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RESUMO

Pelloso, ARA. Avaliacdo de sistema para produgdo de vetores virais amplicons derivados do HSV-1 via
recombinag¢do génica sitio-especifica. Dissertagao (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos,
2022.

JUSTIFICATIVA: Os vetores virais defectivos de tipo amplicon, derivados do virus HSV-1, sdo altamente
versateis, podendo transduzir até 150 kbp em células eucariotas humanas e de diferentes mamiferos. Os
sistemas atuais para producdo de vetores virais do tipo amplicon possuem limitacdes que impedem o uso
de amplicons em protocolos de terapia génica. A principal limitagcdo dos sistemas atuais de produc¢do de
vetores amplicons é a existéncia de contaminac¢do por particulas virais helper e a presenca de DNA de
origem bacteriana no genoma do vetor amplicon, proveniente do plasmideo amplicon. OBJETIVO: Avaliar
um sistema de producdo de vetores amplicons baseado em recombina¢do Cre/lox e Flpe/FRT sitio-
especifica. MATERIAIS E METODOS: Foi utilizado um mddulo amplicon floxeado, contendo as sequéncias
pac e oriS, um transgene (com sequencias FRT adjacentes) e um gene repérter EGFP, clonado no lécus do
gene UL44 (entre o seu promotor e a fase codificante) de um genoma HSV-1 defectivo (AICP4). A producao
de vetores foi realizada em célula transcomplementar expressando o gene ICP4, transfectada com
plasmideo de expressao da recombinase Cre. A insergao do transgene de interesse foi realizada através
de recombinacdo mediada por flipase utilizando os sitios FRT adjacentes e um plasmideo codificante da
proteina fluorescente mCherry flanqueada por sitios FRT. RESULTADOS: Comprovamos que o virus
recombinante manteve sua caracteristica de seguranca de replicacao defectiva, conseguindo apenas se
replicar em células ICP4*. Além disso, embora em baixo titulo de 2 x 10°® TU/mL, na presenca da
recombinase Cre, o sistema produz vetores amplicons. Finalmente, o sistema também foi capaz de
receber um transgene de interesse por recombinacdo sitio-especifica flpe/FRT. CONCLUSAO: O virus
recombinante L.OPCE.L.AJ foi capaz de aceitar o transgene clonado por recombinacdo flpe/FRT e de
produzir vetores amplicons através de recombinagao Cre/lox.

PALAVRAS-CHAVE: Vetor viral; Herpes simplex virus tipo 1; HSV-1; Amplicon; Terapia génica; Cre-Lox;
Flpe/FRT.



ABSTRACT

Pelloso, ARA. Evaluation of a system to produce viral vectors amplicons delivered from HSV-1 with site-
specific genetic recombination. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2022.

BACKGROUND: Defective amplicon viral vectors, derived from the HSV-1 virus, are highly versatile
platforms, being able to transduce up to 150 kbp in human and in different mammalian cells. Current
systems for amplicon vector production have limitations that prevent its use in gene therapy protocols.
The main limitations being the existence of contamination by helper viral particles and the presence of
bacterial origin sequences in the genome of the amplicon vector, belonging to the amplicon plasmid. AIM:
To evaluate an amplicon vector production system based on site-specific Cre/lox and flpe/FRT
recombination. MATERIALS AND METHODS: A floxed amplicon module was used, containing the pac
(packaging sequence) and oriS (origin of replication) sequences, a transgene (with adjacent FRT
sequences) and an EGFP reporter gene, cloned at the UL44 gene locus (between its promoter and its open
reading frame) of a defective HSV-1 genome (AICP4). The production of vectors was carried out in a
transcomplementary cell expressing the ICP4 gene, transfected with a Cre recombinase expression
plasmid. Insertion of the transgene of interest was performed by f19lipase-mediated recombination using
adjacent FRT sites and a plasmid encoding the fluorescent protein mCherry flanked by two parallel FRT
sites. RESULTS: We proved that the recombinant virus maintains its safety feature of defective replication,
being able to replicate only in ICP4* cells. Furthermore, although at a low titer of 2 x 103 TU/mL, in the
presence of the Cre recombinase, the system produces amplicon. Finally, the system was also able to
receive a transgene of interest by flpe/FRT site-specific recombination. CONCLUSIONS: The recombinant
virus L.OPCE.L.AJ was able to accept the cloned transgene by Flpe/FRT recombination and to produce
amplicon vectors through Cre/lox recombination.

KEYWORDS: Viral vector; Herpes Simples 1; HSV-1; Amplicon; Gene therapy; Cre-Lox; Flpe



1. INTRODUGCAO
1.1 Terapia génica

O termo terapia génica compreende procedimentos de transferéncia génica que visam
alterar ou adicionar genes para corrigir uma patologia através de alteracdes moleculares?. Esta
alteracdo pode ocorrer visando a substituicdo ou inativacdo de um gene causador de uma
patologia por um gene saudavel, a partir da introdu¢do de um gene modificado ou nao para
ajudar no tratamento de uma doenca?. Ha diversos tipos de metodologia de transferéncia,
utilizando vetores virais e ndo virais. Os vetores ndo virais sdo originados de plasmideos e/ou
nanoparticulas e apresentam como vantagens a injecao local, administragado repetida e baixa
concentracdo na sua aplicacdo3. Os vetores virais s3o produzidos através de modificacdes in
vitro de um virus, podendo ser derivados de Adenovirus, Retrovirus ou Herpes virus* e
apresentam como vantagens uma maior capacidade de carregar genes de interesse, maior
capacidade de transducdo e tropismos especificos?.

Técnicas de manipula¢des génicas sdo conhecidas e utilizadas desde 1928° quando
Frederick Griffith descreveu a transformac¢dao de uma bactéria nao infecciosa a um tipo
infeccioso®. Apds inUmeros estudos, Lederberg e colaboradores, descobriram um tipo de
bactéria que poderia transferir seu material genético por compatibilidade, o que descreve a
técnica que conhecemos nos dias de hoje como conjugacdo bacteriana®. Uma década apds
descobrirem que era possivel a transferéncia génica de uma bactéria para outra®, Tatum e
colaboradores’, publicaram um estudo que apontava a eficacia dos virus também em técnicas
de transferéncia génica em células somaticas, onde ficou claro a necessidade de retirar os
genes de viruléncia e substitui-los por gene terapéutico. Posteriormente, Rogers e
colaboradores demonstram uma prova de conceito inicial para transferéncia génica utilizando
vetor viral modificado®. Porém, somente em dezembro de 1988 o Recombinant DNA Advisory
Comité (RAC) aprovou um estudo clinico com genes transduzidos através de vetor viral em
seres humanos. Neste primeiro estudo clinico, Rosenberg e colaboradores, extrairam os
linfdcitos infiltrantes tumorais de pacientes com melanoma metastatico e realizaram a
transferéncia de genes, através de vetor derivado de retrovirus® para introduzir um marcador
para estas células antes de devolver ao paciente e assim demonstraram que o tratamento
com interleucina-2 e linfdcitos infiltrantes de tumor levam a regressdo de melanoma em

alguns pacientes®. Apds o tratamento, quando os locais de aplicacdo foram ressecados



cirurgicamente, ndao houve evidéncia de células tumorais em pacientes com até 3 semanas de
aplicagdo. Muitos dos estudos iniciais ndo apresentaram os resultados esperados, porém sé
crescia o interesse por pesquisa de transferéncia génica nesta época.

Atualmente estudos na oncologia sao predominantes e abrangem cerca de 60% dos
ensaios clinicos de terapia génica em andamento no mundo, seguido de doencas monogénicas
e cardiovasculares'!. Em 2003, pesquisadores Chineses conseguiram a primeira aprovacdo de
um medicamento para uso clinico, o Gendicine, no qual é utilizado um vetor derivado de
adenovirus e o gene E1 é substituido pelo gene TP53 humano®. Este medicamento foi
aprovado para o tratamento de células de cancer de cabeca e pescogo. Posteriormente, em
2005 outro medicamento chinés foi aprovado, denominado de Oncorine, o farmaco é
derivado de adenovirus replicativos e é utilizado em combinacdo com quimioterapia em
tratamento de cancer de nasofaringe avancado?.

Desde entdo faz-se a necessidade de continuar os estudos para uso da terapia génica
no desenvolvimento de novas técnicas para manipular vetores virais e sua administracdo

segura e eficiente.

1.2. Vetores virais para terapia génica

Os vetores virais sao produzidos a partir de um virus de RNA ou DNA que utilizam a
magquinaria celular para expressar seus genes e produzir sua progénie'?. Para um vetor viral
ser adequado para sua utilizacado ele deve apresentar baixa toxicidade, estabilidade, atingir as
células alvo de maneira eficiente, ser de facil producdo em larga escala e ter baixo custo de
producdo!3. Cada vetor apresenta vantagens e limitacdes (Tabela 1) préprias e sua utilizac3o

depende especificamente do objetivo que pretende ser alcangado na terapia.



Tabela 1. Caracteristicas gerais de vetores virais derivados de Retrovirus, Herpesvirus e

Adenovirus.
Integra-se ao genoma da Tamanho do inserto
Retrovirus RNA célula hospedeira; limitado a 8 kb;
* Expressdo génica estavel; * Transduz somente células
* Facil manipulagdo; em replicacdo;
* Baixaresposta imune. + Alto risco de mutagénese
insercional.
* Grande capacidade de * Reacdo inflamatoria;
Herpesvirus dsDNA transgenia (150 Kb); + Dificil manipulagdo;
* Forte tropismo por * Possibilidade de toxidade
neurdnios. residual.
* Transduz células * Forte resposta imune;
Adenovirus dsDNA proliferativas e ndo * Tamanho de inserto
proliferativas; limitado a 8 Kb;
+ Alta eficiéncia de » N3o integra ao genoma da
transdugdo in vivo ou ex célula alvo;
vivo; » Expressdo génica pouco
estavel.

