F =}
< 2 50 -
0 -
293-FT L20_293-FT
virgem GBA_Mut-1

Figura 20. Produtividade da linhagem celular L20_293-FT_GBA_Mut-1 e linhagem celular controle
(293-FT virgem). O nimero de unidades de GBA biologicamente ativa foi determinado pelo ensaio
fluorimétrico. A produtividade da linhagem celular L20_293-FT_GBA_ Mut-1 é cerca de 4,64 vezes
maior comparado com a linhagem celular virgem. Valores néo significativos (p = 0,07).

O ensaio de produtividade é importante considerando que se pdde observar que o
crescimento da célula virgem foi cerca de 1,63 vezes maior que a populacdo celular com
produgdo permanente de GBA_Mut-1 conforme mostra a tabela 7. Essa diferenca é
significativa (p = 0,0083).

Tabela 7. Atividade biol6gica da molécula GBA_Mut-1 produzida pela linhagem celular L20_293-

FT_GBA_Mut-1 obtida ap6s a modificacdo génica utilizando o sistema lentiviral. Como controle foi
avaliada a atividade biol6gica de GBA da célula virgem.

Culturas independentes Numero de Atividade Produtividade

células Especifica (U/mg)  (U/ 10° células)
293-FT Controle 1 1.800.000 70,634 41,069
293-FT Controle 2 2.500.000 26,214 10,899
293-FT Controle 3 2.450.000 55,495 19,762
293-FT Controle 4 2.000.000 53,495 30,754
L20_293-FT_GBA_Mut-1 (1) 1.600.000 296,413 163,259
L20_293-FT_GBA_Mut-1 (2) 1.400.000 109,950 70,904
L20_293-FT_GBA_Mut-1 (3) 1.300.000 335,834 192,377
L20 293-FT_GBA Mut-1 (4) 2.050.000 185,154 49,730

A analise comparativa do nivel da enzima lisossomal GBA recombinante secretada e

intracelular/10° , na qual as células foram cultivadas por 48 h em monocamada, pode ser
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observada na figura 21. Como controle, foi utilizada a linhagem celular 293-FT virgem. Essa
anélise mostra que o nivel da enzima GBA intracelular é 119,1 + 34,71 U GBA/10° células
L20 293-FT_GBA_Mut-1, cerca de trés vezes maior que da enzima GBA secretada no
sobrenadante por essa mesma linhagem (38,74 + 4,86 /10° células L20_293-FT_GBA_Mut-
1). Na linhagem controle, o nivel da enzima lisossomal GBA intracelular é 25,62 + 2,09 /10°
células 293-FT, enquanto que o nivel da enzima lisossomal GBA secretada é da ordem de 3,8
+0,63/10° células 293-FT.
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Figura 21. Analise comparativa do nivel da enzima lisossomal GBA secretada e intracelular/10°
células L20 293-FT_GBA Mut-1 e linhagem controle apds 48 h de cultivo estatico em
monocamada.

Por fim, para melhor avaliar o grau de relagéo entre as duas variaveis (GBA secretada
X GBA intracelular) foi realizada a andlise de correlacdo aplicando o teste de Spearman. A
figura 22 mostra a ocorréncia de correla¢do entre as duas varidveis com um valor estatistico
significativo (p = 0,0072) e um coeficiente de associacdo de rho = 0,88. Esses dados sugerem
que as amostras celulares que produzem maior quantidade de GBA intracelular secretam
maior quantidade de GBA no sobrenadante. A analise mostra também uma maior variagéo
dos niveis da enzima GBA secretada e intracelular na linhagem L20 293-FT_GBA_Mut-1

(simbolo +) comparada com a linhagem celular virgem (simbolo *).
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Figura 22. Associacdo entre o nivel da enzima GBA secretada e o nivel da enzima GBA intracelular
produzida pela linhagem celular L20_293-FT_GBA_Mut-1 e linhagem controle apds 48 h de cultivo
estatico em monocamada. O coeficiente de correlagdo de Spearman rho = 0,88 e valor de p = 0,0072
indicando que existem fortes indicios que maiores niveis de GBA intracelular implicam em maiores
niveis de GBA secretada no sobrenadante da cultura celular.
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6. DISCUSSAO

Geracdo de duas linhagens celulares com producéo estavel de GFP:

