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INTRODUCAO

A terapia génica consiste na introducéo de
genes funcionais em células especificas de
um individuo ou animal. Esta transferéncia
de material genético visa a reposi¢cao de um
gene defeituoso/ausente ou a introducéo de
novas funcdes na célula [1]. Para aumentar
a eficiencia dessa metodologia in vivo, a
injecéo direta de DNA plasmidial pode ser
utilizada em conjunto com a
eletrotransferéncia.

OBJETIVO

O objetivo principal é a realizacéo de estudos
gue nos levem em diregdo a maxima
correcdo fenotipica possivel do nanismo,
utilizando camundongos anoes
imunodeficientes (lit/scid), tratados com o
gene do horménio de crescimento humano
(hGH) e a técnica da eletrotransferéncia.

METODOLOGIA

Camundongos andes imunodeficientes da
linhagem CB17-Ghrhr lit/+ Prkdc scid/Bm
(lit/scid), foram anestesiados com uma
mistura de quetamina e xilazina, via
intraperitoneal. Os pélos da regido do
musculo quadriceps e tibial anterior foram
raspados. O muasculo quadriceps foi exposto
para receber a injecdo com a enzima
hialuronidase (20 U/50 pL) e para o tibial
anterior ndo exposto houve uma alteracéo do
volume final desta enzima (20 U/20 pL).
Ap6s 30 minutos, foram injetados 50 pg do
plasmideo pUC-UBI-hGH, que possui o gene
do hGH, em um volume de 20 pL/animal. Em
seguida, foi realizada a eletroporacao nestes
musculos, utilizando os parametros ja
padronizados anteriormente: 8 pulsos de 20
ms e 0,5 s de intervalo e 90 V/cm [2] ou uma
combinagdo de um pulso alto e curto (800

V/icm e 100 ps) e um pulso baixo e longo
(100 V/icm e 400 ms), que denominamos
HV/LV. Solugdo salina foi administrada,
como controle, em um volume de 20
pL/animal. Para todos 0s experimentos
foram alterados os volumes de todas as
administragbes, onde o volume de
hialuronidase, da solucdo para diluicdo do
pUC-UBI-hGH e da solugéo salina do grupo
controle passou de 50 pl para 20 ul/animal,
uma vez que foi observado que o volume
anterior era um pouco grande em relacéo ao
tamanho do musculo destes camundongos
andes. O sangue dos animais foi coletado
para dosagem de hGH por radioimunoensaio
e 0 peso dos mesmos foi monitorado
utilizando balancga digital, durante um ensaio
de 60 dias, assim como as medidas iniciais e
finais do comprimento total do corpo (da
ponta do nariz ao final da cauda), da cauda
e dos fémures direito e esquerdo, com
paquimetro digital.

RESULTADOS

Foi realizado um experimento utilizando os
musculos quadriceps e tibial anterior com o
principal objetivo de observar se a
administracdo do plasmideo pUC-UBI-hGH,
sem a exposicdo prévia do musculo, seria
capaz de expressar o hGH na circulacao de
camundongos lit/scid. Ap6s 3 dias da
administragcdo, foi coletado o sangue para
determinacdo de hGH no soro destes
animais. Como pode ser observado na
Figura 1, os grupos que apresentaram 0S
maiores niveis deste horménio foram
tratados no muasculo quadriceps com
exposicao (5,03 + 2,15 ng hGH/mL), ou no
musculo tibial anterior sem exposicao (3,45
+ 091 ng hGH/mL), seguidos de
eletrotransferéncia de alta e baixa voltagem
(HVILV).
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Figura 1: Niveis de hGH no soro de camundongos lit/scid apés a
administragdo do plasmideo pUC-UBI-hGH ou de salina, seguida
de diferentes protocolos de eletrotransferéncia; salina, sem
exposicdo do musculo quadriceps, seguida de eletrotransferéncia
com 90 V/cm (m ); salina, com exposi¢éo do musculo quadriceps,
seguida de eletrotransferéncia HV/LV (&8):pUC-UBI-hGH, no
musculo quadriceps com (E) e sem exposicao (mm), seguida de
eletrotransferéncia com 90 V/cm; pUC-UBI-hGH, no musculo
quadriceps sem (e@) e com (EZ) exposicdo, seguida de
eletrotransferéncia HV/LV; pUC-UBI-hGH, no musculo quadriceps
exposto, seguida de eletrotransferéncia com 90V/cm, (m); puC-
UBI-hGH, no musculo tibial anterior sem exposi¢cdo, seguida de
eletrotransferéncia HV/LV (

Com base nos resultados do experimento
anterior, foi realizada uma administracéo do
DNA plasmidial nos musculos tibial anterior
direito e esquerdo. Apés 30 dias, a variacdo
de peso corpéreo do grupo tratado de 40
dias, em relagdo ao dia inicial ao tratamento
foi de 3,64 g, um valor muito superior ao do
grupo de 80 dias que foi de 2,07 g e do grupo
controle, de -0,01 g/camundongo/dia. Apés
ter sido observada uma estabilizagdo na
variacdo de peso corporeo dos grupos
tratados, foi realizada uma segunda
administracao (dia 41) utilizando os mesmos
parametros da primeira cirurgia. No final do
tratamento de 60 dias, a inclinagdo da curva
de variacdo de peso do grupo de
camundongos jovens tratados de 40 dias
(0,083 g/camundongo/dia) foi o dobro da do
grupo tratado de 80 dias (0,040
g/camundongo/dia) e ambas foram bem
superiores em relacdo a do grupo controle
(0,001 g/camundongo/dia). Para o0s
camundongos de 40 dias foi obtido um
aumento de peso corporeo de 84%, em
relacédo aos valores iniciais.

Todos os parametros de crescimento foram
superiores para o grupo de camundongos de
40 dias em relacéo aos de 80 dias e controle

(salina), indicando a importancia de
realizacdo deste tipo de tratamento em
animais mais jovens.
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Figura 2: Variagédo de peso de camundongos lit/scid de 40 ('.')

e 80 dias ( i ) no momento da administragdo de DNA plasmidial

ou solugéo salina ( -~ ), seguida de eletroporagdo, nos musculos
tibial anterior direito e esquerdo e de camundongos scid sem

tratamento de 40 (") e 60 ("") dias.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos podemos
concluir que os maiores niveis de hGH
presentes no soro dos camundongos dos
grupos tratados foram no musculo
guadriceps com exposicdo e também no
musculo tibial anterior, seguidos de
eletrotransferéncia, utilizando um pulso alto
e curto e um pulso baixo e de longa duragao
(HV/LV). Este tipo de eletrotransferéncia é
interessante, pois o primeiro pulso auxilia na
permeabilizacdo celular e o segundo no
transporte eletroforético do DNA através da
membrana, além de ser menos invasivo.
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