Fonte: Adaptado de Vannucci et al, 201214

1.2.1. Vetores derivados de Adenovirus

Adenovirus sao virus nao envelopados, com formato icosaédrico, alto tropismo pelo
epitélio das vias aéreas, dupla fita de DNA e apresentam capacidade de infectar seres
vertebrados, humanos ou n3o!>. Descoberto em 1953, este virus comecou a ser utilizado em
pesquisas em 1980, sendo o material genético dos adenovirus o pioneiro em técnicas de
replicacdo viral in vitro'’

O vetor viral derivado de Adenovirus ndo se integra ao genoma da célula alvo, ndo
sendo replicado durante a divisdo celular, gerando uma limitacdo na utilizacdo em pesquisa
basica.

O virus selvagem sempre esteve em contato com os seres humanos e seu contato leva
a sintomas respiratérios aos quais ndo apresentam riscos graves quando o paciente ndo

apresenta comorbidade!’. Devido a isto os humanos normalmente ja apresentam anticorpos

3



neutralizantes para a familia dos Adenovirus, prejudicando uma terapia génica que utilize esse
vetor, pois estes anticorpos neutralizam este vetor antes que ele atinja a célula-alvo. Por este
motivo, hd estudos recentes que utilizam adenovirus derivados de animais como
transportadores de genes terapéuticos, como por exemplo, a vacina desenvolvida pela Oxford

AstraZeneca COVID, onde se utiliza um adenovirus de chimpanzé®®.

1.2.2. Vetores derivados de Retrovirus

Os retrovirus compreendem uma classe viral com RNA que utiliza a transcriptase
reversa para produzir DNA que pode ser incorporado ao genoma do hospedeiro. Dentro desta
classe, hd dois géneros predominantes para a producdo de vetores: os gammaretrovirus e os
lentivirus®®. A principal diferenca entre eles é a capacidade dos lentivirus de infectar células
quiescentes ou em divisdo, enquanto os gammaretrovirus somente infectam células em
divisdo®.

O tratamento para glioblastoma utilizando vetores retrovirais, foi o primeiro ensaio
clinico aprovado para cancer. Neste tratamento, os vetores derivados de retrovirus somente
conseguem transduzir células em divisao e tumorais. Esses vetores entregam o gene da timina
guinase do virus herpes simplex tipo 1 (HSTk), para as células alvo, tornando o gene
responsavel pelo bloqueio da sintese de DNA, ocasionando a morte celular?®. Outra terapia
utilizando vetor retroviral é o tratamento de deficiéncia de ADA. Esta doenca é ocasionada
pelo acumulo de desoxiadenosina que é convertida em uma substancia toxica para as células
T. E na terapia, é reintroduzido no paciente suas células T corrigidas e com reposicao

enzimatica?l.

1.2.3. Vetores derivados da Herpes simplex tipo 1

Os vetores derivados da Herpes simplex tipo 1 possuem uma grande quantidade de
células hospedeiras, devido a presenca de receptores celulares presentes em varios tipos
celulares, possui capacidade de se replicar em células em divisdo ou quiescentes?2. Além disso,
o HSV-1 infecta eficientemente células de diferentes mamiferos, permitindo ensaios pré-

clinicos in vivo. Este virus é altamente infeccioso e possui uma grande capacidade de



transgene, permitindo entregar multiplos ou grandes transgenes (aproximadamente 40% dos
seus genes ndo s3ao essenciais para a replicagdo em cultura, podendo ser eliminados e

substituidos por genes exdgenos de interesse).?32>

1.2.3.1 Herpes simplex humana do tipo 1

O virus herpes simplex humano de tipo 1 (HSV-1) pertence a familia da Herpesviridae;
subfamilia: Alphaherpesvirinidae; género: Simplevirus?®®. Os membros da familia
Herpesviridae apresentam sua classificacdo organizada pela forma do virion formado por uma
fita linear dupla de DNA (sDNA), capsideo icosaédrico, tegumento amorfo e um envelope,

onde estdo situadas as glicoproteinas da sua superficie?’ (Figura 1).

| - Glicoproteinas

Il = Envelope

Il - Tegumento

IV - DNA

V - Nicleo capsideo

Fonte: Adaptado de Elbadawy et a/l?®.
Figura 1. Estrutura do Herpes-Virus tipo 1. Representacdo esquemadtica da estrutura do

virion do virus HSV-1.

I.  As glicoproteinas apresentam tamanhos, espessura e espacamento varidvel, entre
elas, estdo as que realizam a adesdo viral (gB, gC, gD, gE e gl), proteinas de fusdo (gB,
gH e gl), proteinas de funcdo estruturais e evasdo imune (gC, gE e gl)?°.

II. Envelope constituido por camada lipidica trilaminar de lipideos, proteinas e

glicoproteinas, que envolve a camada proteica do tegumento?.



lll.  Proteinas virais chamadas de tegumento de estrutura fibrilar. Existem no minimo 20
proteinas virais identificadas no tegumento que apresentam diferentes fung¢des, como
um grupo de proteinas que participam na montagem da particula viral, proteinas que
participam no transporte do capsideo durante a entrada e saida através de micro
tubulos da célula alvo, as que regulam as respostas virais e que participam da regulacao
da express3o das respostas precoces imediatas3233

IV.  Dupla fita de DNA linear apresentando cerca de 152.261 bp?’.

V. Um capsideo icosaédrico que envolve o genoma do virus, composto por quatro

proteinas: VP5, VP26, VP23 e VP19C3',

1.2.3.2. Organizac¢dao do genoma do HSV-1

O genoma do HSV-1 compreende um virion esférico, envelopado com
aproximadamente 152 Kbp, com repeticdes genéticas divididas em regido Unica longa (UL) e
Unica curta (US), com 126 e 26 Kbp, respectivamente (Figura 2). As UL e US sao seguidas por
sequéncias repetidas, chamadas de b’a’, ac, c’a’ (ou Terminal Repetida longa, Interna Repetida

Longa, Interna Repetida Pequena e Terminal Repetida Pequena)3.
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Fonte: Benegas, 2017 (Monografia de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Genética) - Hospital de Cancer de
Barretos, Sdo Paulo.)
Figura 2. Organizacdo do genoma do HSV-1. Representac¢do do genoma do virus HS-1: segmento Unico largo

(UL), segmento unico curto (US), cada um limitado por sequencias de repeti¢Ges invertidas (c, a, b, b’, a’, ¢’).

O genoma do HSV-1 compreende duas sequéncias ndo codificantes que sdo essenciais
para a replicacdo viral: as origens de replicacdo do DNA viral (oriL e oriS) e os sinais de
clivagem/empacotamento (localizados nas sequencias “a”)3°. O HSV-1 comporta trés origens
de replicacdo, onde duas estdo localizadas no interior do segmento curto Unico (oriS) e uma

no segmento longo Unico (oril)3>.



A maioria dos genes do HSV-1 ndo contém introns, com excecdo dos genes ICPO, ICP22,
ICP47, UL15 e LAT. O genoma do HSV-1 codifica cerca de 84 polipeptidios e se dividem em
essenciais e ndo essenciais para o crescimento viral em células em cultura®. Cerca de 47
polipeptidios sdao considerados ndo esséncias para o crescimento viral em cultura celular,
podendo assim ser substituidos por genes exégenos permitindo o desenvolvimento de

vetores baseados neste virus para terapia genica®.

1.2.3.3. Modo de replicagdao do DNA viral da HSV-1

A replicacao viral se inicia na adsor¢do da célula hospedeira por regides que contém
grande quantidade de glicosaminoglicanos de heparan sulfato, que se localizam na célula alvo,
com as glicoproteinas virais do envelope gB e gC3®.

O ciclo pode ser dividido em trés fases sequenciais, a primeira é chamada de fase a
(Immediate early), a segunda é a fase 3 (early) e a Gltima fase y(Late)?’.

l. Fase a: consiste na formacdo do complexo de pré-iniciacdo viral, ocorre quando
ha ligagdo da proteina do tegumento viral, a-TIF, ao TATA Box no genoma viral.
Entdo inicia-se a produgdo das proteinas o como ICP4, ICP27 e ICP47,
encarregadas na regulacdo positiva das proximas fases. Esta fase compreende as
codificagOes de proteinas responsaveis pela regulacao génica da préxima etapa de
transcri¢do (expressdo dos genes f3)38.

Il. Fase f: sintese de enzimas que possibilitam a replicagdo do material genético,
como TK, UL30 e UL42. Em aproximadamente 5-7 horas apds a infeccao é possivel
observar o pico da sintese dessas proteinas. Ao finalizar esta fase [3, ocorre o inicio
da expressao dos genes responsdveis pela sintese das proteinas estruturais do
HSV-1. (genes da fase y)¥’.

Il. Fase y: produgdo de proteinas de fungdo estrutural, com isto ocorre a armagao do
virion e a montagem da particula viral. As proteinas produzidas nesta fase serdo
as responsaveis pela formacdo e a montagem do capsideo. A principio, um pré
capsideo é montado por estas proteinas, contendo uma armacao interna. Esta

armagao interna é perdida quando ha a inser¢dao do material genético viral e



posteriormente o virus é encaminhado para a membrana celular, onde serd

envelopado3®, Este processo completo de replicacdo tem média de 18-20 horas®°.

