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Nota Prévia

Esta dissertacéo foi escrita em portugués prévio ao acordo ortografico de 1990, sendo

as suas referéncias efectuadas segundo o Journal Genetics Research.
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Epigrafe

We must nat forget that when radium was discovered no one fnew that it woeuld
prove wseful in hospitals. The work was ene of pure science. Und this is a procf that
scientific werk must not be considered fram the peint of view of the direct usefulness of it.
Jt must be dene for itself, for the beauty ef science, and then there is always the chance
that a scientific discovery may become life the radium a benefit for humanity.

Marie Curie
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Resumo

As infec¢des cirdrgicas sdo um dos principais problemas a nivel hospitalar,
contribuindo para o sofrimento dos doentes devido a dor, atraso na cicatrizacdo e
consequentemente aumento do tempo de hospitalizacdo. Representam 13% das infecgdes
nosocomiais, dos quais 56,9% séo devidas a infec¢des do local cirdrgico. Esta problematica
encontra-se muitas vezes associada a microorganismos com Varias resisténcias
antimicrobianas, como a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus (incluindo o S. aureus meticilino-resistente), consequéncia da utilizacdo de
antibidticos de largo espectro. Como tal, pretendeu-se contribuir para o desenvolvimento de
novas estratégias de combate a infecgBes cirdrgicas, atraves da sobreexpressdo de
péptidos antimicrobianos, nomeadamente, a utilizacdo de B-defensinas humanas (HBD).
Esta sobreexpressao foi efectuada utilizando vectores lentivirais, contendo os respectivos
genes, que foram introduzidos no modelo cirdrgico com ratos Wistar. De modo a verificar a
capacidade antimicrobiana das HBD seleccionadas, procedeu-se previamente ao
estabelecimento e caracterizagdo de culturas das bactérias Pseudomonas aeruginosa ou
Staphylococcus aureus. Posteriormente estas bactérias foram usadas para infectar o
modelo cirargico, obtendo-se diferentes graus de infecgcdo consoante a concentracdo de
bactérias utilizadas.

Verificou-se em resultados preliminares, uma diminuicdo da proliferacdo das
bactérias presentes nos modelos cirargicos, sempre que se introduziam vectores lentivirais
expressando os genes que codificam as HBD.

Mais estudos estdo a decorrer por forma a confirmar o papel antimicrobiano das

HBD no modelo de infeccao.

Palavras-Chaves: B-defensinas humanas (HBD); Infec¢des cirargicas;

Lentivirus; Péptidos antimicrobianos (AMP); Retalhos venosos arterializados (RVA)
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Abstract

Surgical infections are a major problem in hospital, contributing to the suffering
of the patients due to pain, delayed healing and, hence increased length of
hospitalization. These infections represent 13% of nosocomial infections, of which
56.9% are due to surgical site infections. This problem is often associated with
antimicrobial resistance of various microorganisms, such as Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus (including methicillin-resistant
Staphylococcus aureus), as a consequence of the use of broad spectrum antibiotics.

In this thesis, it was intended to contribute to the development of new strategies
to combat surgical infections, through the overexpression of antimicrobial peptides, in
particular, the use of human B-defensins (HBD). HBD overexpression was performed
using lentiviral vectors containing the respective genes which have been introduced in
the surgical model with rats. In order to verify the efficacy of HBD, we first optimzed and
characterized cultures of P. aeruginosa or S. aureus bacteria. Thereafter these bacteria
were used to infect the surgical model, obtaining different degrees of infection
depending on the concentration of bacteria used.

Preliminary results, revealed a decrease in the proliferation of bacteria in
surgical models, where lentiviral vectors expressing the HBD genes were introduced.

Further studies are in progress in order to confirm the antimicrobial role of HBD

in the infection rat model.

Key Words: Human B-defensins (HBH), surgical infections, lentivirus,

antimicrobial peptides (AMP), arterialized venous free flaps
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Résumeé

Infections chirurgicales sont un probleme majeur a I'hépital, ce qui contribue a
la souffrance des patients en raison de la douleur, retard de cicatrisation et, par
conséquent, la longueur accru d'hospitalisation. Ces infections représentent 13% des
infections nosocomiales, dont 56,9% sont dus a des infections du site opératoire Ce
probleme est souvent associée a la résistance aux antimicrobiens de divers micro-
organismes tels que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus (comprend S. aureus résistant a la méthicilline), comme une conséquence de
I'utilisation d'antibiotiques a large spectre.

Dans cette thése, il a été congu pour contribuer & I'élaboration de nouvelles
stratégies de lutte contre les infections chirurgicales, par la surexpression de peptides
antimicrobiens, en particulier, I'utilisation des B-défensines humaines (HBD). HBD
surexpression a été réalisée en utilisant des vecteurs lentiviraux contenant les génes
respectifs qui ont été introduites dans le modéle chirurgical avec des rats. Afin de
vérifier l'efficacité de la HBD, nous avons d'abord optimzed et caractérisé bactéries
cultures de P. aeruginosa ou S. aureus. Par la suite, ces bactéries ont été utilisés pour
infecter le modéle chirurgicale, en obtenant des degrés différents de l'infection en
fonction de la concentration des bactéries utilisées.

Les résultats préliminaires ont révélé une diminution de la prolifération de
bactéries dans des modéles de chirurgie, ou les vecteurs lentiviraux exprimant les
géenes ont été introduits des HBD.

Des études supplémentaires sont en cours dans le but de confirmer le réle de

HBD antimicrobien dans le modeéle de rat de l'infection.

Mots clés: B-défensines humaines (HBD), infections chirurgicales, lentivirus,

peptides antimicrobiens (AMP), lambeau veineux artérialisé libre.
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Lista de Abreviaturas e Siglas

A260
A280
AMP

BD

bp
BSA
CD
CHO-P
cm

DC
DMEM
DMSO
DNA
DO
DOsoo
DsRED
EB

EDTA

FBS
FITC

Gl

G2
GFP

GM-CSF

hBD
HD

Absorvéancia a 260 (nm)

AbsorvAncia a 280 (nm)

Péptido (s) Antimicrobiano (s) (do inglés Antimicrobial Peptides)
Defensina (s) Humana (s) (do inglés B-Defensins)

Par de bases nucleotidicas (do inglés base pair)

Albumina bovina sérica (do inglés Bovine Serum Albumin)
Antigénios de diferenciacéo (do inglés Cluster of Differentiation)
Chinese Hamster Ovary expressing P-selectin

Unidade de comprimento - centimetro

Célula (s) Dendritica (s) (do inglés Dendritic Cells)

Dublbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dimetilsulféxido (do inglés Dimethyl Sulfoxide)

Acido Desoxirribonucleico (do inglés Deoxyribonucleic Acid)
Densidade 6ptica

Densidade Optica a 600nm

Dicosoma sp. Red Fluorescent Protein

Efeito Bacteriostatico

Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés Ethylenediaminetetra
acetic acid)

Soro Fetal Bovino (do inglés Fetal Bovine Serum)

Isotiocianato de Fluoresceina (do inglés Fluorescein isothiocyanate)
Unidade de massa — grama (s)

Unidade de aceleracéo - forca-gravitational

Grupo 1 de pDNA utilizados na formacéo dos lentivirus (pMD2.G e
psPAX2)

Grupo 2 de pDNA utilizados na formacgé&o dos lentivirus (pMD2.G,
pMDLg/PRRE e pRSV-Rev)

Proteina Verde Fluorescente (do inglés Green Fluorescent Protein)
Factor de estimulacao de colonias granulécitos-macréfagos (do inglés
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating factor)

Unidade de tempo — hora (s)

B-Defensina (s) Humana (s) (do inglés Human B-Defensins)

Defensina (s) Humana (s) (do inglés Human Defensins)
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HEK293 - Human Embryonic Kidney 293 cells

Virus da imunodeficiéncia humana (do inglés Human

HIV -
Immunodeficiency Virus)
HNP Péptido (s) do (s) Neutréfilo (s) Humano (s) (do inglés Human
Neutrophil Peptide
IL-4 - Interleucina 4 (do inglés Interleukin 4)

LB - Luria-Bertani broth
LD50 - Dose que reduz as UFC em 50%
LD90 - Dose que reduz as UFC em 90%

M - Unidade de quantidade de matéria — molar (es)

MEM - Minimum Essencial Media

mg - Unidade de massa — miligrama (s)
MHC - Complexo principal de histocompatibilidade (do inglés Major

Histocompatibility Complex)

MIC - Concentracdo Minima Inibitoria

mm - Unidade de comprimento — milimetro (s)

mM - Unidade de quantidade de matéria — milimolar (es)

min - Unidade de tempo — minuto (s)

mL - Unidade de volume — mililitro (s)

m/v - Unidade de concentracdo - massa/volume

nm - Unidade de comprimento — nanémetro (s)

p.a. - Para analise (do inglés Pro analysi)

PBS - Tampéao Fosfato Salino (do inglés Phosphate Buffered Saline)
PEI - Polyethylenimine
Vector plasmideo portador do gene DSRed (do inglés pGK DsRed
TRC Cloning Vector)

r.g. - Pureza do reagente (do inglés Reagent grade)

pLKO.1 -

RNA - Acido Ribonucleico (do inglés Ribonucleic Acid)

rpm - Rotagdes por minuto
rr BD-3 - Proteina recombinante de rato B-defensina 3
rr BD-4 - Proteina recombinante de rato B-defensina 2

RT-PCR Reaccédo em cadeia da polimerase — em tempo real (do inglés Real
Time - Polymerase chain reaction
RVA - Retalho (s) Venoso (s) Arterializado (s)
UFC - Unidades formadoras de colonias

V - Unidade de tensao eléctrica — volt (es)
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Factor de crescimento endotelial vascular (do inglés Vascular

VEGF - _
Endothelial Growth Factor)
viv - Unidade de concentracdo — volume/volume
pL - Unidade de volume — microlitro (s)
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1. Introducao

1.1. Infeccdes bacterianas a nivel cirargico

As infec¢des cirtrgicas sdo um dos principais problemas a nivel hospitalar. Estas
contribuem para o sofrimento dos doentes devido a dor, atraso na cicatrizagdo e
consequentemente aumento do tempo de hospitalizagdo pds-operatorio.

A infeccdo do local cirdrgico é uma das infecgGes associadas aos cuidados de
saude mais frequente. No Inquérito Nacional de Prevaléncia de Infeccdo realizado em 2010
estas infec¢Oes representavam 13% das infecgbes consequentes aos cuidados prestados
no hospital (Pina et al., 2012). Sendo que a 77,8% dos doentes com infecgbes hospitalares
foi efectuado um estudo microbiol6gico para diagnostico etioldgico da infeccdo, tendo a
frequéncia sido maior nos doentes com infecgdo hematogénea (83,9%), infeccdo das vias
urinarias (78,4%, infec¢des do local cirargico (56,9%), infeccdes osteoarticulares (55%) e
infecgBes da pele e tecidos moles (47,4%). Os principais microorganismos responsaveis por
estas infecgbes foram a Escherichia coli (15,33%), Pseudomonas aeruginosa (14,04%),
Staphylococcus aureus (19,40%), dos quais 69,2% sao Staphylococcus aureus meticilino-
resistente (MRSA) (Pina et al., 2010). No controlo destas infecgBes, geralmente, séo
utilizados antibiéticos de largo espectro, o que promove o desenvolvimento de resisténcias

por parte das bactérias (Osswald et al., 2012).

1.2. Resisténcia a antibioticos

A resisténcia das bactérias aos antibiéticos € um problema crescente em todo o
mundo (Osswald et al., 2012; Pina et al., 2012; Pina et al., 2010 ; Wright, 2013), que tem
vindo a verificar-se desde ha algumas décadas. A resisténcia a antibidticos € um fenémeno
natural em bactérias, que resulta da seleccdo de elementos genéticos que conferem a
capacidade de estas crescerem na presenca de compostos que de outro modo seriam
toxicos. A capacidade das bactérias adquirem resisténcia antibiticos por meio de elementos
genéticos méveis, como plasmideos e transposfes, € um fendmeno reconhecido em varias
estirpes bacterianas (Bhullar et al., 2014; Wright, 2013). Neste contexto, existird sempre a
necessidade de investigar novos compostos no controlo de bactérias resistentes, no entanto
a surgimento de novos antibidticos ndo € suficiente para resolver o problema das
resisténcias a longo prazo (Wright, 2013). Embora o surgimento de resisténcia por parte das

bactérias seja um fendmeno natural, a velocidade com que ocorre pode ser diminuida.
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A utilizacdo indiscriminada de antibiéticos de largo espectro e/ou utilizacdo de
concentracdes de antibidticos incorrectas sdo algumas das principais causas do surgimento
das resisténcias bacterianas. Como tal, quando a administracdo de antibidticos é
correctamente efectuada, no que respeita & especificidade e concentracdo, o risco do
surgimento de resisténcia a antibidticos € diminuido (Burke, 2001; Caldeira et al., 2006;
Osswald et al., 2012).

