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INTRODUCAO

A terapia génica pode ser definida pela
introducdo e expressdo de genes
recombinantes em células somaticas para
tratar ou prevenir doengas. Uma vez que o
gene de interesse € inserido na célula, a
nova informagdo genética utiliza a
maquinaria celular do hospedeiro para
expressar estes produtos génicos (Garlick &
Fenjves, 1996).

Para aumentar a eficiéncia da transferéncia
do material genético, a injecdo direta do
plasmideo pode ser associada a aplicagao
de pulsos elétricos nas células, que levam a
permeabilizacdo transiente da membrana,
um processo conhecido como
eletropermeabilizacdo ou eletroporagao
(Golzio e col., 2004).

Nosso grupo desenvolve uma linha de
pesquisa no campo da terapia génica para
deficiéncia do horménio de crescimento
(GHD), utilizando uma técnica nao viral de
injecao direta de DNA plasmidial (naked
DNA), seguida por eletrotransferéncia. Com
a utilizacdo deste sistema, niveis de
secregdo de hormbnio de crescimento
humano (hGH) foram mantidos pela
primeira vez, por um periodo de 60 dias, na
circulagio de camundongos  andes
imunodeficientes (lit/scid), com niveis de 1,5
a 3,0 ng hGH/mL, associado a um
crescimento de ~30% desses animais
(Oliveira e col., 2010).

OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho € utilizar
um sistema homodlogo de terapia génica in
Vivo, aplicando a técnica da
eletrotransferéncia de um plasmideo

contendo a sequéncia genbmica do
horménio de crescimento de camundongo
(gmGH) e o promotor da ubiquitina (UBI),
em camundongos anoes imuno-
competentes (lit/lit).

METODOLOGIA

Camundongos andes da linhagem
C57BL/6J-GHRHR"/+ (lit/lit) foram
anestesiados com uma mistura de
quetamina e xilazina, via intraperitoneal. Os
pélos da regido do musculo quadriceps
direito foram removidos e esse musculo foi
exposto para injecdo do DNA ou salina. Os
animais foram divididos em 3 grupos: o
primeiro foi injetado com o plasmideo pUC-
UBI-gmGH (n=8), o segundo com o
plasmideo pUC-UBI-ghGH (n=7) e o
terceiro com solugdo salina estéril (n=6).
Foram aplicados 50 pg de plasmideo
diluidos em um volume de 50 pL de solugao
salina estéril. Logo apdés a injegcao, o
musculo injetado foi submetido a aplicagao
de 8 pulsos de 150 V/cm, com duragéo de
20 milisegundos, e um intervalo de 0,5
segundo entre cada pulso (Oliveira e col.,
2010).

O peso destes animais foi monitorado
diariamente até o 15° dia e depois
semanalmente até o 51° dia, para o calculo
da variagdo de peso e da porcentagem de
aumento de peso. O sangue foi coletado
nos dias 15 e 45 para dosagem de mIGF-I
(fator de crescimento semelhante a insulina
| de camundongo) e de mGH ou hGH. Os
animais foram pesados também nos dias
seguintes das coletas, a fim de verificar a
queda de peso, apos a retirada de
aproximadamente 250 pL de sangue.
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RESULTADOS

No 30° dia apdés a eletrotransferéncia foi
obtida uma porcentagem de aumento de
peso de 16,80 + 5,39% para o grupo pUC-
UBI-gmGH, 8,50 + 5,30% para o grupo
pUC-UBI-ghGH e 7,03 = 1,13% para o
grupo salina, enquanto na Figura 1 é
mostrado o perfil da variagdo de peso
desses animais durante o experimento. A
partir do 30° dia, foi observado um aumento
na variagao de peso do grupo que recebeu
salina, o qual apresentou um aumento
significativo, em relagdo ao tempo 0, no 37°
dia, o que nos leva a conclusao de que o
aumento de peso dos grupos que
receberam DNA apoés o 30° dia, foi
influenciado por um crescimento dos
animais em todos os grupos. Nos 16° e 46°
dias foi observada uma queda da variagao
de peso, a qual € devida a coleta de sangue
dos animais nos dias anteriores a estas
pesagens. Salientamos que este ensaio
continua em andamento.
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Figura 1: Variagdo de peso de
camundongos andes lit/lit apds injecéo
intramuscular de 50 ug do plasmideo pUC-
UBI-gmGH (-e-), pUC-UBI-ghGH (-A-) ou
salina (-m-), seguida de eletrotransferéncia.

Os niveis de mIGF-I, determinados no 15°
dia no soro dos animais que receberam os
plasmideos, foram significativamente
maiores em relagdo ao grupo controle. O
grupo pUC-UBI-gmGH apresentou uma
concentracdo de 79,81 + 20,28 ng/mL,
aparentemente superior a de 53,86 + 21,27
ng/mL apresentada pelo grupo pUC-UBI-
ghGH, enquanto a concentragao de mIGF-|
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para o grupo salina foi de apenas 28,61 +
5,84 ng/mL.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que o
sistema homodlogo (mGH) parece ser mais
eficiente em relacdo ao heterélogo (hGH),
com relagdo ao aumento de peso e niveis
de mlIGF-I dos camundongos lit/lit. Uma
possivel explicacdo para este fato € de que
0S animais imunocompetentes apresentam
uma resposta imunogénica frente a
administragdo do plasmideo contendo o
gene do GH humano, tornando o uso do
sistema homdlogo melhor e mais adequado
para este tipo de terapia génica.
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