1.3. HSV-1 como vetor viral

O HSV-1 apresenta genes que podem ser substituidos pois ndo sdo essenciais para
crescimento em cultura, fazendo com que haja um interesse particular no seu uso em terapias
génicas. Esses genes nado essenciais podem ser deletados, criando um espaco de 30 a 150 Kbp
para a inser¢do de genes de interesse terapéutico dependendo de qual vetor sera utilizado?°.

Atualmente existem trés tipos distintos de vetores derivados do virus HSV-112:

I.  Vetores atenuados replicativos: possuem a capacidade de se replicarem em
células especificas e sdo utilizados na sua maioria em terapia génica
oncolitica. Nesses vetores, os genes que codificam as proteinas ndo essenciais
s3o removidos e substituidos por genes terapeuticos??.

Il.  Vetores recombinantes defectivos: neste vetor um ou mais genes necessarios
para replicacdo (genes essenciais) sdo removidos, com isso, é necessario que
este vetor seja replicado em células trans-complementares, que expressem a
proteina ausente no genoma viral, para que ele consiga completar sua
replicacdo*?.

lll.  Vetores amplicon: sdo vetores completamente defectivos, ou seja, todos os
genes virais sao deletados. Neste vetor, é requerido somente duas sequencias
ndo codificantes cis para a replicacdo do DNA do vetor viral amplicon
(sequéncia oriS) e para o encapsulamento do genoma do vetor na particula

viral (sequéncia pac)*.

1.3.1 Vetores amplicons

Os vetores amplicons sdao vetores defectivos derivados do virus HSV-1 que nao
carregam nenhum gene herpético em seu genoma, sendo excelente ferramenta para

transferéncia génica 4.



O genoma da particula amplicon é representado por cépias em tandem do plasmideo
amplicon, cuja estrutura consiste em um gene de resisténcia a antibidtico e uma unidade de
transcricdo que apresenta um gene repdrter e um local de clonagem multipla para a
introducdo dos transgenes de interesse?’.

O vetor amplicon tem a capacidade de transduzir numerosos tipos de células, uma vez
empacotado em particulas virais, seu genoma serd mantido em estado epissomal dentro do
nucleo da célula transduzida. Devido a auséncia de expressao génica viral, o amplicon é
completamente defectivo na replicacdo. Ja que ndo integra no genoma da célula hospedeira,
o amplicon convencional ndo leva a insercdo mutagénese, aumentando assim seu perfil de

seguranca como vetor de terapia génicaC.

1.3.1.1. Sistemas atuais de produgao de amplicons

Atualmente, existem dois principais sistemas de producdo de vetores amplicons; um
que utiliza um virus auxiliar ou helper*3; e outro que utiliza um genoma auxiliar contido em
um cromossomo artificial bacteriano (Figura 3)**.

O sistema de producgdo de vetores amplicons faz uso de um virus auxiliar, ou seja, um
virus recombinante de replicacdo defectiva que transcomplementa os genes virais ausentes
no genoma do virus. Para producdo dos vetores amplicons, inicialmente o plasmideo amplicon
é transfectado em células eucariontes (Vero — CCL81), que transcomplementam o gene viral
deletado no virus auxiliar. Nesse modelo de producdao de vetores virais amplicon, o virus
auxiliar ndo possui ambas cépias do gene essencial ICP4%3, A expressdo dos genes virais do
virus auxiliar promove a replicacdo e empacotamento do plasmideo amplicon dentro de
particulas virais herpéticas. No entanto, esse sistema de producao de vetores virais amplicon
possui contaminacdo de virus auxiliares, paralelamente amplificados durante a producdo dos
vetores amplicons. Esta contaminacdo gera efeito citotdxico para as células e pode gerar
respostas imunolégicas como a ativacdo da resposta imune inata do hospedeiro®2.

Para tentar corrigir este problema, Logvinoff e colaboradores propuseram um novo
virus auxiliar nomeado de HSV-1 Lal que utiliza uma sequéncia pac Unica floxeada (com 2
sitios loxP adjacentes)?®. Desta maneira a sequéncia pac deste virus auxiliar pode ser clivada

por recombinacdo sitio especifica utilizando a enzima Cre recombinase, eliminando assim a
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contaminacdo do virus auxiliar na producio do estoque de vetores amplicon *>. Este modo de
producdo apresentou uma quantidade de vetores amplicons de alto titulo porém a
recombinacdo Cre/loxP apresentou falhas neste modelo pois ha presenga de reagdo reversa
da recombinase Cre %°. Posteriormente Zaupa e colaboradores modificaram o virus helper
HSV-1 Lal e removeram ambas cépias dos genes ICP34.5 e ICP4, localizados dentro das regides

de repeticdes invertidas, gerando o virus auxiliar HSV-1 LalLAJ *3.
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Figura 3. Representacdo dos sistemas existentes para producdo de vetor amplicon. (A) Técnica de
empacotamento de amplicon utilizando o virus auxiliar HSV-1 LalAJ que apresenta a transfecgdo de um
plasmideo amplicon com o transgene de interesse em uma linhagem celular que complemente o ICP4 defectivo
do helper. O estoque viral resultante, que contém particulas virais amplicon contaminadas com particulas virais
auxiliares, é utilizado para infectar uma segunda linhagem celular que expressa os genes ICP4 e a enzima Cre
recombinase. A recombinagdo Cre/loxP resulta na dele¢do da sequéncia pac do virus helper, tornando seu
genoma defectivo e reduzindo a quantidade de contaminagdo de particulas virais do helper. (B) Tecnologia de
empacotamento baseada na co-transfeccdo do plasmideo amplicon e do cromossomo bacteriano artificial
(Bacterial Artificial Chromosome- BAC) contendo o genoma do virus HSV-1 (deletado da sequéncia pac). O
genoma de BAC-HSV-1-Apac foi projetado para impedir o seu empacotamento em particulas virais, evitando

assim a contaminacgdo do estoque de vetores amplicon.
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Para otimizar a técnica de produgao de vetores amplicons através da utiliza¢do de virus

como auxiliar, Mifio e colaboradores modificaram o virus helper HSV1-LalLAJ, substituindo o

sinal de empacotamento (“a

oun

) por um modulo amplicon floxeado (LoxP_OriS-pac-FRT-

EGFP_LoxP) no locus gC (UL44), criando o virus helper L.OPNE.L.AJ (Figura 4). Neste sistema

ha delecdao da origem de replicagdo bacteriana e possibilidade de inser¢dao de transgene

através de recombinagao sitio-especifica.

Fonte: Benegas, 2017 (Monografia de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Genética) -

Cancer de Barretos, S3o Paulo)

Figura 4. Construgdo e funcionamento do sistema de produgao de vetores amplicon utilizando o virus
auxiliar L.OPNE.L.AJ. O primeiro passo corresponde a infec¢do do virus HSV-1 LalAJ seguido da
transfec¢do do plasmideo OPNE (LoxP_OriS-pac-FRT-EGFP_LoxP) na linhagem celular ICP4 (células
Vero que expressa ICP4). Por ultimo a produgdo de amplicons em células VCre4 onde a recombinacgdo

sitio especifica realiza a clivagem do genoma amplicon e a perda da capacidade de empacotamento

do genoma helper.
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1.3.1.2. Vetores amplicons para terapia génica

A capacidade de transgenese de até 150 kbp, juntamente com sua habilidade para
transduzir diversos tipos de células de mamiferos, faz do amplicon um vetor de transferéncia
de genes versatil. Ja existem trabalhos em diversas areas com o amplicon, como: mal de
Parkinson?’, terapia de cincer®, ataxia hereditdria®®, desenvolvimento de vacinas contra o

cancer®%, HIV°! e doenca de Alzheimer>2.

1.4. Recombinagao sitio especifica

Recombinacdo genética é o nome dado para a troca de informagdo genética,
responsavel pela mistura de diversos genes assim como pela variabilidade genética. Algumas
técnicas de biologia molecular nos permitem manipular genes especificos e fazer

recombinacdes de interesse.

1.4.1. Recombinagdo Cre/lox

Derivado do bacteridfago P1, o sistema de recombinacado sitio especifica mediado por
Cre recombinase (Figura 5) tem amplo uso como ferramenta de manipulacdo génica®*. Nesta
técnica a enzima Cre recombinase, pertencente a familia das intregrases de recombinacgao
especifica de local, reconhece seus sitios de ligacdo denominado de lox. Este sistema pode

gerar delecdo, insercdo e translocac3o da regido flanqueada pela sequéncia lox>.

D:sitios loxP

Inversao Delegao Translocagao

Fonte: Adaptado de Addgene (https://www.addgene.org/collections/cre-lox/).
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Figura 5. Sistema de recombinacdo sitio especifica Cre/lox. Método de inversdo,
delegdo e translocacdo de uma sequéncia entre os sitios lox, mediada pela

recombinase Cre.

1.4.2. Recombinagdo Flpe/FRT

A recombinase Flipase (Flpe), derivada do Saccharomyces cerevisiae, reconhece a
sequéncia FRT (do inglés, flipase recognition target) e gera a recombina¢do com outra regiao
que possui FRT*®%7. Essa recombinacdo pode gerar uma inser¢do, excisdo, inversdo ou

translocacdo do gene de interesse que estd localizado entre as sequéncias FRT >’ (Figura 6).
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Fonte: Adaptado de Muratoglu, 2018
(http://parts.igem.org/Part:BBa_K2560271)

Figura 6. Sistema de recombinacdo sitio-especifica Flpe/FRT. A) Inser¢do de um
gene de interesse; B) Exclusdo de uma sequéncia especifica; C) Inversdo de uma
sequéncia; D) Tanslocagdo entre dois genes. Todo esse sistema é possivel pela
presenca da enzima FRT e sua orientacdo em contato com a recombinase Flpe.