A utilizacao profilactica dos antibiéticos, associada a uma assepsia rigorosa durante
o procedimento cirdrgico é fundamental no suporte da cirurgia moderna, reduzindo
significativamente o risco de infec¢ao da ferida cirtrgica (Burke, 2001; Caldeira et al., 2006).
No entanto, as infec¢cbes adquiridas pés-cirurgia afectam ainda uma quantidade significativa
de individuos, com impacto nas taxas de mortalidade e morbilidade (Caldeira et al., 2006;
Pina et al., 2012; Pina et al., 2010 ). Num estudo feito em Portugal em 2006 verificou-se que
a taxa média de infec¢do pdés-cirurgica foi de 1,7%, sendo que a sua incidéncia variou de
acordo com o tipo e o local da intervencdao cirargica (Caldeira et al., 2006).

1.3. Infecg¢des bacterianas em retalhos venosos arterializados

No caso particular de infec¢gdes em individuos com feridas crénicas (Ghali et al.,
2009), com sindrome de pé diabético, Ulceras e osteomielites crénicas que em estagios
avancados podem levar a desbridamento ou a amputagdo das zonas afectadas, h4 que
optar por outras medidas, que ndo apenas a antibioterapia, de modo a evitar que a infeccéo
se espalhe para o resto do corpo (Schirmer et al., 2013). Quando se recorre ao
desbridamento cirdrgico € necessario uma transferéncia de tecidos, sendo um exemplo
desta transferéncia a utilizagédo de retalhos vascularizados, que embora tenham sido obtidas
boas taxas de sucesso, possuem limitacBes vasculares (Schirmer et al., 2013). Como tal,
cada vez mais tem sido necessario recorrer-se a outros tipos de procedimentos,
nomeadamente a utilizag&o de retalhos venosos arterializados (RVA), em que o fluxo arterial
é realizado através de uma veia aferente e o fluxo venoso através de uma veia eferente,

envolvendo uma menor morbilidade do local dador (Woo et al., 2007).

Os retalhos venosos sdo definidos como retalhos de pele e as respectivas veias
subcutaneas, sendo que nestes retalhos o fluxo sanguineo efectuado através do sistema
venoso (Nakayama et al., 1981). A classificacdo dos retalhos venosos utilizados na érea
clinica foi pela primeira vez introduzida em 1991 por Chen e colaboradores, em que

reportaram quatro tipos de retalhos venosos. O Retalho Tipo | possui somente perfusédo
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venosa, em que a veia do retalho estiq anastomada a duas veias; o Retalho Tipo Il possui
somente perfusdo venosa, em que uma das extremidades da veia estd intacta, enquanto a
outra esta anastomada a outra a outra veia adjacente; o Retalho Tipo Il possui uma
perfusdo venosa arterializada com uma fistula artéria-veia aferente, onde a anastomose
distal foi feita de uma artéria a uma veia e a anastomose proximal foi feita de veia para veia;
e o0 Retalho Tipo IV possui uma perfusdo venosa totalmente arterializada em que as duas

extremidades do retalho estdo conectadas a artérias (Chen et al., 1991) (Figura 1).

—_ _{ Tipo |
—_ % Tipo Il
—_> _{ Tipo Il
—_ —{ Tipo IV

Anastomose I \Veia B Artéria

Figura 1 — Esquema dos quatro tipos de retalhos venosos descritos pela primeira vez na clinica

Como os retalhos venosos ndo envolvem o sistema arterial para a oxigenag¢do dos
tecidos, uma vez que o sangue arterial utiliza o sistema venoso, ndo € necessario sacrificar
uma artéria principal do local dador do retalho, como tal, a dissecacao dos tecidos é menos
profunda, uma vez que as veias se encontram a um nivel de profundidade mais superficial
(Fasika & Stilwell, 1993; Woo et al., 2007; Yan et al., 2011). Deste modo, o procedimento de
dissecgdo € mais facil e envolve uma menor morbilidade do local dador (Woo et al., 2007).
Estes retalhos séo facilmente concebidos e colhidos com uma boa qualidade, séo finos e
flexiveis, ndo possuem nenhuma limitacao do local dador, podendo ser transferido como um
retalho puro, mas também como compdsito incluindo retalhos com tenddes e nervos, bem
como enxertos de veias e gordura subcutdnea, como tal, podem ser utilizados na

microcirurgia e cirurgia reconstrutiva, especialmente para reconstruir tenddes e vasos
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afectados, sendo este tipo de retalhos indicados para a reparacdo de tecidos moles em
maos e dedos, incluindo lesdes digitais (Cho et al., 1999; Fasika & Stilwell, 1993; Nishi et al.,
1989; Woo et al., 2007; Yan et al., 2011).

Os RVA envolvem pelo menos uma anastomose arterial e uma anastomose venosa
na zona receptora (Kawakatsu et al., 2013). Foram introduzidos pela primeira vez em 1981
por Nakayama et al. num estudo experimental, sendo em 1987 aplicados na clinica. Tém
sido aplicados, principalmente, na cirurgia reconstrutiva, obtendo-se melhores resultados
gque os estudos iniciais que utilizavam somente o sistema venoso (Chen et al., 1994). Existe
um consenso universal no que se refere a maior viabilidade e confiabilidade do retalho
venoso convencional face a do RVA, sendo que estes resultados dependem do local dador
e do tamanho do retalho (Chen et al., 1994).

No entanto, a nutricdo dos retalhos ainda ndo se encontra completamente
explicada, sendo que se acredita que o mecanismo de troca de fluidos em microcirculacdo é
essencial para explicar a sobrevivéncia destes retalhos. A troca de fluidos/nutrientes entre
os capilares e os tecidos circundantes ocorre quando o fluxo fica detido por alguns
segundos, sendo que esta troca ocorre independentemente da direccdo do fluxo dentro do
capilar. Uma vez que apenas 25 a 30% do teor do sangue arterial é utilizado em
circunstancias normais, pensa-se que 0s nutrientes adequados a sobrevivéncia do retalho
permanecem disponiveis (Fasika & Stilwell, 1993). Outro problema relacionado com este
tipo de retalho é a taxa de necrose associada, principalmente, devido a presenca de
infeccdo (Woo et al., 2007). Como tal, no Departamento de Anatomia da Faculdade de
Ciéncia Médicas da Universidade Nova de Lisboa, encontra-se a decorrer um estudo da
autoria do Doutor Diogo Casal que se propdem a contribuir para uma melhor compreensao
da arquitectura vascular dos RVA desde a fase inicial do levantamento do retalho até este
se encontrar completamente integrado na sua zona receptora. Para esse efeito, estdo a
utilizar um RVA da parede abdominal ventro-lateral do rato Wistar, que ja foi validado no
trabalho original de Nakayama (Nakayama et al., 1981) e modificado subsequentemente por
Wungcharoen (Wungcharoen et al., 2001). Este modelo foi estudado num nimero
relativamente diminuto de animais, que foram observados durante um periodo maximo de
21 dias ap0s a elaboracao do retalho, pelo que persiste um hiato significativo na literatura
relativamente ao comportamento destes retalhos em modelos experimentais ao longo de um
periodo mais alargado.

Como referido anteriormente, os RVA apresentam vantagens sobre os retalhos de
perfusdo convencional, nomeadamente nos casos de traumatismos nas extremidades ou
nas queimaduras de areas nobres (como por exemplo, méos, face e genitais). No entanto

verifica-se muitas vezes uma infec¢cdo associada ou, pelo menos, uma colonizacdo
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polimicrobiana significativa. Pelo que se conseguiu apurar, o efeito da infeccdo bacteriana
nos RVA nunca foi estudado experimentalmente ou clinicamente. Recentemente, nom
modelo de rato, foi descrita a transfec¢éo viral com sequéncias codificadores de substéancias
com accao bactericida aplicadas em retalhos de fluxo convencional. Esta abordagem
demonstrou ndo sé ser eficaz na eliminacdo das bactérias, como também para a
sobrevivéncia dos proéprios retalhos (Ghali et al., 2009).

O estudo desenvolvido pelo Doutor Diogo Casal, do Departamento de Anatomia da
Faculdade de Ciéncias Médias da Universidade Nova de Lisboa, tem uma abordagem
similar, sendo que o utiliza os RVA em ratos Wistar, aos quais sdo administrados lentivirus
gue possuem sequéncias que codificam proteinas com capacidade antimicrobiana,
nomeadamente as B-defensina humana 2 e 3 (hBD-2 e hBD-3), de modo a tornar estes
retalnos mais resistentes a infeccdo e, eventualmente, a sua aplicacdo no tratamento de
infeccbes sub-aguda ou cronicas. Como tal, além de se administrar os lentivirus a veia
aferente ao retalho, no qual ficam incubados durante 45 min, é administrado, ap6s 30 min do
reposicionamento dos retalhos, 1 mL de uma suspensao bacteriana a um cateter de calibre

14 G que se encontra posicionado no bordo medial do retalho (Figura 2).

Transducao
Viral

Colheita
do Retalho

Implantacao
do Cateter

I/

Inoculacao
das Bactérias

r‘& « -
Avaliacdo dos
RVA ao longo

de 10 dias

Figura 2 — Esquema do modelo de infeccdo viral e bacteriana nos retalhos venosos arterializados,
em ratos Wistar, utilizado pelo Doutor Diogo Casal
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O estudo efectuado pelo Doutor Diogo Casal, ainda se encontra a decorrer. Durante
0 decorrer desta tese, antes de se administrar as particulas virais com 0s genes que
codificam as proteinas hBD-2 e hBD-3 aos RVA foram administrados virus com genes
reporter. A administracao de lentivirus com genes reporter tem como objectivo verificar se o0s
virus utilizados estavam a transduzir os retalhos, tanto os retalhos de fluxo convencional,
como os RVA. Nas Figura 3 e 4 encontra-se os esquemas das operacfes destes dois tipos
de retalhos efectuadas aos ratos Wistar. A necessidade de se proceder a ensaios em
retalhos de fluxo convencional prende-se coma necessidade de validar os resultados obtidos

nos RVA, retalhos estes que foram optimizados anteriormente pelo Doutor Diogo Casal.

s
» - - Lavagem com
1 | Clampar Heparina
9 L2 (3 (4

veias e

artérias '
B Veia g
I Artéria
@» Clamp Introdugéo

dos virus

©

e

- - Incubagéo

. - durante 45’
Circulagdo norma
da corrente

e sanguinea e @

Figura 3 — Esquema do modelo de infec¢édo viral nos retalhos de fluxo convencional, em ratos
Wistar, utilizado pelo Doutor Diogo Casal
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Figura 4 — Esquema do modelo de infec¢do viral nos retalhos venosos arterializados, em ratos
Wistar, utilizado pelo Doutor Diogo Casal

1.4. Péptidos antimicrobianos

No ultimo século os antibiéticos tornaram-se amplamente disponiveis, o que
possibilitou o tratamento de infeccdes bacterianas em todo o mundo. No entanto, nas
ultimas décadas houve poucas classes de antibioticos que entraram na &rea da saude,
sendo a maioria se encontravam voltados para o tratamento de infec¢ces bacterianas Gram-
Positivas. A falta de novos antibidticos para o tratamento de infecgBes bacterianas Gram-
Negativas combinado com os problemas de multirresisténcia por parte das bactérias, exige,
cada vez mais, a exploracdo de novas estratégias para o tratamento destas infec¢des (Marr
et al., 2006; Nizet, 2006; Osswald et al., 2012; Zasloff, 2002).

Nas ultimas décadas, um numero consideravel de péptidos com actividade contra
diferentes tipos de microorganismos, desde bactérias, virus a fungos, foram identificados em

quase todos os grupos do reino animal e vegetal (Andreu & Rivas, 1998; Nguyen et al.,
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2011). Os péptidos antimicrobianos (AMP) dos mamiferos tém-se mostrado essenciais para
a proteccdo dos diferentes 6rgdos, nomeadamente, a pele. A sua importancia é devido as
suas funcdes pleiotropicas, pois além de possuir actividade antimicrobiana, também,
controlam algumas funcg@es fisioldgicas, como inflamacao, angiogénese e cicatrizacdo de
feridas (Lai & Gallo, 2009), o que promoveu a sua pesquisa para fins terapéuticos.

Até a data foram descritos 2411 péptidos AMP (The Antimicrobial Peptide
Database, http://aps.unmc.edu/AP/main.php) contra bactérias, virus, protozodrios e fungos
(Brown & Hancock, 2006; Hancock & Sahl, 2006; Marr et al., 2006).