No presente trabalho foram desenvolvidas inicialmente, duas linhagens celulares
humanas modificadas geneticamente com o gene reporter GFP por meio do sistema lentiviral,
utilizando dois MOIs diferentes (1 e 10). Para isso, ambas linhagens celulares foram
submetidas a andlise por citometria de fluxo e realizada a comparagao entre elas. A linhagem
celular L22_293-FT_GFP_M1, transduzida com um unico ciclo e MOI igual a 1 obteve cerca
de 67% de células positivas e a linhagem celular L22_293-FT_GFP_M10, transduzida com 3
ciclos e MOl igual a 10, obteve cerca de 97,4% de células positivas para infeccdo com GFP.
Foi observada uma diferenca de cerca de 30% de células positivas para GFP entre elas,
sugerindo que ha uma correlacdo entre a quantidade de virus inoculada nas células e a
eficiéncia de modificacdo génica das células.

No estudo de Picanco e colaboradores (2007) foi utilizado um vetor lentiviral portador
do cDNA relativo ao fator VIII da coagulagdo e do cDNA relativo a GFP e a mesma linhagem
celular (293-T) foi transduzida com um unico ciclo e utilizando MOI de 5,0. Os autores
demonstraram a presenca de cerca de 55% de células positivas para GFP. Os autores
observaram ainda que a eficiéncia de transducédo esta associada com o tipo celular em estudo.
Por exemplo, utilizando as mesmas condi¢des de transducdo a porcentagem de células
positivas para GFP variou entre 20 e 74% conforme o tipo celular (Picango et al., 2007).

No presente estudo, a eficiéncia da transducdo foi avaliada ndo conforme o tipo
celular, mas em relacdo a carga viral. Foi observada uma porcentagem de 97,4% de células
positivas para GFP utilizando um MOI igual a 10 demonstrando a variedade de parametros
que podem influenciar a eficiéncia da transducéo viral.

Geragdo de uma linhagem celular com producgéo estavel da enzima lisossomal B-
glicosilceramidase recombinante e mutante nomeada por GBA_ Mut-1 sob controle do
promotor HeFla:

Os dados obtidos das linhagens celulares com producao estavel de GFP sugeriram que
modificagdes génicas em linhagens celulares humanas com maior carga viral, favoreceram a
obtencdo de populacBes transgénicas mais homogéneas. A partir de tais resultados uma
linhagem celular humana com producéo permanente de GBA por meio do sistema lentiviral
foi produzida, utilizando um MOI igual a 15.

Desta forma, no presente trabalho foi gerada uma linhagem celular humana portadora

do cDNA relativo a enzima glicosilceramidase com mutagdes missense (GBA_Mut-1), que
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mostrou producdo estavel e apresentou niveis de secre¢do da proteina no sobrenadante da
linhagem celular 293T-FT e também elevados niveis da proteina intracelular quando realizada
analise comparativa com a linhagem controle 293-FT ndo transduzida. A analise da atividade
bioldgica da enzima GBA secretada no sobrenadante celular mostrou que a linhagem controle
obteve média de 4,35 U GBA/ mL de sobrenadante e uma producdo de 3,8 U GBA/ 10°
celulas, enquanto que, a linhagem L20 293-FT_GBA_Mut-1, obteve uma atividade
enzimatica de 34,19 U/ mL de sobrenadante e uma producdo de 3,74 U/ 10° células. Tais
resultados demonstram que a linhagem mutante gerada com o vetor lentiviral produziu 7,85 e
10,14 vezes mais do que a linhagem controle por mL de sobrenadante e por milh&o de células,
respectivamente. KIM e colaboradores (2004) utilizaram um MOI entre 10 e 50 para
transducdo das linhagens celulares humanas (HelLa, SH-SY5Y e HEK293) e também
obtiveram no sobrenadante celular niveis mais elevados da enzima GBA secretada: Média
igual a 189 U GBA/mL nas células transduzidas e uma média igual a 80 U GBA/mL nas
linhagens controle, ou seja, no sobrenadante das células transduzidas com o vetor lentiviral foi
observado uma secrecdo de 2,4 vezes mais GBA do que nas células controle. Entretanto,
convém destacar que nesse trabalho o célculo do titulo viral foi realizado por ELISA, com
base na positividade para o antigeno p24 e foi avaliada a producdo transiente, isto é, 5 dias
apos a transducdo viral, o que pode explicar, em parte, as diferencas observadas. Em um
trabalho anterior em nosso laboratério, demonstramos que, 48 h apds a transfeccéo plasmidial
portadora do cDNA relativo a GBA-Mut-1 foi possivel obter uma linhagem celular humana
com producdo transiente da molécula Mut-GBA-1 e o nivel da mesma secretada no
sobrenadante foi 241 U GBA/mL sobrenadante (Gomes e Fontes, com. pessoal). Esses dados,
sugerem que as diferencas de expressdo entre o sistema de producdo transiente e produgéo
estavel pode ser explicada por caracteristicas intrinsecas do sistema uma vez que o nivel de
producdo estavel da proteina recombinante esta diretamente associada ao protocolo de
transducéo viral e ao sitio de insercdo do gene de interesse no genoma do hospedeiro, entre
outros.