(Adaptado de Muratoglu, 2018)8.

1.5. Genes modificados do HSV-1 neste projeto

O genoma da HSV-1 é classificado em trés grupos: Immediate Early (IE), Early (E) e Late

(L). Estes genes codificam as proteinas de replicacdo, replicacdo proteica e proteinas
14



estruturais®’. Apresentarei os genes que foram deletados ou modificados para a producdo
deste sistema de vetor:

O gene ICP4 (em inglés Infected Cell Polypeptide 4) codifica uma fosfoproteina de 350
kDa que regula positivamente e negativamente a RNA polimerase 11°°. Ela é uma das cinco
proteinas de respostas imediatas sintetizados durante a infeccdo viral. Ela é considerada um
gene herpético essencial, sem o qual o virus ndo consegue se replicar em cultura de células
(por esse motivo, a auséncia do gene precisa ser suplementada em linhagens celulares de
expressdo estavel do gene ICP4)3°. A ICP4 reprime a expressdo dos genes imediatos iniciais e
através da interagdo com fatores da RNA polimerase Il ativa a expressdo dos genes imediatos
e tardios. O gene que codifica a proteina ICP4 estd situado nas duas sequéncias invertidas, ou
seja, o0 genoma da HSV-1 possui duas copias do gene ICP4%0,

O gene ICP34.5. codifica o fator de neuro viruléncia do virus, tem um papel
fundamental na replicagdo viral e na resposta virus-hospedeiro. Esta proteina (ndo essencial)
apresenta sinais nucleares de importacdo e exportacdo que direcionam o transporte de
proteinas entre o citoplasma, o nucleo e o nucléolo®. Ela é codificada nas repeticbes
invertidas (possuindo duas copias do gene por genoma viral), e apresenta cerca de 264
aminodcidos. Esta proteina apresenta sinais nucleares de importacdo e exportacdao que
direcionam o transporte de proteinas entre o citoplasma, o nucleo e o nucléolo®.

Os genes mencionados acima foram retirados do virus parental utilizado na construcao
deste trabalho para gerar uma maior biosseguranga na sua manipulacao e tornar o virus
defectivo, fazendo com que consiga somente se replicar na linhagem celular que

complemente o gene essencial removido, ICP4.
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2. JUSTIFICATIVA

Os modelos atuais de producdo de vetores virais amplicons ou apresentam
contaminagdo pelo vetor helper levando a ativacao de resposta imune-inata do hospedeiro
ou sdo gerados em pequena quantidade. Assim, se faz necessdrio o desenvolvimento de um
novo sistema para obtencdao deste vetor, o qual seja capaz de produzir uma grande

guantidade de amplicons puros aptos para protocolos de transferéncia génica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o sistema de produc¢ao de vetores virais amplicons utilizando as recombinases

Flpe e Cre.

3.2. Objetivos especificos

e Conferir a estrutura das sequéncias FRT dos vetores através de sequenciamento de
Sanger;

e Inserir um transgene de interesse por recombinacao sitio-especifica Flpe/FRT no locus
FRT do virus HSV-1 recombinante L.OPNE.L.AJ;

e Produzir estoques de vetores amplicons, a partir da recombinacao sitio-especifica
Cre/Lox;

e Analisar qualitativamente a producdo de amplicon com microscopia de fluorescéncia.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas para execucao deste estudo estdo descritas na Tabela
2. A manutencao de todas as linhagens celulares foi realizada com meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
penicilina/estreptomicina e incubadas em estufa a 37 °C com 5% CO,. Todas as linhagens

foram testadas quanto a presenca de Mycoplasma spp. a cada 15 dias.

Tabela 2 - Linhagens celulares utilizadas na realizagdao deste projeto

Linhagem Origem

Vero (CCL-81) Renais de macaco verde africado

7b* Derivadas de Vero que expressam ICP4

A172 **(CRL-162) Derivadas de glioblastoma humano

* Cedidas por Alberto Epstein, UCBL1, Lyon, Franga;

**Cedidas por Rui Manuel Reis, HCB, Barretos, Brasil.

4.2. Vetores utilizados neste projeto

Os vetores necessdrios para a execucdo deste projeto foram preparados

anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa e serdo descritos a seguir.

4.2.1. Plasmideo pGK.FRT mCherry

O plasmideo pGK.FRT mCherry (Figura 7) codifica para a proteina fluorescente
vermelha (mCherry) flanqueada com duas sequéncias FRT paralelas. As sequéncias FRT deste
plasmideo foram sequenciadas por Sanger para confirmar sua estrutura. Este plasmideo foi
originado do plasmideo comercial FRT-PGK-gb2-neo-FRT (GeneBridges) e foi utilizado como

prova de conceito de transgenia através da recombinagao mediada por flipase.
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Fonte: Pelloso, 2022 (VectorNTI)

Figura 7: Estrutura do plasmideo pGK.FRT mCherry. Representagdo do
genoma do pGK.FRT mCherry onde ha AmpR: Resistencia a ampicilina,
ori: origem de replicagdo bacteriana, pA: ponto de poliadenilagdo, PGK
Promoter: promotor de fosfoglicerato quinase murina que realiza a
expressdo do gene repdrter permitindo a expressdo estavel, mCherry:
gene de expressdo de fluorescéncia vermelha e FRT: sequéncia FRT que
ird interagir com a recombinase Flipase para recombinacdo sitio-

especifica.

4.2.2. Plasmideo pBS246.0PNE

O Plasmideo pBS246.0PNE (Figura 8) foi derivado do plasmideo comercial pBS246
(Invitrogen). As sequencias FRT deste plasmideo foram sequenciadas por Sanger para
confirmar sua composicdo. Para a criacao deste plasmideo foi clonado entre as sequéncias
Loxp: um promotor, origem de replicacdo viral (oriS), sinal de empacotamento (pac),
resisténcia a neomicina, proteina fluorescente verde (EGFP), resisténcia a ampicilina e duas
sequencias FRT. Este plasmideo foi utilizado na construcdo do virus helper L.OPNE.L.AJ

utilizado neste projeto.
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Figura 8. Estrutura do plasmideo pBS246.0PNE.
Representagdo do genoma do pBS246.0PNE onde ha Ap:
Resistencia a ampicilina, Neo: resistencia a neomicina, ori:
origem de replicacdo bacteriana, pA: ponto de
poliadenilagdo, PGK Promoter: promotor de fosfoglicerato
quinase murina que realiza a expressdao do gene repdrter
permitindo a expressao estdvel, Lox: sitio loxp, FRT: sitio de
recombinacdo FRT, NeoR: gene de resisténcia a Neomicina;
pac.: sequéncia de empacotamento do HSV-1 e oriS: origem

de replicagao do HSV-1.

4.2.3. Plasmideo pBS.185

Plasmideo comercial (Addgene Plasmid #11916) (Figura 9) que apresenta a
recombinase Cre. Esta recombinase interage com os sitios LoxP presente no virus
recombinante L.OPNE.L.AJ resultando na delecdo do vetor amplicon e tornando o helper

incapaz de se encapsular, devido a auséncia da sequéncia pac.
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Fonte: Pelloso, 2022 (VectorNTI)

Figura 9. Estrutura do plasmideo pBS.185. Representacdo do genoma do
pBS.185 onde ha AmpR: resisténcia a ampicilina, ori: origem de
replicacao bacteriana, Cre: enzima de recombinagdo sitio especifica e

CMV promoter: promotor de expressdo transitdria de transgenes.

4.2.4. Plasmideo pCMV:DsRed(FRT)GFP

Plasmideo comercial (Figura 10) que apresenta a fluorescéncia vermelha (DsRed) na

auséncia de flipase e na presenca de flipase apresenta fluorescéncia verde (GFP) devido a

excisdo causada pela flipase nos seus sitios FRT (Addgene Plasmid #31128). Foi utilizado em

co-transfeccdo com Flpe para teste de expressao de Flipase em células Vero.
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Fonte: Pelloso, 2022 (VectorNTl)

Figura 10. Estrutura do plasmideo pCMV:DsRed(FRT)GFP.
Representacdo do genoma do pCMV:DsRed(FRT)GFP onde hd AmR:
resisténcia a ampicilina, CMV promoter: promotor para expressdo

génica, GFP: green fluorescente protein e duas regides FRT.

4.2.5. Plasmideo pCAGGS-flpE-puro

Plasmideo comercial (Addgene Plasmid #20733) (Figura 11) que apresenta a
recombinase Flipase (Flpe) e resisténcia a puromicina e ampicilina. A recombinase Flipase é
utilizada na recombinacdo sitio especifica com FRT. Foi utilizada em co-transfeccdo com
pPGK.FRT mCherry e o virus L.OPNE.L.AJ para substituir a resisténcia de neomicina do virus por

mCherry, como prova de conceito em transgenia do virus.
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Fonte: Pelloso, 2022 (VectorNTI)
Figura 11. Estrutura do plasmideo pCAGGS-flpE-puro. Representagao
do genoma do pCAGGS-flpE-puro onde ha AmR: resisténcia a

ampicilina, PuroR: resisténcia a puromicina, Flpe: recombinase flipase.