Historicamente, os AMP foram relatados pela primeira vez em 1922 por Fleming e
Allison que descreveram a acgao bacteriolitica de uma substancia encontrada em secrecées
e tecidos, ao qual deram o nome de lisozima, devido a sua capacidade de lisar as bactérias
(Fleming & Allison, 1922). Em 1939, Dubos isolou a gramicidina a partir de sobrenadantes
de culturas de bactérias do solo, que mostrou possuir actividade bactericida ou
bacteriostético contra uma grande variedade de bactérias Gram-Positivas (Dubos, 1939).
Posteriormente, em 1965, foi demostrado por Sagres e Witkop que a gramicidina descrita
por Dubos tratava-se de uma mistura de seis AMP (Nakatsuji & Gallo, 2012). As
gramicidinas foram os primeiros AMP utilizados na clinica, em feridas infectadas, obtendo-se
uma supressao da infeccéo (The Antimicrobial Peptide Database) (Gause, 1944).

1.4.1. Aspectos estruturais dos péptidos antimicrobianos

Uma grande variedade de estruturas e tamanhos dos péptidos estdo associadas a
actividade antimicrobiana em eucariotas (Andreu & Rivas, 1998).

A classificag&o inicial dos AMP com base na taxonomia tem sido cada vez mais
caracterizada como inadequada, tendo em conta o facto da semelhanca dos padrdes
estruturais compartilhados pelos péptidos de diferentes organismos (Andreu & Rivas, 1998).
Os AMP dos mamiferos sdo geralmente agrupados de acordo com as caracteristicas
estruturais dos péptidos, pela localizagdo anatémica da sua expressao, ou pela familia de
genes que codificam. Dada a origem evolutiva comum dos mamiferos, a complexidade da
estrutura do péptido antimicrobiano e distribuicdo sugere que estas moléculas de defesa do
hospedeiro sdo parte de um sistema defensivo multifacetada que estd sob pressdes
evoluciondrias selectivas intensas (Dutton et al., 2002).

Cada vez mais, tem sido utilizada uma classificacdo alternativa baseada na
estrutura quimica dos péptidos. Esta classificacdo define dois grandes grupos que diferem

guanto a sua estrutura linear ou ciclica. Dentro do primeiro grupo, sdo distinguidos dois
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subgrupos, os péptidos lineares que tendem a adoptar uma conformacgao a-helicoidal
anfipatica (como a andropina e a cecropina) e péptidos lineares de composi¢do incomum,
ricos em aminoacidos como a prolina, arginina ou ocasionalmente o triptofano (como a
bactenecina 5 e a histatina 1). O segundo grupo abrange todos os péptidos que contém
cisteina, e subdivide-se em dois grupos consoante a presenca de ligacbes dissulfeto,
podendo esta ser simples (como a esculetina) ou multipla (como alguns tipos de defensinas)
(Andreu & Rivas, 1998).

Os AMP geralmente possuem 10-50 residuos de aminoacidos, ndo possuindo
quaisquer sequéncias de aminoacidos de consenso especificas associadas com a
actividade biologica. No entanto, a maioria dos AMP possui certas caracteristicas comuns,
tais como, a carga positiva e uma estrutura relativamente hidrofobica e anfipatica. Com base
na sua composicdo de aminoacidos, o tamanho, e as estruturas de conformacédo, os AMP
podem ser divididos em varias categorias, tais como péptidos com estruturas hélice-q,
péptidos com estruturas folhas-B estabilizadas por pontes de dissulfeto ou péptidos com
estruturas prolongadas ou loops (Lai & Gallo, 2009; Nakatsuji & Gallo, 2012).

O agrupamento de péptidos antimicrobianos de acordo com a familia de genes com
0S quais estao associados, também é uma forma muito Util para agrupar os péptidos de
mamifero. De acordo com esse esquema de classificacdo, a maioria dos peptideos de
mamifero caem dentro de duas grandes familias: as defensinas e as catelicidinas (Dutton et
al., 2002).

1.4.2. Actividade biolégica dos péptidos antimicrobianos

Os AMP possuem um papel central promovendo o recrutamento e mecanismo de
accdo do sistema imune inato e diminuem a resposta inflamatéria potencialmente nociva
(Brown & Hancock, 2006; Hancock & Sahl, 2006; Marr et al., 2006). Geralmente, os AMP
partilham uma carga global positiva e cerca de 50% de residuos hidrofébicos, o que confere
a capacidade de adquirirem numa conformacdo anfifilica apds a interaccdo com as
membranas bacterianas (Marr et al., 2006; Nguyen et al., 2011).

Uma grande diversidade destes péptidos tem mostrado capacidade de atravessar a
membrana plasmatica e actuar sobre diversos processos citoplasmaticos, incluido a inibicéo
da sintese de macromolélulas, e de enzimas que se encontram envolvidas no processo de
divisdo celular ou estimulacdo da autdlise (Marr et al., 2006). A maioria dos AMP actua
sobre a membrana plasmatica das bactérias provocando um aumento da sua

permeabilidade. A correlacdo entre o efeito antimicrobiano do péptido e a capacidade de
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permeabilizacdo foi encontrado, em varios AMP, nomeadamente nas defensinas (Andreu &
Rivas, 1998; Cociancich et al., 1993). Uma das primeiras etapas no mecanismo de ac¢ao
dos AMP ¢ a interacc¢do electrostéatica entre o péptido catiénico e os componentes aniénicos
da membrana plasmatica das bactérias, sendo que um aumento na carga do péptido leva a
um aumento da sua actividade microbicida. Além da permeabilizacdo membranar, tem sido
proposto que os AMP actuam sobre a sintese de proteinas da membrana e stress, inibindo-
a, interrupcédo da sintese do DNA através da PR-39 ou a quebra do DNA em cadeia simples
por parte das defensinas (Andreu & Rivas, 1998).

A expressdo dos AMP difere dependendo do tipo de célula e de tecidos, mas na
maioria dos casos, o0s AMP sdo co-expressos como grupos que agem em conjunto. Por
exemplo, na pele, ja foram identificados mais de 20 péptidos e proteinas antimicrobianos,
incluindo catelicidinas e B-defensinas (Nakatsuji & Gallo, 2012). A importancia do estudo dos
AMP na pele deve-se a esta proporcionar uma primeira linha de defesa imunoldgica contra
microorganismos externos, esta defesa funciona tanto constitutivamente, como pelo
aumento da producao de varios AMP (Nakatsuji & Gallo, 2012).

O sistema de accdo das AMP funciona inicialmente devido a secre¢éo ou libertacédo
destes péptidos proporciona resposta inata contra 0os microorganismos invasores. No
entanto, sdo activados outros mecanismos de defesa, no caso de o primeiro sistema de
defesa falhar (Nakatsuji & Gallo, 2012). AMP como as defensinas e as catelicidinas parecem
manter a sua relevancia, pois além manterem a actividade antimicrobiana no organismo,
também contribuem para o accionamento do recrutamento de células envolvidas na
resposta inflamatéria e na producdo/libertagdo de citocinas. Este sistema envolve a
sinalizagdo mediada por receptores de reconhecimento de padrdes microbianos, como 0s
Toll-like receptor (TLR) ou por resposta a citocinas pré-inflamatérias (Nakatsuji & Gallo,
2012).

No homem, os queratindcitos da pele e células epiteliais da mucosa produzem
niveis muito baixos de proteinas antimicrobianas em condi¢des basais. Contudo a sua
expressao € fortemente induzida em resposta a lesdes, infeccbes e/ou processos
inflamatorios. As fungbes da barreira epitelial sdo completadas pelas proteinas
antimicrobianas produzidas pelos leucécitos presentes nos tecidos (como por exemplo
macroéfagos, células dendriticas (DC) e mastécitos) ou leucdcitos recrutados na resposta
inflamatdria aguda (como por exemplo os neutréfilos) (Nakatsuji & Gallo, 2012; Nizet, 2006).

Ensaios com base na deleccdo dos genes das catelicidinas provaram que estas
possuem um papel importante na resposta imunoldgica em varios tecidos, mucosa e fluidos
corporais, e que actuam sobre uma vasta gama de microorganismos, como bactérias, virus
e fungos (Nizet et al., 2001).
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Em ensaios in vivo para o estudo da funcdo da BD1 face a infeccao por parte de
virus, foram utilizados ratinhos knockout para a BD1 e wild type (como controlo) que foram
infectados com o virus influenza, os ratinhos knockout tiveram uma perda de peso e
morreram dois dias mais cedo que o0s controlos, sendo que as titulacbes virais feitas aos
pulmdes dos ratinhos nao revelaram diferencas, Este resultado, conjugado com os
resultados obtidos do estado da infec¢cdo dos ratinhos, em que o0s ratinhos knockout
apresentavam um menor grau de infec¢cdo que os wild type, sugere que, para além da BD1
estar envolvida na resposta imunitaria inata precoce, também, esta envolvida na proteccao
da patogénese do virus por um mecanismo que ndo actua sobre a inibicdo da replicacéo
viral (Ryan et al., 2011).

1.4.3. Aplicagdo clinica de péptidos antimicrobianos

A principal vantagem para a utilizacdo de péptidos com capacidades terapéuticas é
a sua diversidade de aplicacdes, pois além de poderem ser utilizados com agentes
antimicrobianos individuais, podem ser utilizados em combinagdo com antibibticos
convencionais de modo a promover um efeito sinérgico ou como compostos
imunomoduladores (Marr et al.,, 2006; Zasloff, 2002). Embora estes péptidos possuam
capacidade antimicrobiana, normalmente, a sua poténcia ndo é tdo elevada como a de
alguns antibi6ticos convencionais, 0 seu ponto forte esta relacionado com a sua capacidade
antimicrobiana contra bactérias multirresistentes, como é o caso do Staphylococcus aureus
meticilino-resistente (MRSA) e da Pseudomona aeruginosa multi-resistente (Zhang et al.,
2005). Esta actividade € conseguida com concentragfes semelhantes as utilizadas com os
antibidticos convencionais e, além disso, a sua capacidade bactericida actua mais
rapidamente e pode envolver varios alvos bacterianos (Marr et al., 2006).

Uma das principais questbes que se coloca quando se pensa em novas terapias
antimicrobianas é saber se podem ou ndo levar novas resisténcias. Embora o
desenvolvimento de resisténcia completa de bactérias a AMP tenha sido proposto, este é
improvavel, pois os péptidos, devido as suas caracteristicas possuem facilidade de
interaccdo com a membrana plasmatica das bactérias. No entanto ja foram descritos alguns
mecanismos de resisténcia a péptidos (Nizet, 2006), sendo que estes resultaram apenas de
um pequeno aumento da resisténcia apos varias passagens de Pseudomona aeruginosa
(Steinberg et al., 1997; Zhang et al., 2005). No entanto, comparando com a resisténcia aos

antibidticos convencionais, como a norfloxacina e a gentamicina, continuam a ser uma
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vantagem na medida em que com menos de metade das passagens, as bactérias
apresentaram um aumento de resisténcia muito superior (Steinberg et al., 1997).

Estudos recentes, em murganhos knockout e em sistemas de expressao
transgénica confirmaram que as proteinas antimicrobianas desempenham um papel crucial
na restricdo da proliferacdo microbiana na pele e mucosas, e na prevencao da propagacao
microbiana nos tecidos profundos onde se podem desenvolver infeccbes graves (Nizet,
2006).

1.4.4. Defensinas

As defensinas séo os péptidos melhor caracterizados dos mamiferos. A defensinas
nos mamiferos contém trés ligacBes dissulfeto intramolecularese sao divididas em trés
subgrupos (a-, B- e 6-defensinas) com base no emparelhamento dos seis residuos de
cisteina, sendo que apenas as a-, p-defensinas estdo presentes nos humanos. As a-
defensinas possuem pontes de dissulfeto entre os residuos cisteina C1-C6, C2-C4 e C3-C5,
enquanto as B-defensinas possuem entre C1-C5, C2-C4 e C3-C6. Apesar das suas ligacdes
dissulfeto diferentes, a estrutura tridimensional de ambos os grupos de péptidos é muito
semelhante (Dutton et al., 2002; Harder et al., 1997; Pazgier et al., 2006; Selsted et al.,
1985). A B-defensina possui uma estrutura ciclica e foi descoberta, mais recentemente, nos
neutrdéfilos da Macaca mulatta (Tang et al., 1999).

Os genes que codificam as a- e B- defensinas humanas encontram-se num cluster
de 450kb num segmento do cromossoma 8p23 (Linzmeier et al., 1999).