A atividade especifica da enzima lisossomal GBA intracelular da linhagem celular
L20 293-FT_GBA_Mut-1 obtida também foi avaliada e comparada com a linhagem controle
293-FT. Esta analise demonstrou que a linhagem controle 293-FT obteve média de 51,32 U
GBA/ mg de proteina e de 25,62 U GBA/ mg de proteina por milhdo de celulas, enquanto que
a linhagem L20 293-FT_GBA_Mut-1, obteve uma atividade enzimética de 231,8 U GBA/

mg de proteina e por milhdo de células de 119,1 U GBA/ mg de proteina, revelando que a
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linhagem transduzida com o vetor lentiviral produziu 4,5 e 4,64 vezes mais do que a linhagem
controle pelo ndmero total de células e por milhdo de células, respectivamente. KIM e
colaboradores (2004) também mostraram uma atividade enzimatica intracelular 2,1 vezes
maiores nas linhagens transduzidas (média igual a 233 U GBA/mg de proteina) do que nas
linhagens utilizadas como controle (média igual a 113 U GBA/mg de proteina).

Correlagdo entre os niveis da enzima lisossomal GBA secretada e intracelular:

A anélise comparativa do nivel da enzima GBA secretada e intracelular/10° células
cultivadas por 48 h mostra que o nivel de GBA intracelular é 119,1 + 34,71 U GBA/10°
células L20_293-FT_GBA_ Mut-1 L, cerca de trés vezes maior que da GBA secretada que é
da ordem de 38,74 + 4,86 /10° células L20_293-FT_GBA_Mut-1. J4 na linhagem controle,
observamos uma diferenca de 6,74 vezes entre os niveis de GBA, onde o nivel de GBA
intracelular é 25,62 + 2,09 /10° células, enquanto que o nivel da GBA secretada é da ordem de
3,8 + 0,63 /10° células. Observando a analise de correlacdo (teste de Spearman), onde se
obteve um coeficiente de associagdo de rho = 0,88, e um valor p significativo igual a 0,0072,
os dados sugerem que as linhagens celulares que produzem maior quantidade de GBA
intracelular, também secretam maior quantidade da enzima no sobrenadante celular. Além
disso, a andlise mostra uma maior variacdo dos niveis de producdo na linhagem celular
L20 293-FT_GBA_Mut-1, quando comparada com a variacdo na linhagem controle. Esses
dados podem ser explicados devido a linhagem L20_293-FT_GBA_Mut-1 ser uma populagéo
heterogénea, também denominada populacdo celular mista, isto €, antes da clonagem celular.
A ocorréncia de subpopulacbes celulares heterogéneas antes da clonagem celular também
poOde ser observada para as outras duas linhagens celulares geradas nesse estudo denominadas
L22 293-FT_GFP_M1 e L22 293-FT_GFP_M10, em que foi possivel identificar, por meio
da citometria de fluxo, subpopulacdes celulares com diferentes niveis de expressdo do gene
GFP.