4.2.6. Virus L.OPNE.L.AJ

Virus helper utilizado para criacdo do vetor proposto neste projeto. Este virus é
derivado do recombinante chamado de LaL.AJ, desenvolvido por Zaupa e colaboradores®. A
sequéncia AJ representa a delecdo das sequencias repetidas ICP4 (essencial para sua
replicacdo do virus em cultura) e do gene ICP34.5 (gene da neuro viruléncia herpética). Com
a auséncia do gene ICP4 o virus se torna defectivo e s6 podera se replicar em célula que
expresse e complemente esta auséncia de ICP4.

Para a geragdo do virus L.OPNE.L.AJ (Figura 12) foi clonado entre o promotor e o gene

UL44 as regioes entre os Loxp do plasmideo pBS246.0PNE.
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FRT Pram.

Fonte: Pelloso, 2022 (BioRender)
Figura 12. Estrutura do virus L.OPNE.L.AJ. Virus helper L.OPNE.L.AJ formado por sequéncia
repetida longa e repetida curta. Entre o gene UL44 e seu promotor apresenta as regides

entre os Loxp do plasmideo pBS246.0PNE.

4.3. Prova de conceito da transgenia

Para a prova de conceito da transgenia, foi utilizado um virus contendo o genoma HSV-
1 recombinante L.OPNE.L.AJ (Figura 12). A amplificacdo e produgdo das particulas virais foi
realizada utilizando 6 x 10° células da linhagem 7b semeadas em placas de 6 pogos contendo
meio de cultura M199 suplementado com 1% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina. Para extracdo de DNA viral, as células 7b foram cultivadas em
garrafa T75 e ao atingir 100% de confluéncia foram infectadas com o virus L.OPNE.L.AJ (MOI
1,0). Apds 96 horas da infecgdo as particulas virais foram recuperadas através do protocolo
descrito no item 4.3.1.

Para a recombinacdo mediada por Flipase, 6 x 10° células da linhagem 7b foram
semeadas em placas de 6 pogos. Apds a sua adesdo, as células foram transfectadas com 2 ug
do plasmideo pGK.FRT mCherry e 2 ug pCAGGS-flpE-puro e posteriormente infectada a MOI 1
com o virus recombinante produzido anteriormente. Neste processo, ocorreu a recombinacao
mediada por Flpe/FRT, gerando a substituicdo da neomicina presente L.OPNE.L.AJ (Figura 13)
pela proteina fluorescente mCherry, flanqueada por 2 sequéncias FRT do plasmideo pGK.FRT
mCherry. Apds 72h de infeccdo obtivemos a placa de lise vermelha e recuperamos as

particulas virais.
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Fonte: Pelloso, 2022 (PowerPoint)

Figura 13. Mecanismo de insercdo de transgenes no genoma do virus
L.OPNEL.AJ. Através da recombinacdo Flpe/FRT, a mCherry ird substituir
a neomicina do virus, levando fluorescéncia vermelha no éxito da
técnica; mCherry: proteina fluorescente mCherry (vermelha); Lox: sitio

loxp; pA: sinais de poliadenilacdo; FRT: sitio de recombinacdo FRT; NeoR:
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gene de resisténcia a Neomicina; pac.: sequéncia de empacotamento do
HSV-1; oriS: origem de replicagdo do HSV-1; UL44: gene da glicoproteina
C. Os retangulos com a letra “L” indicam os sitios loxp. Os circulos
vermelhos indicam que a expressdo da proteina fluorescente mCherry.

Todos os promotores estdo indicados com pontas de setas (< ou >).

4.3.1. Recuperacao de particulas viral

Para recuperacdo das particulas virais foi necessario anteriormente preparar uma
garrafa T75 totalmente confluente com a linhagem transcomplementar 7b e infectar com
L.OPNE.L.AJ. 8 MOI 1,0. Apds observar o efeito citopatico, formacao da placa de lise e aguardar
72 horas raspamos o fundo da garrafa e recuperamos todo o contetdo para centrifugacdo. A
centrifugacdo foi de 15 minutos, 448 x g e 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi
recuperado e armazenado em um eppendorf e o pellet eliminado (pois continha somente
debris celulares). O eppendorf contendo o sobrenadante foi congelado a -80 °C, descongelado
e sonicado trés vezes seguidas e logo apds centrifugado a 4 °C por 20 minutos com 448 x g. A
posteriori o sobrenadante foi recuperado e armazenado em um novo eppendorf, na qual foi

utilizado para infeccdo e o restante armazenado a -80 °C para futuras utilizagdes.

4.3.2. Titulagao viral

Anterior a titulacdo viral, foi plaqueado 3 x 10° células da linhagem 7b por poco na
placa de 12 pocos. A infeccdo viral foi realizada em duplicada utilizando 6 pocos com diluicao

seriada do stock viral (Figura 14).
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Estoque viral 990 pL 900 pL |
M199 M133

Fonte: Autoria prépria (PowerPoint)

Figura 14. Diluicdo para titulagdo viral de L.OPNEL.AJ. Foi retirado 10 plL do estoque do virus e
adicionado em tubo com 990 pL de meio M199 e deste conteudo, 100 L foi transferido para outro
tubo com 900 pL de M199 e assim por diante. Do conteudo de cada tubo, foi utilizado 100 uL do

total para infectar cada pogo da placa com as células.

Apds o tempo de infecgao, realizamos a observagao ao microscépio e o calculo foi
expresso em unidades formadoras de placas de lise com a seguinte formula: T=n f/i.
e n: soma dos numeros de placas de lise somadas nos pogos que apresentam
numero contavel;
e f: fator da menor diluicdo que contribuiu para o valor n;
e i:somatdria dos volumes (em mL) das particulas virais entregues nos po¢os em

gue se contaram placas de lise.

4.4, Sequenciamento Sanger das regides FRT na presenca de Flipase

Para confirmar a interacdo das regides FRT do pGK.FRT mCherry e do pBS246.0PNE
com a recombinase Flipase, realizamos o sequenciamento das amostras na presenca de
flipase. Para isto, preparamos uma placa de 6 pogos contendo 6 x 10° células da linhagem Vero

e transfectamos 2 ug pGK.FRT mCherry e 2 ug de pCAGGS-flpE-puro e apds aguardar 48 horas
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extraimos o DNA com BIOPUR Kit Extragdo Mini Spin Plus. Realizamos o mesmo teste com
transfeccao de 2 pg pBS246.0PNE e 2 pug de pCAGGS-flpE-puro em outro pogo contendo a
linhagem Vero. Para o protocolo de extracdo de DNA foi necessario raspar todo o fundo da
placa transfectada, centrifugar a 252 x g em temperatura ambiente por 5 minutos e descartar
o sobrenadante. Posteriormente adicionar 200 uL de PBS para ressuspender o pellet e seguir
o protocolo do kit para extragdo de DNA gendmico.

Quando ha duas sequencias FRT flanqueadas entre um gene a flipase causa a excisdo
deste gene, dividindo em duas moléculas com apenas um FRT em cada. O sequenciamento
proposto permitiu a amplificacdo e analise da recombina¢cdao mediada por flipase através do
resultado da excisdo das sequencias FRT em dois diferentes amplicons através dos primers

descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Primers para sequenciamento das regioes FRT.

Nome do primer Sequéncia (5’-> 3’)
Primer 1 pGK_FRT_Upstream _F CTTCCCCATCGGTGATGTCG
Primer 2 pGK_FRT_Downstream_R GTCAGGATGGCCTTCTGCTT
Primer 3 OPNE_FRT_Upstream_R TGGAGTTCTTCGCCGTTTCC

Primer 4 OPNE_FRT_Downstream_R GGATCACTCTCGGCATGGAC

Realizamos o sequenciamento do plasmideo o pGK.FRT mCherry com os primers
Upstream forward com o Downstream reverse (primer 1 e 2) (Figura 15). Para o
sequenciamento do plasmideo pBS246.0PNE utilizamos os primers Upstream reverse e

Downstream foward (primers 3 e 4). (Figura 16).
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Figura 15. Esquema de amplificacdo do plasmideo pGK.FRT mCherry na presenca de flipase com primer 1 e 2.
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Figura 16. Esquema de amplificacdo do plasmideo pBS246.0PNE na presenca de flipase com primer 3 e 4.

Inicialmente realizamos o PCR das sequencias FRT com os primers descritos
anteriormente e utilizamos a enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher).
Para isso, a PCR foi preparada utilizando um volume final de 25 pL divididos entre 11,8 ulL de
agua Milli-Q®, 5,0 uL de buffer CG, 0,5 ul de dNTP (10 mM), 2,5 pL dos primers foward e 2,5
pL do reverse ambos diluidos a 10 mM, 1,5 uL de DMSOQ, 0,2 uL da enzima Phusion e 10 ng de
DNA. Utilizamos a temperatura de 58 °C para o anelamento no equipamento Veriti (Thermo
Scientific). Ap6s o PCR confirmamos o tamanho das bandas através de gel de eletroforese 2%
e seguimos com o sequenciamento de Sanger.

Para purificar o produto de PCR uma placa espelho com 5 puL do produto de PCR + 15
uL de dgua Milli-Q®, vedamos a placa e agitamos por 2 minutos. Posteriormente adicionamos
1,25 pL de ExoSap-IT na placa e colocamos no gelo. A reacdo foi entdo colocada no
termociclador por 30 minutos a 37 °C e 15 minutos a 80 °C . A rea¢do do sequenciamento se
iniciou com a diluicdo dos primers para 3,2 uM e adicdo do mix com BigDye (0,3 uL de BigDye,
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2 ulL buffer e 1 pL de primer) seguido de spin. Apds adicionar 3,3 puL do mix na placa com
produto de PCR e dar o spin, foi necessario colocar no termociclador na programagao que
repetia 30 vezes o ciclo de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos.
Apds a reagdo, configuramos o computador e iniciamos o sequenciamento através do

sequenciador modelo 3500XL (Applied Biosystems).