A familia das a-defensinas humanas compreende os HNP (do inglés Human
Neutrophil Peptide) e as HD (Human Defensin). Os HNP1, HNP2, HNP3 e HNP4 encontram-
se nos granulos azurdéfilos das células leucocitarias fagociticas que possuem um papel
importante na morte dos microorganismos fagocitados, sendo que se encontram em
elevadas concentracdes nos neutréfilos e fornecem-lhes a sua actividade microbicida néo
oxidativa. As a-defensinas humanas HD5 e HD6 sdo expressas no intestino delgado, nas
células de Paneth, one sdo continuamente segregadas da cripta intestinal para o limen
(Jones & Bevins, 1993; Zasloff, 2007) (Online Mendelian Inheritance in Man®,
http://www.omim.org/).

A familia das p-defensinas (BD) tem demonstrado possuir capacidades
antimicrobianas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus.

As B-defensinas humanas (hBD) sédo pequenos péptidos catidénicos produzidos por

células epiteliais, que se acredita fazerem parte da resposta imune inata e adaptativa, sendo
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gque demostram uma elevada capacidade antimicrobiana (Joly et al., 2004) (ver Tabela 1 e
2). Existe uma grande variedade de hBD, sendo que as que se encontram mais escritas na
literatura sdo a hBD-1, hBD-2 e hBD-3.

A hBD-1 foi a primeira hBD identificada, descrita pela primeira vez em 1995, obtida
a partir do plasma de pacientes com insuficiéncia renal (Bensch et al., 1995). Desde entao,
outras hBD foram isoladas ou as suas sequéncias de nucleétidos foram identificadas por
analise do genoma (Pazgier et al., 2006). A hBD-2 e a hBD-3 foram isoladas pela primeira
vez de pacientes com psoriase (Harder et al., 1997; Harder et al., 2001). As restantes hBD
foram na sua maioria originalmente detectadas por analise do genoma (Pazgier et al., 2006).

A hBD-1 é constitutivamente expressa nos queratindcitos, no entanto exibe uma
menor actividade antimicrobiana em comparagdo com as outras hBD (Nakatsuji & Gallo,
2012). Enquanto a hBD-2 e a hBD-3 possuem niveis de expressdo muito reduzidos nos
queratindcitos em estado normal, e encontram-se sobreexpressas durante a infeccéo,
inflamacao e feridas (Harder et al., 1997; Nakatsuji & Gallo, 2012). Este facto sugere que
estes AMP actuam como uma resposta secundaria, aumentando a expressdo com o
objectivo de limitar o grau de severidade dos sintomas, quando a primeira linha de defesa
(expresséo constitutiva de AMP) falha (Nakatsuji & Gallo, 2012). As hBD encontram-se
presentes em diversos epitélios e em células nao epiteliais (ver Tabela 1).

Algumas a- e [B-defensinas encontram-se descritas como possuindo alguma
actividade quimioatractiva para alguns tipos de leucdOcitos em circulagdo. Ambas as
defensinas atraem DC imaturas, linfocitos T e mondcitos, e podem induzir a producéo de
citocinas por mondcitos e células epiteliais. A hBD-2 activa as DC imaturas através dos
mecanismos dependentes do TLR4, induzindo uma resposta do tipo Thl (Biragyn et al.,
2002; Linzmeier et al., 1999; Zasloff, 2007).
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Tabela 2 — Capacidade antimicrobiana das hBD-1, hBD-2, hBD-3 e hBD-4

Capacidade
AMP Microorganismo Alvo Antimicrobiana Referéncia
(Hg/mL)*
hBD-1 Pseudomona aeruginosa PAO1 LD50 =1 (Singh et al., 1998)
Candida albicans LD90 = 25 (Harder et al., 1997)
Enterococcus faecalis ATCC 29212 MIC = 15 (Bals et al., 1998)
Escherichia coli LD90 = 10 (Harder et al., 1997)
Escherichia coli ATTC 25922 MIC = 62 (Bals et al., 1998)
hBD-2 Escherichia coli D31 MIC = 62 (Bals et al., 1998)
Pseudomona aeruginosa LD90 =10 (Harder et al., 1997)
Pseudomona aeruginosa PAO1 LD50 = 0,10 (Singh et al., 1998)
Staphylococcus aureus EB = 100 (Harder et al., 1997)
Staphylococcus aureus MIC = 62 (Bals et al., 1998)
Burcholderia cepacia ATCC 25416 LD50 > 100 (Sahly et al., 2003)
Candida albicans (isolada da clinica) LD90 =6 (Harder et al., 2001)
Enterococcus cloacae NCTC 13047 LD50 = 0,78 (Sahly et al., 2003)
Enterococcus faecium (isolado clinica, resistente
» LD90 = 12 (Harder et al., 2001)
vancomicina)
Escherichia coli ATCC 11303 LD90 =6 (Harder et al., 2001)
Escherichia coli ATCC 25922 LD50 = 0,10 (Sahly et al., 2003)
Pseudomona aeruginosa ATCC 10145 LD50=0,78 (Sahly et al., 2003)
Pseudomona aeruginosa ATCC 11440 LD50=0,78 (Sahly et al., 2003)
Pseudomona aeruginosa ATCC 11446 LD50=0,78 (Sahly et al., 2003)
hBD-3 Pseudomona aeruginosa ATCC 11568 LD50 = 0,20 (Sahly et al., 2003)
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 LD90 =13 (Harder et al., 2001)
Pseudomona aeruginosa ATCC 39324 LD50 = 0,39 (Sahly et al., 2003)
Staphylococcus aureus (isolada clinica,
. LD90 = 25 (Harder et al., 2001)
multiresistente)
Staphylococcus aureus ATTC 6538 LD90 = 13 (Harder et al., 2001)
Staphylococcus aureus ATTC 12600 LD50 = 0,20 (Sahly et al., 2003)
Staphylococcus aureus ATTC 33593 LD50 = 1,56 (Sahly et al., 2003)
Staphylococcus epidermidis ATTC 14990 LD50 = 0,39 (Sahly et al., 2003)
Streptococcus pneumoniae ATCC 33400 LD50 = 1,56 (Sahly et al., 2003)
LD50 = 3,10 (Sahly et al., 2003)
Streptococcus pyogenes ATCC 12344
LD90 = 13 (Harder et al., 2001)
Burkholderia cepacia ATCC 17770 MIC > 100 (Garcia et al., 2001)
Escherichia coli BL21 MIC > 100 (Garcia et al., 2001)
Pseudomonas aeruginosa PAO1 4,5 (Garcia et al., 2001)
hBD-4 Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 MIC > 100 (Garcia et al., 2001)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MIC > 100 (Garcia et al., 2001)
Staphylococcus carnosus TM300 45 (Garcia et al., 2001)
Streptococcus pneumoniae ATCC 33400 MIC > 100 (Garcia et al., 2001)

EB — Efeito Bacteriostatico; LD50 — Dose que reduz as UFC em 50%; LD90 — Dose que reduz as UFC em 90%;
MIC — Concentragdo Minima Inibit6ria ; * ensaios in vitro
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Métodos de expressédo de proteinas recombinantes em eucariotas

A expressdao de proteinas heterélogas em células eucariotas € uma das estratégias
utilizada para a producado de varias proteinas, nomeadamente as AMP. Tem como objectivo
produzir as proteinas de interesse com as caracteristicas de maturacao semelhantes as que

surgem no seu meio natural.

O paradigma da transferéncia de genes in vivo diz respeito & inser¢do de um gene
num organismo utilizando um vector que transfere apenas o gene pretendido para as
células-alvo desejadas. A transferéncia de genes € uma importante ferramenta usada
rotineiramente em ensaios in vitro e em modelo animais para investigar os mecanismos
moleculares subjacentes a diversas fungbBes bioldgicas. A terapia genética tem como
objectivo final a utilizacdo de genes com capacidades terapéuticas em seres humanos. O
objectivo é fornecer a informagdo genética para uma célula-alvo, quer para substituir a
funcéo da proteina defeituosa (doenga monogénica), ou para conferir uma fungéo adicional
no caso de um tratamento (como 0 cancro, ou a sobreexpressao de determinada proteina)
ou para evitar uma doenca (como uma vacina) (Bouard et al., 2009; Lv et al., 2006; Sakuma
et al., 2012). No entanto, a transferéncia de sequéncias isoladas de genes é ineficiente, uma
vez que o DNA é rapidamente degradados devido & accdo de nucleases e apresentar uma
baixa absor¢éo celular, como tal, € essencial o desenvolvimento e a utilizagdo de vectores
eficientes no delivery de genes (Elouahabi & Ruysschaert, 2005; Lv et al., 2006). Esta
dificuldade existente no delivery eficiente de genes prende-se com o facto das células
possuirem uma membrana plasméatica que € altamente eficaz na sua fungdo como barreira
permeavel selectiva, que é essencial para a sobrevivéncia e fungao celular, e representa um
grande desafio no delivery de genes (Lodish et al., 2000).

A falta de um sistema de delivery de genes eficiente e ndo-téxico é o maior desafio
na entrega de sequéncias de genes de interesse in vivo (Bouard et al., 2009). Os sistemas
de delivery existentes podem ser divididos entre vectores ndo-virais e virais, sendo que

ambos estdo a ser utilizados em ensaios clinicos (Figura 5).
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H Adenovirus 23,4% (n=478)

H Retrovirus 19,2% (n=392)

i Naked/pDNA 17,8% (n=365)

H Virus vaccinia 7,9% (n=161)

M Lipofeccéo 5,5% (n=113)

i Virus adeno-associados 5,3% (n=109)
i Poxvirus 4,7% (n=97)

M Lentivirus 3,5% (n=71)

i Hepex simplex virus 3% (n=62)
i Outros vectores 6,4% (n=131)
i Desconhecido 3,2% (n=66)

Figura 5 — Vectores utilizados em terapia genética em ensaios clinicos (Gene Therapy Clinical Trials
Worldwide provided by the Journal of Gene Medicine, © 2014 John Wiley and Sons Ltd,
http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/ clinical/)

1.4.5. Vectores nao-virais

A utilizacdo de vectores de delivery apropriados podem ser cruciais para a
transferéncia de genes. Existem diversas variedades de vectores nao-virais, como sdo o
caso de, quantum dots, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de prata, nanoparticulas
magnéticas, nanoparticulas carregadas e lipossomas (Farkhani et al., 2014; Lv et al., 2006).

Os lipidos e polimeros cati6nicos possuem muitas vantagens sobre os vectores
virais, por serem nao-imunogénicos e nao-oncogénicos, faceis de produzir, permitindo a sua
administragdo repetida, tratando-se de uma promessa na substituicdo dos vectores virais na
clinica, no entanto a sua citoxicidade continua a ser um dos principais obstaculos (Elouahabi
& Ruysschaert, 2005; Lv et al., 2006).

Os lipidos cationicos podem ser utilizados na forma de lipossomas, ou de
complexos de DNA/lipido formado pela interaccdo dos lipidos carregados positivamente a
pH fisiol6gico com o DNA carregado negativamente através de atraccdes electrostaticas. A
eficiéncia de transfeccdo com estes veiculos de delivery in vitro €, em parte, determinada
pela sua estabilidade e do tamanho de particula. No entanto, estes lipossomas ou
complexos de DNA/lipido exibem muitas vezes uma eficiéncia de transfeccédo reduzida in
vivo, e uma toxicidade celular associada. A toxicidade esta em parte associada ao tamanho
dos complexos, a relagédo de carga entre os lipidos catidnicos e os acidos nucleicos e a dose
administrada (Lv et al., 2006).
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Os polimeros catidnicos podem ser combinados com o DNA, formando um
complexo particulado. A principal diferenca entre polimeros e lipidos catidnicos esta na
auséncia da fraccdo hidrofébica, sendo completamente sollveis em agua (Elouahabi &
Ruysschaert, 2005). Os polimeros mais estudados na terapia incluem a poly-L-lisine e a
Polyethylenimine (PEI) (Lv et al., 2006).

A poly-L-lisine foi um dos primeiros polimeros catibnicos a ser utlizado na
transfeccéo de genes, trata-se de um polipéptido linear com repeti¢cdes sucessivas de lisinas
(aminoacido) (Lv et al., 2006), encontra-se também relatado como um composto que
melhora a aderéncia celular, através da alteracdo das cargas superficiais, uma vez que a
poly-L-lisine possui uma carga cationica interage com a superficie das células com carga
anionica (Huang et al., 1983). No entanto possui uma certa toxicidade associada (Lv et al.,
2006). A poly-L-lisine possui uma natureza biodegradavel, o que € muito Gtil para aplicacdes
in vivo, mas no entanto quando entra no sistema circulatério liga-se as proteinas do plasma
e € rapidamente removida, o que leva a uma transfec¢éo pouco eficiente (Dash et al., 1999;
Lv et al., 2006).