Tratamento com o agente seletivo puromicina

Uma etapa importante no processo da obtengdo da linhagem celular mutante é a do
tratamento com um agente seletivo para sele¢do apenas das células que apresentam o gene de
interesse. No presente estudo, o vetor pLV_HeFlo_Mut-_UbC_Puro contém o cDNA relativo
ao gene que confere resisténcia a puromicina, e por isso esse antibidtico foi utilizado como
agente de selecdo na concentragdo igual a 2 pg/mL. A dose foi selecionada com base em
testes prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa, em que diferentes concentragdes
foram utilizadas, 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 pg/mL, e foi observado que a dose ICqo de sensibilidade
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das células virgens é de 2 pg/mL. Outros sistemas de selecdo ja foram utilizados para a
geracdo de uma linhagem celular com producdo permanente da enzima lisossomal GBA
recombinante. Por exemplo, no estudo de Novo e colaboradores (2012), os autores
modificaram a linhagem celular CHO-DXB11 utilizando um vetor plasmidial portador do
cDNA relativo a GBA e o gene marcador de selecdo dihidrofolato redutase (DHFR) que
confere resisténcia a metotrexato. Por meio desse sistema de sele¢do, os autores mostraram
que a produtividade dos diferentes clones celulares variou de 1,84 a 3,22 pg GBA/célula
CHO-DXB11_GBA"/dia (Novo et al., 2012).

Padronizacéo e Titulo Viral:

S&o considerados pontos chaves do processo a adequacéo e padronizacgdo dos protocolos
para a entrega do transgene, para a producdo de virus e para o sistema de transfeccdo e
transducdo utilizados (Naldini, 2011). A producdo de vetores lentivirais para a producao de
proteinas de interesse, consiste em etapas moleculares complexas, as quais devem ser bem
planejadas e executadas, pois envolvem pontos criticos, detalhes que devem ser seguidos para
que se tenha sucesso. Apos a padronizacdo dos procedimentos de biologia celular, molecular,
transfeccdo e concentracdo viral para obtencdo do virus, os esfor¢os foram voltados para a
padronizacdo da titulacdo das particulas obtidas. A padronizacdo das técnicas utilizadas no
presente estudo, em conjunto com a contribuicdo de outros pesquisadores e colaboradores,
levou a elaboragdo de protocolos de transfeccdo para producdo lentiviral, titulacdo viral e de
geracdo de linhagem com producdo permanente de enzimas de interesse do Laboratorio de
Doencas Metabdlicas Hereditarias.

As titulagOes obtidas nesse estudo, foram realizadas por meio da citometria de fluxo e
por g- PCR em tempo real. A titulacdo por g-PCR em tempo real € um dos métodos de mais
alta precisdo para se obter o titulo viral (Barczak et al., 2015). Pdde-se observar que foi
possivel a padronizacdo por essa metodologia, como foi demonstrado pelas curvas de
eficiéncia de amplificacéo, as quais apresentaram um R2 igual a 0,99, slope de -3,227 e -3,293
e eficiéncia de amplificacdo de 104 e 101% para o gene LTR e gene enddgeno pB-actina
respectivamente. Esses dados estdo de acordo com as recomendagdes para o0 estabelecimento
de uma quantificacdo por g-PCR (Nolan et., 2006). Ambos os valores dos titulos virais
obtidos 7,9x10° TU/mL e 4,3 x 10" TU/mL para 0os genes GFP e o gene GBA mut-1
respectivamente, estdo de acordo com os valores tipicos para lentivirus encontrado na
literatura que vao de 10° até 10" TU/mL (Kurtner et al., 2009).
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De forma sucinta, os vetores lentivirais produzidos no presente estudo, podem ser
utilizados tanto em pesquisa basica, quanto para producdo de proteinas de interesse
terapéutico e também, em ensaios de terapia génica por meio da expressdo direcionada da
variante génica da GBA analisada nesse estudo. Trata-se de um sistema promissor para
producdo de um produto terapéutico, além disso, pode servir de modelo para estudos in vitro
de outras moléculas recombinantes de interesse terapéutico e testes pré-clinicos, visando
analisar aspectos como integracdo gendmica, producdo e atividade biologica da enzima de
interesse in vivo e manifestacdes clinicas apds o tratamento. Além disso, como a molécula
apresenta potencial para producdo em larga escala, pode refletir em custos menores para a
sociedade brasileira.
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7. CONCLUSOES

v O sistema lentiviral foi efetivo e permitiu a integracdo do gene heterélogo GFP no
DNA gendémico da célula hospedeira 293-FT gerando as linhagens celulares L22_293-
FT_GFP_M1 e L22 293-FT_GFP_M10 transduzidas com MOIs de 1 e 10,

respectivamente;