4.4.1. Avaliagao funcional da recombinagao sitio especifica mediada por Flpe

Transfectamos na linhagem Vero, utilizando Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher), 2 ug
do plasmideo pCMV:DsRed(FRT)GFP que expressa fluorescéncia diferente na presenca e
auséncia da flipase e 2 pg do plasmideo de expressao de Flpe (pCAGGS-flpE-puro). Na auséncia
de flipase o plasmideo apresenta fluorescéncia vermelha, pois hd apenas um promotor,
expressando o DsRed (Figura 17). Na presenca de flipase havera fluorescéncia verde pois o
DsRed serd clivado fazendo com que o promotor expresse o GFP (em inglés, green
fluorescente protein).

Prom. DsReD Prom.

» A
RT oA FRT FRT

GFP
. v .
pA( )

PA

Fonte: Autoria propria (PowerPoint)

Figura 17. Mecanismo de recombinacdo sitio especifica com o plasmideo pCMV:DsRed(FRT)GFP. Através da
recombinacdo Flpe/FRT, ocorrerd a dele¢do da sequéncia DsRed e o promotor ird expressar a GFP. Prom:
promotor de expressdao em células de mamiferos; DsRed: fluorescéncia vermelha; GFP: fluorescéncia verde;
FRT: sitio de recombina¢do FRT. O circulo vermelho indica a expressao da proteina fluorescente DsRed. O

circulo verde indica a expressdo GFP. Todos os promotores estdo indicados com pontas de setas (< ou >).

4.5. Producgdo de particulas mini-amplicons

A producdo das particulas amplicons depende diretamente da expressdo da

recombinase Cre presente no plasmideo pBS.185. Entdo para a producdo de particulas
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amplicons preparamos uma placa de 6 pocos com 6 x 10° células da linhagem 7b e
transfectamos o plasmideo de expressao Cre e infectamos com o virus HSV-1 L.ONE.L.AJ. Apds
a infec¢do a recombinase Cre interagiu com os sitios Lox presente no virus e gerou a excisdo
do mddulo amplicon, como esperado. Com a excisdao observamos a fluorescéncia verde,
consequéncia da aproximagdo do promotor IE4/5 na proteina fluorescente verde (EGFP)

(Figura 18).

Prom.
uLdd  yra4

(uonanpoud uodjjdwy)

Prom.
uL44 uL4

Amplicon genome

Fonte: Autoria propria (PowerPoint)
Figura 18. Mecanismo de produgido de vetores virais mini-amplicon. Através da recombinac¢do Cre/lox, a enzima
Cre recombinase ird clivar sobre os sitios loxP, produzindo um virus com fun¢des Helper e um genoma Amplicon.

Lox: sitio loxP; pA: sinais de poliadenilacdo; FRT: sitio de recombinacdo FRT; NeoR: gene de resisténcia a
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Neomicina; pac.: sequéncia de empacotamento do HSV-1; oriS: origem de replicacdo do HSV-1; UL44: gene da
glicoproteina C. Os retangulos com a letra “L” indicam os sitios loxP. O circulo verde indica a expressdo da

proteina fluorescente EGFP. Todos os promotores estdo indicados com pontas de setas (< ou >).

Posteriormente recuperamos as particulas virais, conforme protocolo descrito no
tépico 4.3.1. e transduzimos nas linhagens A172 e Vero. Este teste serviu como prova de
conceito de replicagdo defectiva e comprovacado que a fluorescéncia causada pela transdugdo
de amplicons seguiu sendo expressa em linhagens com auséncia de Cre e derivadas de

mamiferos.

4.5.1. Recombinagao mediada por Cre

Para gerar a recombina¢do mediada por Cre utilizamos o plasmideo pBS.185 e o virus
recombinante L.OPNE.L.AJ. Iniciamos com a transfeccdo utilizando Lipofectamina 3000
Reagent — Thermofisher. Para isto, utilizamos 2 ug do plasmideo pBS.185 com 7,5 uL de
Lipofectamina 3000 e 5 pL de P300 e apds misturar e aguardar 15 minutos, gotejamos
delicadamente em um pogo contendo 6 x 10° células 7b em uma placa de 6 pogos.
Aguardamos 48 horas de transfeccdo, como sugere o protocolo do reagente, e infectamos
com L.OPNE.L.AJ. 3 MOI 0,5. Apds 72 horas passadas do inicio da infecgdo raspamos o fundo
do poco e recuperamos as particulas virais, conforme descrito em 4.3.1., e utilizamos para

transduzir as linhagens, Vero e A172.

4.5.2. Analise por microscopia de fluorescéncia

O estoque de vetores amplicons foi avaliado quanto a sua pureza e titulo. Para tal,
titulamos as particulas virais “helper” em células 7b, por diluicdo seriada em placas de 12
pocos. O numero de placas de lise foi quantificado e o titulo do stock viral calculado.
Simultaneamente, o nimero de vetores amplicons produzido foi quantificado em células A172

por microscopia de fluorescéncia.
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5. RESULTADOS

5.1. Produgao e amplificagao viral

A linhagem 7b foi plaqueada e na confluéncia de 100% foi infectada pelo virus
L.OPNE.L.AJ (Figura 19) com baixa carga viral (MOI de 0,01). As imagens representadas na
Figura 19 evidenciam a linhagem 7b infectada em menor (Figura 19A, 19C, 19E) e maior
aumento (Figura 19B, 19D, 19F) em diferentes momentos de infec¢cdo. Nas imagens, Ae B, é
possivel observar que as células estdo aderidas, diferenciadas e de forma integra. Por outro
lado, as imagens representadas nas letras, C e D, evidenciam células como efeito citopatico
inicial apds 48 horas de infeccdo, em menor (4X) e maior aumento (10X), respectivamente.
Com as imagens das letras E e F é possivel observar o efeito citopatico e a formacao de placas

de lise.
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24h de

48h de
infecgao

Figura 19. Evolugdo do processo de infec¢do do virus L.OPNE.L.AJ em células 7b. A infecgdo com o virus
recombinante realizada em célula transcomplementar e captada com 24h (Figura 19A e 19B), 48h (Figura 19C e
19D) e 72h (Figura 19E e 19F) em aumento de 4x e 10x para evidenciar o surgimento o efeito citopatico e a
formacgdo de placas de lise.
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5.1.2. Quantificagao viral

Apds aguardar 96 horas de infecgdo para a titulagdo viral em placa de 12 pogos (Figura

20) obtivemos a seguinte quantidade de placas de lise:

A B

Incontaveis placas

de lise

10°

Incontaveis placas
de lise
3

10

Incontaveis placas
de lise

27 placas de lise

2 placas de lise

Auséncia de
placas de lise

Incontdveis placas

de lise

10°

Incontaveis placas
de lise
3

10

Incontaveis placas
de lise

33 placas de lise

2 placas de lise

Auséncia de
placas de lise

7

4

7

10’ 10 10 10

Figura 20. Exemplo de esquema de titulacdo viral, 96 horas pds-infeccdo. Nos primeiros trés pocos (titulacdo de 102,
103 e 10%), de ambos os lados, apresentavam muitas placas de lise e n3o foi possivel a sua contagem com exatiddo. No

quarto poco do lado A, a contagem foi de 27 placas de lise e no lado B foi de 33 placas. No quinto poco foi possivel a
contagem de 2 placas em cada lado.

O resultado da titulacdo viral foi de 2,5 x 10’ PFU/mL (unidade formadora de placa, em inglés

plague forming units).

5.1.3. Prova de conceito de virus defectivo

As linhagens, Vero e 7b, foram plaqueada e na confluéncia de 100% foi infectada pelo
virus L.OPNE.L.AJ a MOI 0,5 (Figura 21). As primeiras trés imagens mostram a linhagem Vero

infectada pelo virus e ndo ha presenca de células infectadas, efeito citopatico e formagao de
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placas de lise em nenhum dos aumentos. Na linhagem 7b pode-se observar a infeccao através

da presenca de placas de lise e efeito citopatico em todos os aumentos.

96h de

infecgdo

VERO

7b

Figura 21. Ensaio de andlise de replicacdo defectiva do virus L.OPNE.L.AJ na linhagem Vero e 7b. Imagens obtidas
em contraste de fase em aumento 4x, 10x e 40x apds 96 horas de infec¢do na linhagem transcomplementar e na

linhagem Vero.

5.2. Anadlise de funcionalidade de Flpe

A linhagem Vero foi plaqueada e apds atingir 80% de confluéncia foi transfectada com
pCMV:DsRED(FRT)GFP (Figura 22A, 22C e 22E). Concomitantemente também foi realizado a
co-transfeccdo de pCAGGS-flpE-puro (22B, 22D e 22F). O resultado apds 48 horas de
transfeccao é evidenciado na Figura 22. A taxa de transfec¢ao obtida foi baixa, porém
satisfatdria para o teste proposto pois foi possivel observar fluorescéncia verde somente na

presenca de flipase (Figura 22F), conforme esperado.
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pCMV:DsRed(FRT)GFP

CMV:DsRed(FRT)GFP
P sRed(FRT) pCAGGS-fIpE-puro

Figura 22. Co-transfec¢cdo com plasmideo pCAGGS-flpE-puro e pCMV:DsRed(FRT)GFP em célula Vero. As figuras

A e B apresentam o contraste de fase de ambas as linhagens. As figuras C e D foram obtidas através do filtro
TRITC que permite a observagao da fluorescéncia vermelha expressa pela presenca de DsRed. As figuras E e F
foram obtidas através do filtro FITC que permite a observagao da fluorescéncia verde expressa pela presenca de

GFP.