A PEI é uma poliamina catiébnica amplamente utilizada na entrega de genes.
Existem dois tipos de estrutura: a molécula linear e a molécula ramificada. A PEI possui uma
elevada eficiéncia de transfecgéo e elevada citotoxicidade. Muitos factores afectam o perfil
eficacia/citotoxicidade dos polimeros de PEI, como peso molecular, o grau de ramificacdo, a
forca idnica da solucéo e o tamanho da particula (Lv et al., 2006; Naldini et al., 1996a).

O polybrene é um polimero catiénico que tem sido amplamente utilizado para
transducao lentiviral, que reduz a repulsdo de cargas entre os virus e a superficie das
células alvo, aumentando a transfeccdo (Davis et al., 2004; Sakuma et al., 2012). Outros
reagentes, como a retronectina tem sido utilizada para aumentar a eficiéncia da transducéo

lentiviral, bem como a adesao das células as placas de cultura (Sandrin et al., 2002).

1.4.6. Vectores virais

Os virus séo veiculos de delivery biolégicos, muito eficientes na transducédo da sua
propria informagdo genética nas células hospedeiras, de modo a replicarem-se e
propagarem-se eficazmente. Através da substituicdo dos genes virais ndo essenciais por
genes de interesse terapéutico, os vectores virais recombinantes podem ser utilizados para
transduzir o tipo de células que normalmente infectam, sendo que este material genético a
transferir pode ser sob a forma de DNA ou de RNA (Bouard et al., 2009; Liechtenstein et al.,
2013; Lv et al., 2006).
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A utilizacdo de vectores virais como delivery de genes encontra-se relatado como
tendo algumas desvantagens, como é o caso, da dificuldade na sua producéo, de possuirem
toxicidade associada a sua imunogenicidade e serem limitados no tamanho do material
genético a ser transferido (Delenda, 2004; Lv et al., 2006) e a falta de especificidade na
infeccdo de células-alvo. Neste contexto tém sido realizadas alteracdes eficientes,
permitindo que os virus repliguem apenas em células-alvo, sendo que os virus devem ser
capazes de evitar a maior parte das barreiras bioldgicas e atingir somente as desejadas. Se
por um lado a infeccdo massiva de células que ndo as células-alvo reduz severamente a
biodisponibilidade do vector, por outro lado, iria aumentar o risco potencial de

consequéncias clinicas indesejaveis (Bouard et al., 2009).

1.4.6.1.Vectores adenovirais

Os adenovirus sao virus icosaédricos que ndo possuem envelope, sd0 compostos
por uma nucleocapside que contém um genoma de DNA em cadeia dupla linear e possuem
uma expressao transiente, uma vez que nao sao integrativos. Os adenovirus séo utilizados
como vectores de delivery, sendo que sdo necessarias, algumas, modificacdes de modo a
poderem ser utilizados em expressdo heterdloga. As principais modificagbes prendem-se
com a eliminacao das regifes E1 e E3, de modo a impedir a replicacdo autbnoma dos virus,
sendo que a funcdo de replicacdo encontra-se contida nas células hospedeiras
complementadas com gene E1, como é o caso das HEK293 (Graham et al., 1977; Khan,
2013). A regido E1 é responsavel pela replicagdo autonoma, enquanto a E3 ndo €
necessario para a replicacdo viral em cultura. A eliminacdo destas duas regies permite
aumentar a capacidade deste vector relativamente a dimenséao de clonagem do DNA de
interesse (Bett et al., 1993; Butel, 2013).

Modificagcbes posteriores envolvem a eliminacdo das regides E2 ou E4, sendo que
a E2 codifica proteinas envolvidas na replicacdo do DNA do adenovirus, como tal, a sua
eliminacdo impossibilita a replicacdo, reduzindo, desta forma, a expressdo dos genes de
interesse (Butel, 2013), enquanto a E4 codifica varias proteinas envolvidas numa variedade
de funcbes que tém impacto tanto na expressdo de genes virais e celulares, como na
transducao do sinal, como tal, parte ou total deleccao da regido E4 atenua significativamente
a expressao do vector (Butel, 2013; Wong et al., 2013). Estas delec¢cbes demonstraram
efeitos benéficos no que se refere de respostas imunitarias, devido a reducéo da expressao
de proteinas virais, 0 que permitiam a expressdo do transgene por um maior periodo de
tempo (Wong et al., 2013).
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1.4.6.2.Vectores lentivirais

Os lentivirus fazem parte da familia viral Retroviridae (retrovirus) que sdo
caracterizados pelo uso a transcriptase reversa e integrase para uma inser¢cao estavel de
informac&o gendmica viral no genoma do hospedeiro (Sakuma et al., 2012). O prefixo lenti
vem do latim, que significa lento, esta terminologia deve-se ao seu longo periodo de tempo
que decorre entre a infeccao inicial e 0 aparecimento da doenca, que se pode prolongar ao
longo de um periodo de meses ou até mesmo anos (Durand & Cimarelli, 2011).

Os lentivirus induzem uma grande variedade de patologias progressivas lentas,
nomeadamente imunodeficiéncias, anemia, pneumonia e encefalite nos seus hospedeiros
especificos (primatas, ungulados e felinos) (Durand & Cimarelli, 2011; Sakuma et al., 2012).
Os lentivirus de diferentes espécies tém propriedades distintas na sua estrutura do genoma,
no uso de receptores e na patogenicidade. A caracteristica comum do ciclo replicativo
destes virus € a sua capacidade de atingir as células que ndo se encontram em divisdo, ou
que ndo se dividem, uma propriedade que constitui um atractivo na terapia genética (Durand
& Cimarelli, 2011; Sakuma et al., 2012).

O principal interesse nos vectores lentivirais para fins de terapia genética é a
integracdo do seu genoma. No entanto, sendo controlada, essa mesma caracteristica é
intrinsecamente perigosa (Durand & Cimarelli, 2011), pois além, da integracdo poder ocorrer
em regides reprimidas do genoma, também pode ocorrer dentro de genes, afectando a sua
funcionalidade (Sakuma et al., 2012).

O ciclo viral pode ser dividido em duas fases, a primeira é em que 0 genoma viral é
transferido para uma célula hospedeira e 0 segundo é quando 0 seu genoma é expresso e a

propagacdao viral € assegurada (Durand & Cimarelli, 2011).

1.4.6.2.1.Producéo viral

In vitro os vectores lentivirais dependem da separacdo fisica em diferentes
plasmideos, que sao necessarios para a producao de proteinas envolvidas na formacao das
particulas virais e capacidade de infeccdo e das sequéncias cis-acting para mobilizar o
genoma viral (Durand & Cimarelli, 2011). Para a producao lentiviral € necessario a utilizagao
de pelo menos trés vectores plasmidicos, dois dos quais sédo responsaveis pela formacao do
virus (empacotamento e envelope) e o terceiro o0 vector com o transgene (Naldini, 1998). O
vector de empacotamento expressa as proteinas de promotores heterdlogos e sinais de

poliadenilacdo e as sequéncias cis-acting necessarias para a transferéncia do genoma viral.
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O vector com o transgene contém a cassette de expressao do transgene ligado a
sequéncias cis-acting viral necessdarias para a encapsidacdo, transcripcdo reversa e
integracdo (Naldini, 1998; Naldini et al., 1996b). Os virus sdo montados pelo (s) vector (es)
de empacotamento e apenas o vector com o transgene € transferido para o genoma. Como
nenhum gene viral acompanha o transgene, o processo de transducao € limitado a um anico
ciclo. No entanto é possivel ocorrer recombinacdo entre os diferentes vectores, podendo
originar virus com capacidade de replicacdo, o que representa um possivel perigo para o
hospedeiro. Este risco pode ser minimizado através da utilizacdo de um vector de envelope
de um virus nao relacionado (Naldini, 1998). Uma outra estratégia para melhorar a
biosseguranca do vector foi a identificacdo dos genes essenciais para ocorrer a transdugao
de genes, possibilitando a eliminacdo, bem-sucedida, das sequéncias ndo essenciais das
construcdes utilizadas para gerar o vector lentiviral. Esta estratégia é viavel se a eliminacéo
destas sequéncias néo afectar a eficiéncia da transdug&o (Naldini, 1998).

Além dos genes estruturais comuns a todos os retrovirus — gag, pol e env, os
lentivirus contém dois genes reguladores, tat e rev, essenciais para a replicacao viral, e um
conjunto de variaveis de genes acessorios, que embora ndo sejam essenciais para a
replicacdo viral, sdo fundamentais para a patogénese (Naldini, 1998). Assim, outra
estratégia para aumentar a biosseguranca € a eliminacdo do gene tat, um dos mais fortes
activadores de transcricdo, que desempenha um papel importante na replicacdo dos
lentivirus. No entanto, o gene tat ndo € absolutamente necessario para a transducao,
podendo ser substituido por promotores fortes constitutivos (Naldini, 1998).

Geralmente, os vectores lentivirais sdo produzidos em HEK (Human Embryonic
Kidney)-293T ou clones de células derivados através da transfecgéo transiente de varios
vectores plasmideos. Tém sido utilizados varios métodos de transfecgdo com sucesso,
sendo que o numero de titulos virais varia consoante as condi¢bes das HEK-293T, sistema
de empacotamento e o design do vector de transferéncia. Com a introdugdo de mais
vectores plasmideos na transfeccdo a eficiéncia do delivery € proporcionalmente menos
eficiente. Como tal, sistemas de quatro vectores plasmideos produzem uma menor titulacéo
do que os sistemas de trés plasmideos. Outro factor que pode afectar fortemente o
desempenho do vector é a utilizacdo de promotores internos para produzir os transgenes,
sendo que habitualmente se utilizam promotores constitutivamente activos, como o promotor
CMV (citomegalovirus), que pode ser menos eficaz em determinados tipos de células
(Sakuma et al.,, 2012). As linhas celulares de empacotamento estavel para vectores
lentivirais podem fornecer todos os elementos necessarios para a producgdo lentiviral por
transfeccéo transiente ou para a producdo de uma ou mais proteinas virais, reduzindo o

namero de plasmideos necessérios para a producao dos virus (Sakuma et al., 2012).
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A nivel laboratorial tém sido utilizadas varias estratégias para aumentar o nivel de
transfeccdo dos plasmideos utilizados para a producgéo e transducgéo dos lentivirus, sendo
que alguns dos agentes utilizados para esta finalidade estdo relatados como eficazes no
aumento da adesdo celular. No entanto a maioria destes agentes apresentam alguma
citotoxicidade associada (Lv et al., 2006; Sakuma et al., 2012; Sandrin et al., 2002). Alguns
destes agentes sdo a poly-L-lisine, a PEI e o polybrene, que se encontram descritos na
seccao 1.5.1.

Apbés a obtencdo dos virus, geralmente, € necessario recorrer-se a sua
concentracdo. Para tal, existem varios métodos, nomeadamente, a ultracentrifugacéo (1-
3x10° g durante 1-4 h a 4 °C), centrifugacéo a alta-velocidade (10* g durante 8-12 h a 4 °C),
filtracdo por centrifugacdo usando um filtro de 100kDa ou precipitagcdo com fosfato de célcio.
A eficiéncia dos métodos de concentracao pode ser afectada pela utilizagao de Soro Bovino
Fetal (FBS) na producdo das particulas virais, principalmente nos métodos que requerem
centrifugacéo (Sakuma et al., 2012).

1.4.6.2.2. Aplicagdes clinicas de lentivirus em infecgdes

Actualmente, segundo a Gene Therapy Clinical Trials Worlwide (Journal of Gene
Medicine, http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/), encontram-se em ensaios
clinicos 71 ensaios que utilizam lentivirus como vectores de entrega de genes, sendo 13
desses ensaios na area de doencas infecciosas. Todos estes ensaios encontram-se

dirigidos a infecc¢des relacionadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

1.5. Respostaimunolégica

O sistema imunoldgico protege o nosso organismo de uma variedade de ameacas,
incluindo agentes patogénicos, toxinas e células do préprio organismo alteradas/mutantes.
Esta proteccdo é conseguida através da accao regulada de um certo tipo de células, quer
imunes, quer ndo imunes. Algumas destas células sao especializadas na captura e
processamento de antigénios, tendo a capacidade de decidir quais representam uma
ameaca real. Outros tipos de células sdo especializadas em neutralizar patogénicos e
toxinas, enquanto outras exercem uma citotoxicidade directa em células infectadas/mutadas,

como é o caso das células cancerigenas (Liechtenstein et al., 2013).
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As DC tém um importante papel na regulacéo da resposta imunoldgica, controlando
a resposta dos linfécitos B e T, de forma a estimuld-los ou inibi-los (Goold et al., 2011;
Tarbell et al., 2006). As DC células apresentadoras de antigénios, que possuem uma grande
capacidade de processamento e apresentacdo destes (Breckpot & Escors, 2009). Estas
células funcionam como sentinelas do sistema imunitario, migrando do sangue para 0s
tecidos. Aqui as DC imaturas entram em contacto com sinais caracteristicos de um processo
inflamatério, infeccioso ou de destruicdo de tecidos, capturem e processam 0s antigénios
(Caux et al., 2000; Flores-Romo, 2001). Através desta interaccdo antigénios-DC, as DC
sofrem uma complexa mudanca fenotipica e funcional — a maturacéo (Breckpot & Escors,
2009; Hawiger et al., 2001). A maturacédo pode ser induzida por uma grande variedade de
sinais, como microorganismos ou produtos microbianos (Beyer et al., 2001; Sallusto &
Lanzavecchia, 2000), células apoptéticas (Breckpot & Escors, 2009) e citoquinas (Sallusto &
Lanzavecchia, 2000).