v Houve diferenca do nivel de expressao de GFP conforme o MOI utilizado. A linhagem
celular L22_293-FT_GFP_M1 transduzida com MOI de 1 e um ciclo de transducéo
mostrou que 67% das células expressam GFP, enquanto que a linhagem celular
L22 293-FT_GFP_M10 transduzida com MOI de 10 e trés ciclos de transducao

mostrou que 94% das células expressam GFP;

v O sistema lentiviral foi efetivo e permitiu a integracdo de um segundo gene heterélogo
GBA_Mut-1 (B-glicosilceramidase_Mut-1) no DNA gendmico da célula hospedeira
293-FT gerando a linhagem celular L20_293-FT_GBA_Mut-1;

v" A linhagem celular L20_293-FT_GBA_Mut-1 apresentou uma producdo de 34,19 +
4,74 U GBA/mL no sobrenadante da cultura, cerca de 7,85 vezes maior que a celula
virgem (cerca de 4,35 + 0,78 U GBA/mL) no cultivo por 48 h em monocamada sem
SFB (p <0,05);

v' A atividade especifica da enzima recombinante produzida pela linhagem celular da
linhagem celular L20 293-FT_GBA_Mut-1 foi da ordem de 231,8 + 51,62 U
GBA/mg de proteina total cerca de 4,5 vezes maior que a célula virgem (51,32 + 9,22
U GBA/mg de proteina total) (p < 0,05);

v" A produtividade da linhagem celular L20 293-FT_GBA_Mut-1 quanto o nivel da
enzima lisossomal GBA secretada é 38,74 + 4,8 U/ 10° células, cerca de 10,14 vezes
maior da célula 293-FT virgem (3,8 + 0,6 U GBA/ 10° células) quando cultivadas por
48 h em monocamada em meio de cultura sem SFB. Essa diferenca é significativa (p <
0,05).

v' Porém, a produtividade da linhagem L20 293-FT_GBA_Mut-1 quanto o nivel de
GBA intracelular ¢ 119,1 + 34,71 U GBA/ 10° células, cerca de 4,64 vezes maior que

0s niveis da enzima lisossomal intracelular da célula virgem (25,62 + 6,55 U GBA/
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10° células). Essa diferenca néo é significativa (p> 0,05), o que pode ser explicado
pela modificagdo génica com apenas um ciclo de transducdo, utilizando MOI de 15.

A andlise da associagdo entre o nivel da enzima lisossomal secretada e da enzima
lisossomal intracelular produzida pela linhagem celular L20 293-FT_GBA _Mut-1 e
linhagem controle apds 48 h de cultivo estatico em monocamada mostrou coeficiente
de correlagdo de Spearman rho = 0,88 e valor de p = 0,0072 indicando que existem
fortes indicios que maiores niveis de GBA intracelular implicam em maiores niveis de

GBA secretada no sobrenadante da cultura celular

As linhagens celulares geradas L22 293-FT_GFP_M1, L22 293-FT_GFP_M10 e
L20 293-FT_GBA_Mut-1 podem ser consideradas como potencialmente adequadas
para futuros estudos que visam realizar a clonagem celular das respectivas populacdes
celulares, caracterizar a enzima recombinante por espectrometria de massa e investigar
caracteristicas especificas do sistema para 0 aumento da producdo das respectivas

proteinas recombinantes.
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ANEXO - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

SOLICITACAO DE DISPENS L DO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE!

Prezads D" Marcia Guimardes Villanova.

Eu, Jessica Luana Souza Cardoso, pesquisadors responsivel pelo estudo “Geragdo de
uma Iwhagem celular com producio permanente da enzima lisossomal B-
ghicocerebrosidase recombinante por meio do sistema lentiviral”, solicito a dispensa da
apresentagio do TCLE — Termo de consentimento livre e esclarecido para esse projeto,
tendo em vista que 0 mesmo utilizard keucocitos obtidos por meio de coleta de sangue,
apenas como valor de referéncia no método fluorimétnco, pa andlise da alividadoc

o

utilizados apenas como valores de referéncia na metodologia. Assim acredito que nlio
scja mecessdrio @ solictag@o do TCLE. Somente para esclarecimento adicional, &
proteina que sera analissda no presente projeto, foi obtida por mew de cultivo da
linhagem celular  comercial 293-FT  (Invitrogen). Assum.  assumo a  toial
responsabilidade pelas informagdes apresentadas.
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