5.2.1. Analise das regides FRT a partir do sequenciamento de Sanger na presencga de flipase

As analises das regiGes FRT foram realizadas através do sequenciamento das regides
FRT formadas apds recombinagdo sitio-especifica mediada por Flipase e estao apresentadas
com o eletroferograma, comparacdo da sequéncia esperada, sequenciamento da regido com

primer foward e reverse e as regides FRT descritas por Gronostajskit e Sadowski®’(Figura 23
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e 24). Com os resultados a seguir é possivel observar as regides FRT que foram apresentadas
na Figura 15 e Figura 16, comprovando que a recombinacdo Flipase/FRT foi eficiente para
gerar recombinagao no nosso experimento.

As Figuras 23A e 23B apresentam o eletroferograma do plasmideo pGK.FRT mCherry
com os primers 1 e 2, respectivamente. Posteriormente é apresentado a Figura 23C com a
comparag¢do entre a sequéncia ideal, bases descritas pelos sequenciamentos e a sequéncia
FRT esperada.

150 160 170 180 190
G T T C C T T T C T C T G G T A T G G c T T CMT Y CTM CC S G G Y RBRG G G G G G

Primer 1

&0 18
W s T ¢ ¢ C T G CT T OCG T C C T T T G C A G GC C M T T T G C C K T G T G C T

200 210 220 230 240
CTCCTEACTAGEACARAT CEGCEGEEAGCEEATTTGAACGTTCLGARG!
-CIMECSGEY G-

~CIYTCGCGAGTAGCAKA-G--CCTC: TATRAACCETCCCCAG-

110 120 130 140 150 160
i ATARTGTGCCTGICARATGGACGAAGCAGGGATICTGCARACCCTATGCTACTCCGTCGARGTTCCTA
mCherryFLI_primerl | araa16TGCCTGTCARATGGACSARGCAGGEATTCTGCTHACCCTATGCTACTCCETCERR
mCherryFLI_primer2 | _____ GIGCC-GIAGCATGCACTCTR--GGGAATCTACTA - -CHGATG-TAGTCCGTCIAR
FRT  — GAAGTTCCTATACTITCTAGAGART

Esperado

Figura 23. Sequenciamento com os primers, 1 e 2, no plasmideo pGK.FRT mCherry na presenca de Flpe. A Figura 23A
presenta o sequenciamento realizado com primer 1, a Figura 23B apresenta o sequenciamento com o primer 2 e Figura 23C
foi obtida utilizando o software VectorNTl e evidencia a comparagdo das bases esperadas do sequenciamento,

sequenciamento com primer 1, sequenciamento com primer 2 e regiao FRT.

As Figuras 24A e 24B apresentam os eletroferogramas do sequenciamento de Sanger
com o plasmideo pBS246.0PNE com os primers, 3 e 4, respectivamente. Posteriormente é
apresentado a Figura 24C com a comparagao entre a sequéncia ideal, bases descritas pelos

sequenciamentos e a sequéncia FRT esperada.
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Esperado
OPNEFLI_primer3 | AARGCGCATGCICCAGACTGCCT TGEGAARAGCGCCTCCCCTACCCGOTAGART -
OPNEFLI_primerd AAGCGCATGCTCCARACTGCCTT 'GCCTCCCCTACCC

FRT

N EX RN S Sl H it VAW A
230 40 50 260 70 80 290 300
LCT T ACGCCRAGCTGGCGCGCCGCACACARRARACCARCACACAGATCATGRAARATARAGCTCTTTTATTGGTACCGRAT

T ACGCCWAGCTGGCECECCECACACARRAACCAACACACAGATCATGAAARTARAGCTCTTTTATTGGTACCGART
T -ACGCCAAGCTGGCGCRCCGCACACARAAACCAACACACAGATCATGAARATAAAGCTCTTTTATTGGTACHGAAT

Figura 24. Sequenciamento com os primers 3 e 4 no plasmideo pBS246.0PNE na presenca de Flpe. A Figura 24A presenta o
sequenciamento realizado com primer 3, a Figura 24B apresenta o sequenciamento com o primer 4 e a Figura 24C foi obtida
utilizando o software VectorNTl e mostra a comparagdo das bases esperada do sequenciamento, sequenciamento com

primer 3, sequenciamento com primer 4 e regiao FRT.

5.3. Prova de conceito de clonagem de gene de interesse por recombinacdo sitio especifica

Flpe/FRT

A Figura 25 evidencia o resultado da co-transfeccao de pGK.FRT mCherry e pCAGGS-
flpE na linhagem 7b infectada com L.OPNE.L.AJ apds 96h de infec¢gdo a MOI 0,5. A placa de lise
vermelha obtida confirma que o virus recombinante L.OPNE.L.AJ. é capaz de integrar o
transgene mCherry flanqueado por FRT através de recombinagcdo mediada por flipase,

representando, portanto, a prova de conceito de transgenia para o sistema.
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Figura 25. Placa de lise mCherry positiva do virus L.OPCE.L.AJ.. Esta placa de lise

vermelha é resultado da recombinacg&o Flp/FRT através da transfec¢do do plasmideo
pGK.FRT mCherry e do plasmideo pCAGGS-flpE-puro na linhagem 7b infectada com
L.OPNE.L.AJ. A imagem foi obtida utilizando microscopia de fluorescéncia para
comprovar a prova de conceito da transgénia do virus recombinante utilizado neste

trabalho.

5.4. Produgao de vetor amplicon

A transfeccdo do plasmideo pBS.185 na linhagem 7b infectada com L.OPNE.L.AJ.
apresentou a formacgado de placas de lise e a expressdao de EGFP (Figura 26 e 27). Observa-se
ainda placas de lise uma vez que a taxa de sucesso da transfeccdo transiente ndo é 100%. No
entanto, nas células que apresentaram a expressao de Cre houve a clivagem da sequéncia Lox

presente no virus L.OPNE.L.AJ fazendo com que expresse EGFP.

41



C D

Figura 26. Andlise qualitativa em microscépio de fluorescéncia de vetor amplicon na linhagem 7b transfectada
(10x). Transfeccdo com pBS.185 na linhagem 7b infectadas com L.OPNE.L.AJ. As figuras 26A e 26C evidenciam as
células em contraste de fase e as figuras 26B e 26D foram obtidas através do filtro FITC que permite a observagdo

da fluorescéncia verde causada pela presenga de EGFP. Aumento, 10X.

3 ' ';(-i‘).,.: '.'\ , . : - e

Figura 27. Analise qualitativa em microscépio de fluorescéncia da produgdo de vetor amplicon na linhagem 7b
transfectada com pBS.185 e infectadas com L.OPNE.L.AJ. A figura 27A se encontra em contraste de fase e a figura 27B

em FITC (fluorescéncia verde EGFP). Aumento, 40X.
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5.4.1. Transduc¢ao de vetor amplicon em linhagem celular

A Figura 28 evidencia o resultado da transdugao das particulas virais, recuperadas da
linhagem 7b transfectada por Cre na linhagem Vero. Apds 24 horas de transducdo foi possivel

observar fluorescéncia verde nas figuras 28B e 28D (vetores amplicons) e auséncia de efeito

citopatico nas figuras 28A e 28C.

10x

Figura 28. Analise qualitativa em microscépio de fluorescéncia da transdugao de vetor amplicon na linhagem
Vero. As figuras 28A e 28C evidenciam as células em contraste de fase nos aumentos de 4X e 10 X. Asimagens

28B e 28D evidenciam as células visualizadas pelo filtro FITC que permite a observagdo da fluorescéncia verde

causada pela presenca de EGFP, presente nos vetores amplicons.

Também foi realizada a transducdo dos vetores amplicons na linhagem tumoral A172
(Figura 29). As Figuras 29A e 29C demonstraram a auséncia de efeito citopatico e células

sauddveis em ambos os aumentos, 4x e 10x. A presenca dos vetores amplicons sdo observados

na Figura 29B e 29D.
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4x

10x

Figura 29. Andlise qualitativa em microscépio de fluorescéncia da transdugdo de vetor amplicon na

linhagem A172. As imagens, A e B evidenciam as células em contraste de fase e as imagens, B e D, foram
vizualizadas através do filtro FITC que permite a observagao da fluorescéncia verde causada pela presenga

de amplicons.