As DC maduras migram para os 6rgdos linféides secundarios (ganglios linfaticos,
baco, tecidos linféides associados a mucosa e tecidos linféides associados ao intestino [por
referéncia]) onde apresentam os antigénios aos linfocitos. Dependendo da natureza do
antigénio, bem como o contexto em que foi encontrado, provocam diferentes tipos de
resposta imunologica (Breckpot & Escors, 2009; Hawiger et al., 2001). Durante a maturacéo
as DC diminuem a sua capacidade de capturar os antigénios, caracteristico de DC imaturas,
mas tornam-se muito eficazes na apresentacéo aos linfécitos T (Breckpot & Escors, 2009;
Sallusto & Lanzavecchia, 2000). Na maturagéo, também, ocorre alteracdes na morfologia e
sobreexpressao de moléculas MHC (complexo principal de histocompatibilidade), moléculas
co-estimulatdrias (como CD40, CD54, CD58, CD80, CD83 e CD86), moléculas de adesao e
receptores de quimiocinas (Breckpot & Escors, 2009; Caux et al., 2000). A sobreregulacéo
dos receptores das quimiocinas é uma das primeiras alteracdes a ocorrer, sendo que as
quimiocinas regulam a migragdo das DC dos tecidos periféricos para as areas de drenagem
dos linfécitos T dos 6rgéos linféides, onde as DC apresentam os péptidos derivados dos
antigénios adquiridos na periferia (Breckpot & Escors, 2009; Caux et al., 2000).

In vitro varios tipos de células podem diferenciar-se em DC, no entanto a fonte mais
abundante para se estabelecer linhas DC sdo as células mononucleares do sangue
periférico, sendo tratadas in vitro com Interleucina 4 (IL-4) e Factor de estimulacdo de
colénias granulécitos-macréfagos (GM-CSF), mantém as caracteristicas de captura e
processamento de antigénios das DC imaturas in vivo (Sallusto & Lanzavecchia, 1994).

Varias células do sistema imunolégico produzem HBD, nomeadamente, a hBD-1 e
a hBD-2 sédo produzida em macréfagos, mondcitos e DC, sendo a expressdo da hBD-1

aumentada com a diferenciacdo dos mondcitos a DC (Duits et al., 2002).
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Introducado ao tema de tese

Tendo em conta a problematica das infec¢des cirdrgicas, que representa 13% das
infeccbes aos cuidados prestados no hospital (Pina et al., 2012), esta tese pretende
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de combate a infec¢des cirargicas
baseada nos mecanismos de resposta imune inata, nomeadamente, a utilizagdo de [-

defensinas.

Os objectivos especificos da tese foram:

= Estabelecimento da sobreexpressdo de genes que expressam as B-defensinas
(BD) em retalhos cirurgicos.

Os genes antimicrobianos utilizados codificam as B-defensinas humanas 2 e a 3
(hBD-2 e hBD-3). A escolha destas proteinas prende-se com o que se encontra descrito na
literatura, como sendo as B-defensinas o grupo de péptidos antimicrobianos (AMP) mais
bem caracterizado e com uma maior capacidade antimicrobiana. Dentro dos varios vectores

de expressao existentes foram utilizados os lentivirus.

» Estabelecimento em modelo cirdrgico de infec¢do bacteriana.

O modelo de infecgé@o € importante para testar a eficacia antimicrobiana das HBD,
bem como a eficdcia do método de expressdo destes genes, apds transducdo dos tecidos.
Utilizaram-se inicialmente Escherichia coli (ATCC8739), Staphylococcus aureus (CIP
106760) (MRSA) e Pseudomonas aeruginosa CECT 110, devido a serem os principais
microorganismos responsaveis por infec¢des cirargicas (Pina et al.,, 2010). No entanto,
prosseguiu-se com as Pseudomonas aeruginosa para o modelo de infeccdo em rato Wistar,
devido a tratarem-se dos principais microorganismo a afectarem este tipo de cirurgia em

humanaos.
A técnica cirargica utilizada nos ratos Wistar foi optimizada e efectuada pelo Doutor

Diogo Casal no ambito da sua tese de doutoramento, tratando-se de uma mais-valia para

este trabalho.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Producéo de DNA plasmidicos em células bacterianas

2.1.1. DNA plasmidicos

Durante o decorrer desta tese foram utilizados varios DNA plasmidicos (pDNA),

com diferentes caracteristicas, cuja informacéo encontra-se resumida na Tabela 3.

Tabela 3 — DNA plasmidicos utilizados

Resisténcia a

Nome o Funcédo/Proteinas Referéncia Anexo
antibiéticos

pMD2.G ! (G1), (G2) | Ampicilina envelope #12259, Addgene@ Anexo |l
psPAX2 M (G1) Ampicilina empacotamento #12260, Addgene®  Anexo IV
pMDLg/pRRE ™ (G2) | Ampicilina empacotamento #12251, Addgene®  Anexo V
pRSV-Rev M (G2) Ampicilina empacotamento #12253, Addgene®  Anexo VI
pLL3.7 M Ampicilina Gene reporter GFP #11795, Addgene®  Anexo VI
pLKO.1 ¥ Ampicilina, Puromicina Gene reporter (DsRed)  Cedido Anexo VIII
pLenti6 hBD-2 Ampicilina, Blasticidina hBD-2 Produzido ™ -
pLenti6 hBD-3 Ampicilina, Blasticidina hBD-3 Produzido ™ -

Legenda: ' Cedido pelo Doutor José Ramalho do Centro de Estudos de Doengas Crénicas(CEDOC)/Faculdade de Ciéncias
Médicas — Universidade Nova de Lisboa; @ Cedido pelo Doutor Joseph Lau do Roswell Park Cancer Institute

(G1) — Grupo 1 de pDNA utilizados na formacéo dos lentivirus; (G2) Grupo 2 de pDNA utilizados na formagé&o dos lentivirus;

hBD-2 — 3-defensina humana 2; hBD-3 — B-defensina 3

2.1.2.Transformacé&o bacteriana

Procedeu-se a transformacgédo de Escherichia coli DH5a competentes com os pDNA
gue codificam as proteinas envolvidas na sintese dos lentivirus. No caso dos pDNA
lentivirais, pLenti6, utilizou-se as E. coli Stbl3 competentes. Ambas as estirpes competentes
foram cedidas pelo Doutor José Ramalho.

A temperatura Optima de crescimento da E. coli DH5a é de 37 °C e da E. coli StbI3
é de 30 °C.

Para a transformacgéo bacteriana procedeu-se ao descongelamento das bactérias
competentes que se encontravam armazenadas a -80 °C, adicionaram-se 100 pL destas a
um microtubo e 1 uL do pDNA desejado, e incubou-se esta mistura em gelo durante 30 min,
de modo a favorecer a concentracdo dos pDNA perto das membranas celulares. De

seguida, incubou-se num banho termostatizado a 42 °C (Tectron Bio da P Selecta®) durante
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1 min, de modo a formarem-se poros nas membranas bacterianas possibilitando a entrada
do pDNA. Por fim voltou-se a incubar em gelo durante 2 min, com o objectivo de tornar as
membranas novamente selectivas. Finalizado o choque térmico adicionou-se 1 mL de meio
Luria-Bertani (LB) ao microtubo e incubou-se a 37 °C ou 30 °C, dependendo da estirpe
bacteriana, durante 1 h. 100 pL de células transformadas foram entdo plaqueadas em
placas de petri com meio LB sélido suplementado com ampicilina (Bioline®) numa
concentracdo de 100 pg/ml, as restantes células foram preservadas a -80 °C (Thermo
Electron Corporation) em glicerol na proporcao 2:3.

As colb6nias obtidas nas placas obtidas apés incubacéo durante a noite numa estufa
a 37 °C ou 30 °C foram recolhidas e inoculadas em meio LB liquido suplementado com
ampicilina e deixadas a crescer durante a noite a 37 °C ou 30 °C, com uma agitacdo de 250
rotagdes por minuto (rpm) numa incubadora de agitagédo orbital (Medline Scientific Limited
MD3000), de modo a se obter um elevado nimero de coépias dos respectivos pDNA. As
bactérias resultantes destes crescimentos foram preservadas a -80 °C em glicerol na
propor¢ao 2:3 até a sua utilizagao.

2.1.3. Extraccdo e quantificacdo dos DNA plasmidicos

As extraccdes de pDNA foram feitas através dos sistemas comerciais Miniprep kit
(#27104, Quiagen®) ou Midiprep kit (#12143, Quiagen®), tendo-se seguido as instrucdes do
fabricante.

Para estas extraccdes, as bactérias transformadas e armazenadas como descrito
anteriormente (secgéo 2.1.3) foram crescidas durante a noite a 37 °C ou 30 °C (dependendo
da extirpe utilizada) a 250 rpm em de meio LB (5 mL no caso do Miniprep Kit ou 50 mL no
caso do Midiprep Kit) suplementado com ampicilina numa concentracéo de 100 pg/ml.

No final das extrac¢des procedeu-se a quantificagdo dos pDNA obtidos com base
na leitura no espectrofotdmetro (UV-1700 PharmaSpec, UV-VIS Spectrophotometer,
Shimadzu®), das absorvancias de 260 (A260) nm (pico de absorcéo dos &cidos nucleicos),
recorrendo a relacao: uma unidade de A260 corresponde a 50 ug de DNA. O estado de
pureza das amostras também foi determinado através da relagdo entre os valores das
leituras a A260 nm e a A280 nm (pico de absorcdo das proteinas), ou seja, foram
consideradas amostras de pDNA puro sempre que se obtiveram valores de A260/A280 entre
1,8e2,0.
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Durante o procedimento de extraccdo utilizaram-se 0s seguintes equipamentos,
minicentrifuga (Thermo Scientific Heraeus® Fresco™ 17 Centrifuge), vortex (MS2

Minishaker, IKA®) e banho termostatizado (General Electric®).

2.1.4. Avaliagao daintegridade do DNA plasmidico em electroforese em gel de
agarose

Para confirmar a integridade dos pDNA extraidos procedeu-se a uma electroforese
em gel de agarose (molecular grade, Bioline®) a 1% (m/v). Utilizaram-se também as enzimas
de restricdo EcoRI (50 U/uL) e Pstl (10 U/uL) (New England BioLabs®) para efectuar a
digestdo dos pDNA de modo a confirmar inicialmente, como base no peso molecular dos
fragmentos obtidos, se os plasmideos que nos foram fornecidos correspondiam aos
desejados. A digestédo dos pDNA foi efectuada durante 2 h a 37 °C, utilizando BSA e tampéao
multicore.

O gel de agarose a 1% (m/v) foi preparado em tampé&o TBE 1x (Tris-Borato-EDTA)
e apos ser fervido adicionou-se Brometo de Etideo (Merck®) numa concentracéo final de 0,5
pg/mL. As amostras foram aplicadas contendo um quinto do volume de Loading Buffer de
modo a conferir densidade as amostras e possibilitando a visualizacdo da frente da
electroforese. As electroforeses foram efectuadas a 100 V durante 2 a 3 h. Utilizaram-se os
marcadores 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™), HyperLadder | (Bioline®), HyperLadder I
(Bioline®) e Hyperladder IV (Bioline®).

2.2. Cultura e manutencao de linhas celulares

Neste trabalho foram utilizadas as linhas celulares, HEK293FT, HEK293A
(derivadas de HEK293 - Human Embryonic Kidney 293) e CHO-P (Chinese Hamster Ovary
P, células que expressdo P-selectina). Estas células sédo caracteristicamente aderentes a
superficies plasticas polarizadas e foram mantidas na estufa a 37 °C, com 5% de CO, em
atmosfera himida (Heraeus® HERAcell®).

As linhas celulares HEK293FT e HEK293A foram gentilmente cedidas pelo Doutor
José Ramalho do CEDOC/FCM-UNL.