5.4.2. Titulagdao de vetor amplicon e virus helper

Através da andlise microscdpica de fluorescéncia na placa de 12 pocos transduzida
anteriormente com o vetor amplicon obtivemos o resultado de 2 x 103 TU/mL. As particulas
helper apresentaram titulacdo de 6,7 x 10* PFU/mL na linhagem 7b. Através deste resultado,
temos a prova de conceito que o sistema proposto produz vetores amplicons, capazes de
transduzir nas linhagens A172 e Vero, enquanto o virus helper sé é capaz infectar a linhagem

transcomplemantar 7b, que apresenta o gene ICP4.
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6. DISCUSSAO

Vetores amplicons sdo vetores virais defectivos, derivados do virus HSV-1, que
apresentam caracteristicas Unicas para serem utilizados em protocolos de transferéncia
génica. Dentre essas caracteristicas podemos salientar: a alta capacidade de transgenia,
podendo transportar até 150 kbp, habilidade de transduzir diversos tipos de linhagens
celulares (podendo ser de mamiferos ndao humanos) e a flexibilidade de produgdo utilizando
sistemas que derivam de virus e BAC** 83, Entretanto os sistemas atuais para sua producio
necessitam de modificagdes para gerar uma grande quantidade de vetores que apresentem a
auséncia de contaminacdao do virus helper ou auxiliar, necessario para sua producdo e
empacotamento®. Uma enorme quantidade de estudos abordam os vetores derivados do
HSV-1 porém poucos investigam os vetores amplicons visando a melhoria do sistema,
existindo atualmente dois principais sistemas de producdo de vetores amplicon livres, ou
virtualmente livres, de virus helper®>44:6,

O estudo aqui proposto visa realizar a prova de conceito de producdo de vetores mini-
amplicon aptos para protocolos de transferéncia génica utilizando recombinagdes sitio
especificas Cre/lox e Flpe/FRT.

Neste projeto foram produzidos vetores mini-amplicons, que diferente dos vetores
amplicons comuns, ndo contém origem de replicacdao bacteriana ou genes de resisténcia a
antibidticos®”. Os vetores mini-amplicons aqui desenvolvidos poderdo apresentar uma
capacidade de transgenia de até 40 kbp. Este valor é cerca de 25% da capacidade dos vetores
amplicons cldssicos (baseados em plasmideos amplicon), porém continua sendo uma
capacidade de transgenia importante em compara¢do a outros vetores virais, tais como os
lentivirus ou adenovirus®®13,

A auséncia de sequéncia bacteriana no plasmideo amplicon confere ao vetor maior
biosseguranca e maior eficiéncia na expressdo do transgene. Ha estudos que demonstram que
a ativacdo da resposta imune inata causada pela presenca de material bacteriano promove o
silenciamento do transgene®®°,

Os genes do virus HSV-1 s3o divididos em genes essenciais e genes ndo essenciais>,
podendo os genes ndo essenciais serem removidos uma vez que ndo irdo afetar drasticamente

sua capacidade de replicacdo em cultura celular??. A delecdo de genes essenciais é utilizada
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em protocolos de pesquisa para aumentar a biosseguranca no manuseio deste virus,
tornando-o defectivo e incapacitando a sua replicagdo. O virus utilizado neste projeto possui
replicacdo defectiva, ou seja, somente possui capacidade de replicacdo em células trans-
complementares (linhagem 7b) para o gene herpético essencial ICP4. Além da delecdo do
gene ICP4, o virus HSV-1 helper usado neste projeto também possui delecdo de ambas as
copias do gene ICP34.5, responsavel pela neuro viruléncia presente no HSV-1 wildtype®.

A sistema de recombinacdo sitio especifica Cre/lox, derivada do bacteriéfago P1, que
0 nosso sistema utiliza é capaz de reconhecer e interagir com a sequéncia de 34 bp chamada
de loxP°*, localizadas adjacentes ao modulo amplicon no virus L.OPNE.LAJ. Dessa maneira, a
enzima Cre recombinase se mostrou eficaz na clivagem do modulo amplicon apds infeccdo em
células 7b transfectadas com plasmideo de expressao Cre. Esta clivagem pode ser observada
por microscopia de fluorescéncia (células EGFP positivas) nas células empacotadoras 7b, e na
subsequente reinfeccdo da producdo de vetores mini-amplicon em células Vero e A172. Ha
diversos estudos utilizando Cre/lox na producdo de vetores virais e o presente estudo
corrobora com a literatura’®7,

Outra enzima de recombinagao sitio-especifica utilizada neste projeto é a flipase (Flp),
que reconhece as sequencias FRT da levedura Saccharomyces cerevisiae’’. Esta recombinacdo
permite que a recombinase Flipase reconheca os sitios FRT e gere os produtos da
recombinacdo sitio-especifica®® *’. A forma selvagem da Flp é capaz de gerar uma eficiente
recombinacdo em temperaturas abaixo de 30 °C’® e neste trabalho utilizamos a Flpe, forma
modificada onde é possivel sua funcdo estavel em temperatura de 37 a 42 °C. Esta
recombinacdo em temperatura de 37 °C foi observada através da co-transfeccao do plasmideo
pPGK.FRT mCherry com pCAGGS-flpE-puro em linhagem Vero e 7b. Para tal, apds a co-
transfeccdo desses 2 plasmideos, realizamos a extracdo de DNA total dessas células e
sequenciamos (sequenciamento capilar) as regides adjacentes aos sitios FRT envolvidos na
recombinacao sitio-especifica, corroborando assim a correta clivagem dos vetores envolvidos.
Essa confirmacao foi essencial para o progresso do projeto, dado que o |dcus FRT servird para
a incorporacao dos transgenes que serdo carregados pelos vetores mini-amplicon do sistema.

A utilizagdo de recombinagdo Flipase/FRT para a inser¢do de transgene em vetores
virais foi utilizada por Carrondo e colaboradores em transducdo de particulas virais de

retrovirus’®, porém ndo ha estudos com vetores derivados do HSV-1 na literatura. Este projeto
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apresenta uma inovacao na utilizacdo desta técnica com HSV-1 e consequentemente com
vetores amplicons.

Uma das principais vantagens do vetor amplicon é a sua alta capacidade de transgenia,
podendo variar de 30 kb até 150 kb, dependendo do modo de produc¢do?>%, O vetor proposto
neste projeto demonstrou a capacidade de integrar um transgene de aproximadamente 1600
pb através da prova de conceito ao utilizar o gene mCherry flanqueado por sequencias FRT.
Esta prova de conceito demonstrada pela formacdo de placa de lise vermelha nos mostra que
o virus é capaz de integrar genes flanqueados por FRT através da recombina¢do mediada por
flipase, método que facilita manipulagdo e insercao de transgenes.

Em estudo recente para producdo de vetor amplicon desenvolvido por Soukupova e
colaboradores®, os pesquisadores utilizaram o virus LaLAJ como helper na producdo dos
vetores com um plasmideo amplicon que apresentava o transgene de interesse do estudo. O
virus utilizado no presente projeto se faz como uma alternativa para a producao destes
vetores através da facilitacdo na insercdo de transgene utilizando a recombinacdo sitio
especifica Flp/FRT em cultura.

Foi utilizado o método de transfeccdo transiente para producdo de vetores amplicons
utilizando o reagente Lipofectamina3000 (Thermofisher). Mesmo sendo um método robusto,
nao foi suficiente para gerar uma clivagem total. Estima-se cerca de 30-50% de eficiéncia de
transfeccdo na linhagem Vero®, mas como utilizamos uma linhagem geneticamente
modificada notamos que a eficiéncia foi menor do que o esperado. Com esta eficiéncia da
transfeccdo n3do foi possivel realizar uma recombinacdo Cre/lox com todas as particulas virais
na linhagem transfectada com o plasmideo pBS185, resultando na formacao de placas de lise
apos a producdo de vetores amplicons. Este mesmo limitante na eficiéncia de transfeccdo
esteve também presente na producdo da placa de lise vermelha (nesse caso a transfeccao do
plasmideo pCAGGS-flpE-puro que expressa a recombinase flipase). Por esse motivo, para a
publicacdo em revista de altissimo impacto, estabeleceremos novas linhagens derivadas de
7b que expressem as recombinase Cre e Flipase de maneira estdvel, e assim melhorar a
producdo e purificacdo do sistema.

Os métodos atuais de produgdao de amplicon utilizam o virus helper LaLA) ou BAC-
HSV1, como mencionado anteriormente. O método viral produz 2 x 108 TU/mL de amplicons

com contamina¢do de aproximadamente 1% pelo helper®’. A producdo derivada de BAC
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produz 107 TU/mL. Ambos os métodos necessitam de aprimoramento uma vez que o método
viral apresenta contaminacgao e o derivado de BAC faz uso da transfecgao. Nos estimamos que
a producdo de vetores amplicons na linhagem 7b+Cre seja acima de 10°- 107 TU/mL com
auséncia de contaminacgao pelo virus helper.

O nosso método apresenta baixa producao de amplicons e ainda hd contaminacdo pelo
helper. Esperamos resolver este problema através das linhagens estaveis que serdo
construidas. Além disso, uma das maiores dificuldades na selecdo dos amplicons apds a
producdo é o screening, pois os vetores amplicons sdo idénticos a particulas virais produzidas
pelo helper. O sistema proposto neste trabalho apresenta uma facilidade inédita na separagao
do amplicon e do virus helper, através da fluorescéncia verde, resultado da aproximacdo do

promotor IE4/5 com o gene EGFP presente no amplicon.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho nos permitem concluir:

O sistema proposto com o virus helper L.OPNE.L.AJ. produz vetores amplicons
na presencga de Cre recombinase;

A recombinag¢dao mediada por Flpe é eficiente em nosso virus helper para a
insergdo de transgene de interesse;

O virus L.OPNE.L.AJ. é defectivo e somente infecta células trans-
complementares;

Novos ensaios com outros transgenes flanqueados por FRT sdo necessarios
para avaliar o efeito terapéutico do vetor in vitro;

Faz-se necessario o estabelecimento de uma linhagem celular com a expressao
estdvel de Cre recombinase para a eliminagdo da presenca de placas de lise na
producdo de vetores amplicons e uma linhagem com expressdo estavel de

Flipase para facilitacdo na insergdo de transgene.
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