A producéo dos lentivirus foi efectuada na linha celular HEK293FT que é ideal para
a producdo de virus, uma vez que é derivada da linha celular 293F e expressa

constitutivamente o SV40 large T antigen do plasmideo pCMVSPORT6TAg.neo sob o
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controlo do promotor do citomegalo-virus humano (CMV), que tem demonstrado maximizar
a producao de virus em HEK293 (Naldini et al., 1996a). Assim, a linha celular 293FT é um
hospedeiro particularmente adequado para a producéo de construcdes lentivirais (Invitrogen,
2006).

As células HEK293FT foram mantidas em meio de cultura Dublbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) completo (suplementado como descrito no Apéndice 1). No entanto
na fase de incubacédo das HEK293FT com os agentes transfectantes foram omitidos do meio
0 Soro Fetal Bovino (FBS) e a solucéo de penicilina-estreptomicina (DMEM incompleto |, ver
Apéndice I).

As células HEK293A e CHO-P foram utilizadas para a transdugéo com os lentivirus
produzidos anteriormente em HEK203FT. As HEK293A foram mantidas em DMEM
completo, enquanto as CHO-P foram mantidas em Minimum Essencial Media (MEM)
completo suplementado como descrito no Apéndice I.

Conforme a conveniéncia as linhas celulares foram mantidas em frascos de cultura
com filtro Cell Star® (Greiner bio-One) ou em placas de cultura de tecidos 100x20mm (BD
Falcon™).

A manutencdo das culturas variou dependendo da linha celular e o tempo que
demoravam a atingir a confluéncia. Nomeadamente a linha HEK293A foi subcultivada a
cada trés dias, devido a sua rapida proliferacao, enquanto as linhas HEK293FT e CHO-P a
cada quatro a cinco dias. Entre as subculturas, sempre que o meio de cultura apresentou
um pH bésico, indicado pela cor, com base na presenca de um indicador de pH (vermelho
fenol) no meio, este foi renovado.

Para remover as células do frasco ou placa de cultura, recorreu-se a utilizagdo de
Tripsina 5% (v/v) (Tripsina 25%, Gibco®) em PBS 1X, a 37 °C durante 4-5 min, de modo a
dissociar a matriz das células do plastico das placas, e assim obter células individualizadas.
Por ser uma enzima proteolitica inespecifica, cuja acgdo prolongada pode conduzir a lise
celular, foi necessario inibir a ac¢do da Tripsina ao fim destes 4-5 min com FBS a 10% em
PBS 1x.

De seguida as células foram transferidas para um tubo falcon e centrifugadas a
250g durante 5 min na centrifuga Megafuge® 1.0R, Heraeus®. No caso das linhas
HEK293FT e CHO-P a subcultura foi feita de um frasco para dois, enquanto na linha

HEK293A de um frasco para seis.
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2.3. Armazenamento das linhas celulares

No decorrer do trabalho houve a necessidade de armazenar as linhas celulares, de
modo a ter sempre disponivel as células a utilizar e ter um maior controlo das passagens
das linhas celulares. Para tal, foi efectuado um banco de células principal e um de trabalho,
a — 80 °C. O banco de células principal foi obtido apés a proliferacdo da segunda passagem
das linhas celulares, tanto HEK293FT como HEK293A, e o banco de células de trabalho foi
obtido apés a proliferagdo da sexta passagem das linhas celulares, sendo que as linhas
celulares nos foram cedidas com cerca de 30 passagens.

A congelacgéo das células foi feita apds a centrifugacao a 250g de modo a remover
a tripsina, tendo-se ressuspendido as células em meio DMEM completo suplementado com
10% de Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®). O meio de congelacéo foi preparado no
momento da utilizacdo, e apO6s as células serem ressuspendidas foram transferidas
imediatamente para os criotubos que foram guardados numa caixa de congelagdo da
Nalgene™ Cryo com isopropanol, onde ficaram durante 24 h, na arca a -80 °C. Deste modo
garante-se que a congelacdo é feita pela diminuicdo da temperatura de 1 °C/min.
Posteriormente o0s criotubos foram transferidos para uma caixa de armazenamento
permanecendo na arca a — 80 °C até utilizagdo das células.

Para o descongelamento das células (que deve ser efectuado rapidamente) os
criotubos foram incubados num banho termostatizado a 37 °C, durante cerca de 1 minuto.
Transferiu-se o seu contetdo para um tubo falcon de 15 mL e centrifugou-se a 180g durante
5 min. Ressuspenderam-se as células no volume apropriado do meio de cultura e
cultivaram-se as células em placa ou frasco de cultura na estufa hiimida a 37 °C, com 5% de
CO..

2.4. Obtencéo de culturas primarias — células dendriticas derivadas de

mona&citos humanos

2.4.1. Método de separacdo por colunaimunomagnética LS

Para além das linhas celulares acima referidas, também foram utilizadas neste
trabalho culturas priméarias, nomeadamente células dendriticas (DC). Estas foram obtidas
através da diferenciacdo de mondcitos humanos, obtidos a partir de concentrados leuco-
plaquetérios (buffy coats) de dadores saudaveis, fornecidos pelo Instituto Portugués do

Sangue.
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Inicialmente procedeu-se a separacdo das células mononucleares, que consiste
numa fraccdo celular composta maioritariamente de mondcitos e linfocitos, através de
centrifugacées em gradiente de densidade, na centrifuga Megafuge® 1.0R (Heraeus®). Para
tal, o concentrado leuco-plaquetario foi diluido em PBS 1x, numa propor¢cdo de 2:3, e
centrifugado a 1083g durante 10 min, sem sistema de travagem, para remocdo das
plaguetas e dos eritrocitos. Apés a centrifugacdo, o anel leucocitario (anel que se encontra
na interfase) foi removido e transferido para um novo tubo, onde foi diluido trés vezes em
PBS 1x, sendo a ressuspensdo feita cuidadosamente. Num outro tubo com 12 mL de Ficoll-
Hypaque (Biochrom AG®) foi adicionado lentamente o concentrado diluido, de modo a ndo
perturbar a camada de Ficoll-Hypaque. Este tubo foi sujeito a uma centrifugacdo de 1083g
durante 20 min, num rotor oscilante sem sistema de travagem. O Ficoll-Hypaque possui uma
densidade superior a das células mononucleares e inferior aos glébulos vermelhos e
granuldcitos, o que permite uma separacédo diferenciada. Como resultado da centrifugacéo,
obteve-se um anel de células mononucleares na interfase, entre o plasma (fase superior) e
os eritrocitos e granuldcitos em Ficoll-Hypaque (fase inferior). O anel resultante foi
transferido para um novo tubo e foi ressuspendido em PBS 1x e sujeito a duas
centrifugacdes sucessivas, a primeira a 340g durante 10 min e a segunda a 110g durante 5
min a 4°C, para remover os granulécitos restantes, plaquetas e residuos de Ficoll-Hypaque.
O sedimento celular resultante foi ressuspendido em 10 mL de PBS 1x, sendo retirado uma
pequena amostra a qual se adicionou azul tripano a 0,4% (m/v) para determinar a
concentracdo celular (nimero de células/mL) e a viabilidade celular, usando uma camara de
Neubauer (Brigth-Line), e contando o nimero de células a microscopio optico (Nikon®).
Enquanto se procedia a contagem das células centrifugou-se a restante suspensao a 110g
durante 5 min.

De acordo com a concentragdo celular obtida ressuspenderam-se as células em 80
ML de Tampéo ‘Beads’ (solucdo para a incubagdo com as microesferas magnéticas) frio e 20
uL de microesferas magnéticas anti-CD14 (Miltenyi Biotec®) por cada 3x10’células. As
microesferas imunomagnéticas anti-CD14 reconhecem apenas 0s mondcitos, uma vez que
estes expressam na sua superficie o marcador CD14.

As células foram incubadas com as microesferas durante 15 a 20 min a 4°C, sendo
posteriormente lavadas com Tampéao ‘Beads’ frio e centrifugadas a 250g durante 10 min. O
sedimento celular resultante foi ressuspendido em 3 mL de Tampéo ‘Beads’ frio e a
suspenséo celular obtida foi adicionada & coluna de seleccdo positiva LS (Miltenyi Biotec®)
num MidiMACS™ Separator (Miltenyi Biotec®), tendo sido a coluna previamente equilibrada
com 3 mL do tamp&o. O MidiMACS™ Separator exerce um campo magnético, promovendo

a retencdo na coluna dos mondcitos ligados as esferas imunomagnéticas anti-CD14. A
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coluna foi lavada trés vezes com 3 mL de Tampao ‘Beads’ tendo sido primeiro recolhida e
desprezada a fraccdo celular CD14 negativa. A coluna foi entdo retirada do campo
magnético e a fraccdo celular CD14 positiva € eluida por adicdo de 5 mL de Tampéo ‘Beads’
e por accdo da pressado produzida com o auxilio do émbolo. Os mondcitos assim obtidos
foram sujeitos a nova centrifugacédo de 10 min a 2509 e posteriormente ressuspendidos em
meio Roswell Park Memorial Institute — 1640 (RPMI-1640) completo (suplementado de
acordo com o Apéndice 1) e distribuidos por uma placa de cultura de 24 pocos (Greiner bio-
One) com uma concentracdo de 1x10° células/mL. Ao meio de cultura onde os mondcitos
foram incubados adicionou-se ainda 750U/ mL de Interleukin 4 (IL-4) (R&D Systems) e
1000U/mL de Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating factor (GM-CSF) (R&D
Systems). As culturas foram mantidas durante seis dias na estufa a 37 °C com 5% de CO,,
tendo o meio de cultura sido renovado a cada dois dias, tendo sido retirado apenas metade
do meio e adicionado o mesmo volume de meio fresco suplementado com a IL-4 e GM-CSF.
Ao sexto dia de cultura os mondcitos encontravam-se diferenciados em DC imaturas,

podendo ser utilizadas nos ensaios pretendidos.

2.4.2. Método de aderéncia celular ou “Panning”

Alternativamente ao método descrito anteriormente, as DC foram também obtidas
através da diferenciacdo de mondcitos humanos, pelo método de aderéncia ou “Panning”.
Este método baseia-se nas caracteristicas diferenciais das células que fazem parte do anel
leucocitério (apo6s a centrifugacdo com Ficoll-Hypaque), nomeadamente o facto de os
mondcitos aderirem naturalmente a uma superficie sélida, enquanto os linfécitos se mantém
em suspensao.

Numa primeira fase o procedimento efectuado foi 0 mesmo que o da separacgdo por
coluna imunomagnética LS, descrito na seccdo anterior, sendo que as diferengcas no
procedimento foram a partir da contagem de células. Assim, tendo em conta a concentragdo
celular obtida, as células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 suplementado, de
acordo como descrito no procedimento anterior, de modo a obter 20x10° células/mL, e foram
incubadas numa placa de cultura de tecidos 100 x 20mm (BD Falcon™) durante 45 minutos
na estufa a 37 °C com 5% de CO,. Durante este periodo de tempo é esperado que ocorra a
aderéncia dos mondécitos ao fundo da placa, o que se verificou pela opacidade da placa
aguando a finalizacdo da incubacéo. Foi entdo removido o meio de cultura inclinando
levemente a placa, de modo a remover as células ndo aderentes (linfécitos), com o auxilio

de uma pipeta. Posteriormente, efectuaram-se duas lavagens com meio RPMI-1640, tendo-
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se tido o cuidado de pipetar contra as paredes da placa e nunca contra o fundo da placa.
Por fim adicionaram-se 10 mL de RPMI-1640 completo com as citocinas IL-4 (750 U/mL) e
GM-CSF (1000 U/mL) adicionadas.

As culturas foram mantidas durante seis dias na estufa e 0 meio renovado a cada
dois dias, sendo recolhido apenas metade do meio e adicionado o mesmo volume de meio
fresco suplementado com a IL-4 e GM-CSF. Ao sexto dia de cultura os mondcitos
encontravam-se diferenciados em DC imaturas com caracteristicas semelhantes as obtidas

pelo método descrito anteriormente.

2.5. Producdo dos lentivirus na linha celular HEK293FT

A producéo dos lentivirus foi efectuada na linha celular HEK293FT, pelas razbes
referidas na seccgéo 2.2.

As produgbes de lentivirus foram efectuadas inicialmente em placas de cultura de
células de 15 cm (Corning Life Sciences), e posteriormente, em placas de cultura de tecidos
de 10 cm (BD Falcon™), em ambos os casos as placas foram previamente tratadas com
poly-L-lisina 0,1% (Sigma-Aldrich®). A metodologia seguida foi idéntica, como tal, s6 sera
descrito o procedimento efectuado nas placas de cultura de 10 cm.

Os lentivirus foram produzidos através da utilizacdo de dois grupos de plasmideos,
o Grupo 1 (G1) constituido pelos plasmideos pMD2.G (envelope) e psPAX2
(empacotamento), e o Grupo 2 (G2) constituido pelos plasmideos pMD2.G (envelope),
pMDLg/PRRE (empacotamento) e pRSV-Rev (empacotamento), sendo que a cada um
destes grupos foi adicionado o plasmideo com o gene reporter, nomeadamente o pLL3.7
que codifica a proteina GFP ou o pLKO.1 que codifica a proteina DsRed, dependendo do
ensaio.

A introducdo dos plasmideos nas linhas celulares foi realizada por transfec¢ao, com
o auxilio de agentes transfectantes, nomeadamente, a Polyethylenimine (PEI) e o Xfect™
cedido pela Clontech®. Ap6s se ter testado os dois agentes, optou-se por realizar os ensaios
com a PEL

Como referido anteriormente, as placas de cultura foram previamente tratadas com
poly-L-lisina através da adi¢cdo de 4 mL de poly-L-lisina a 0,01% as placas de cultura, de
forma a cobrir completamente o fundo da placa. De seguida as placas foram incubadas
durante 1h na estufa.

Finalizada a incubagdo a poly-L-lisina foi transferida para um tubo estéril e

guardada a 4 °C para 0s seguintes tratamentos e as placas foram lavadas trés vezes
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abundantemente com PBS 1x, devido a citotoxicidade associada a este composto. De
seguida cultivaram-se as células da linha HEK293FT em cada placa com uma concentracdo
aproximada de 7,5x10° células/mL.

Os grupos de plasmideos, incluindo o plasmideo contendo o gene reporter, a
adicionar as placas nos diferentes ensaios foram preparados consoante o tamanho de
pDNA, de modo a adicionar-se 0 mesmo numero de copias de cada pDNA. Nomeadamente
foram preparados os seguintes tubos (ensaio optimizado):

* G1 + DsRed -4 ug de pMD2.G + 6,7 ug de psPAX2 + 4 ug de pLKO.1
= G1l+ GFP-4ugdepMD2.G + 6,7 ug de psPAX2 + 4 ug de pLL3.7

As misturas assim preparadas foram submetidas a 70 °C durante 20 min, num
termociclador (PTC-100™, MJ Research) de modo a esterilizar os pDNA, evitando as
contaminacgdes durante o processo de transfecgdo. Posteriormente foram armazenados a -
20 °C, até a sua utilizacao.

Os ensaios da producdo dos lentivirus nas HEK293FT foram iniciados quando as
placas de culturas se encontravam com uma confluéncia de cerca de 90%. Comecgou-se por
substituir o meio de cultura 1 h antes da transfeccéo. Descongelaram-se em gelo os tubos
contendo os diferentes grupos de pDNA e adicionou-se conteudo de cada tubo a 500 uL de
meio Opti-MEM (Sigma-Aldrich®). Paralelamente, adicionou-se um determinado volume de
PEI (3 a 4 uL de PEI por cada 1 pug de pDNA a utilizar) a outros 500 uL de meio Opti-MEM.
Adicionou-se em seguida a solugé@o de Opti-MEM - pDNA a solugdo com Opti-MEM — PEI e
incubou-se durante 45 min, de forma as moléculas de PEI se disporem a volta do pDNA
formando um lipossoma.

Finalizada a incubagdo dos pDNA com o agente transfectante, foi substituido o
meio em que se encontravam as HEK293FT por 4 mL de meio Opti-MEM e as solu¢des com
os diferentes lipossomas foram adicionadas gota-a-gota a placa correspondente.

Posteriormente incubaram-se as placas durante 6 h na estufa com a 37 °C com 5%
de CO,e no final da incubag&o adicionaram-se 4 mL DMEM incompleto |, como se encontra
descrito no Apéndice |I.

No dia seguinte, retirou-se o0 meio e adicionaram-se 10 mL de meio DMEM
completo, e incubaram-se as placas novamente na estufa. Apés 48 h e 72 h recolheu-se o
sobrenadante de cada placa para um tubo falcon de 50 mL. Este sobrenadante foi
centrifugado a 4000g durante 15 min a 4 °C, transferido para um novo tubo e armazenou-se
a 4 °C, para posteriormente, se proceder a ultracentrifugacdo, com o objectivo de se
concentrar os lentivirus.

A ultracentrifugacao foi feita em duas etapas, a primeira a 20000g durante 1 h a 4

°C, com o objectivo de se retirar os restos celulares de menor dimensdo e a segunda a
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150000g durante 1 h a 4 °C. O sobrenadante néo foi retirado na totalidade de modo a deixar
uma pequena quantidade para ressuspender os lentivirus. Posteriormente, as solu¢des com
lentivirus foram guardadas em aliquotas de 100uL e armazenados a - 80 °C, até serem
utilizadas para a transducao quer de linhas celulares ou células primarias, quer de tecidos
no modelo animal (ratos Wistar).

A adicdo e a remocdo de todas as solucdes realizadas as placas de cultura de
tecidos foram sempre efectuadas no mesmo local da placa, de modo a minimizar
perturbacfes, tanto ao tratamento efectuado, como as células adicionadas.

Posteriormente, foram produzidos lentivirus que codificam as proteinas hBD-2 e
hBD-3 segundo o mesmo procedimento, tendo estes genes sido clonados em plasmideos
pLenti6 e cedidos pelo Doutor José Ramalho (Apéndice II).

2.6. Transducdao lentiviral em linhas celulares e células primérias

A capacidade de transducdo dos lentivirus produzidos foi testada em duas linhas
celulares, nomeadamente a linha CHO-P e a linha HEK293A (ver seccdo 2.2), utilizando
placas de cultura de 12 pogos. Assim, adicionaram-se 2 mL de uma suspenséo celular da
linha CHO-P com uma concentracdo de 4,0x10* células/mL a cada poco, de modo a que
estes ficassem com uma confluéncia de cerca de 20%. De seguida, inoculou-se (em
duplicado) os volumes: 0; 25; 50; 75 e 100 pL das solugfes de lentivirus, e analisou-se a
fluorescéncia das células (conferidas pelos genes reporter contido no lentivirus) as 24 h e 48
h apds a inoculacdo, no microscopio de fluorescéncia.

Alternativamente, um ensaio semelhante foi realizado com a HEK293A, sabendo
que esta é uma linha mais permissiva a transducéo. Neste caso adicionaram-se 2 mL de
suspensdo de células com uma concentracdo de 6,0x10* células/mL a cada poco. Os
lentivirus foram adicionados as células, no dia seguinte de manhd@, nos volumes (em
duplicado): 0; 25; 50; 75 e 100 pL. A fluorescéncia destas células foi analisada em
microscopia de fluorescéncia ao 7° e 14° dia, ap6s alguns ensaios de optimizacdo. Estas
células foram ainda marcadas com uma fluorescéncia adicional, como se encontra descrito

na seccao 2.6.1.
A capacidade para a transducdo dos lentivirus produzidos foi ainda testada em

células priméarias, nomeadamente em monocitos e em DC, obtidas como descrito

anteriormente (ver seccdo 2.4.). Os lentivirus foram adicionados a 1,0x10° células/mL nos
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seguintes volumes (em duplicado): 0; 10 e 100 uL aos dias 0; 3 e 6 de cultura. A aquisicédo
de fluorescéncia pelas células foi analisada ao longo de 10 dias.

A titulacdo dos lentivirus foi feita em parceria com o Doutor José Ramalho através
de diluicdes sucessivas dos lentivirus em HEK293A.

A transducdo da linha celular HEK293A foi posteriormente realizada com os
lentivirus contendo os genes que codificam as proteinas hBD-2 e hBD-3, segundo o
procedimento descrito acima para esta linha. Neste caso as células foram mantidas em
cultura durante 7 dias, as células e/ou o sobrenadante da cultura foram recolhidos e
armazenados para a realizacdo de ensaios posteriores (confirmagao da expressido das (-

defensinas e ensaios funcionais).

2.6.1. Marcagao de linhas celulares

De modo a compreender melhor a localizagdo celular da fluorescéncia conferida
pelos genes reporter resultante da transducgdo lentiviral, procedeu-se a uma marcagéo
fluorescente adicional, em particular do ndcleo da célula, especificamente no caso da linha
celular HEK293A.

A marcagdo das células desta linha foi efectuada apdés a transdugdo com o0s
lentivirus portadores do pDNA com o gene reporter DSRED, com o marcador Sytox Green
(Invitrogen®) que tem afinidade especifica para os &cidos nucleicos, corando-os de verde
fluorescente.

Para esta marcagédo utilizaram-se lamelas (previamente esterilizadas) no fundo das
placas de cultura de 24 pocos, para que as células crescessem aderidas a estas. Adicionou-
se entdo a suspensdo celular de HEK293A em meio DMEM completo, para que 0S pogos
ficassem com uma confluéncia de 20%.

Para a marcacdo realizada ao 7 e 14° dia, antes da andlise ao microscoépica,
retirou-se 0 meio dos pocos e procedeu-se a fixacdo as células com 250 pL de
Paraformadeido a 3,7% (m/v) (Sigma-Aldrich®) durante 10 min. Posteriormente as células
foram permeabilizadas com 250 pL de uma solucéo de Triton 0,1% (v/v) (Packard®) durante
20 min e finalmente marcadas com 100 pL de Sytox Green durante 20 min. Entre cada
etapa procedeu-se a trés lavagens das lamelas com PBS 1x, durante 5 min. Apés a Ultima
lavagem para retirar o excesso de corante, as lamelas contendo as células foram
transferidas para laminas de microscopia e as preparacfes analisadas ao microscopio de

fluorescéncia.
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2.7. Ensaios funcionais in vitro: ensaios de sensibilidade antimicrobiana

as B-defensinas

A finalidade do trabalho desenvolvido foi a optimizagdo de um sistema de
transferéncia de péptidos antimicrobianos, como as [B-defensinas, para tecidos/células
potencialmente infectados. Tendo esta ideia em mente, paralelamente ao desenvolvimento
dos sistemas lentivirais acima descritos, foram realizados alguns testes in vitro para testar a
sensibilidade das bactérias seleccionadas (tipicamente por conduzirem a complicacdes pés-
cirurgicas) as B-defensinas. Assim utilizaram-se, numa primeira fase (antes de se obterem
os lentivirus com os genes que codificam as proteinas hBD-2 e hBD-3) proteinas comerciais
recombinantes de rato da B-defensina 2 (rr BD-4) e 3 (rr BD-3) (ImmunoTools®).

2.7.1. Estudo da curva de crescimento das células bacterianas utilizadas

As bactérias seleccionadas para os ensaios de sensibilidade, foram a Escherichia
coli (ATCC8739), o Staphylococcus aureus (CIP 106760) (MRSA) cedidas pela Professora
Elisabete Mauricio (Professora de Microbiologia da Universidade Luséfona de Humanidades
e Tecnologias e Directora da empresa de Elisa Camara, Lda), e Pseudomonas aeruginosa
CECT 110%, cedidas pela Doutora Isabel Sa Correia do Instituto Superior Técnico).

Antes de se proceder aos ensaios de sensibilidade realizaram-se as curvas
crescimento destas bactérias com objectivo de identificar a fase exponencial de crescimento
de cada bactéria e garantir posteriormente que se utilizavam bactérias viaveis. Recolhidas
no meio da fase exponencial.

Para o estudo da curva de crescimento, realizou-se para cada bactéria um pré-
indculo em 10 mL de meio LB num erlenmeyer de 50 mL, ao qual se adicionou uma ansada
da bactéria desejada que se encontrava armazenada a — 80 °C. O pré-inéculo foi incubado
durante a noite a 37 °C com uma agitagao de 250 rpm.

A curva de crescimento foi iniciada com a densidade Optica a 600 nm (DOgqo)
pretendida (0,050 ou 0,200) a partir do pré-indculo, sendo mantidas as mesmas condi¢des
de incubagéo e o crescimento foi seguido através da leitura no espectrofotometro da DOgo @
diferentes tempos (h): 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 10; 12; 24 e 48.
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2.7.2. Ensaio de sensibilidade antimicrobiana — Ensaio de difusdo radial

Os ensaios de sensibilidade antimicrobiana foram feitos com base na difuséo radial
das amostras em estudo.

Inicialmente procedeu-se ao ensaio de difusdo radial convencional em meio Muller-
Hinton agar, em que 100 puL das bactérias seleccionadas foram recolhidas a meio da fase
exponencial do crescimento microbiano (ver seccdo 2.7.1.) e espalhadas nas placas com
uma DOgqo igual a 0,100. Adicionaram-se os péptidos rr BD-4 ou rr BD-3 de diferentes
formas, como o objectivo de optimizar o ensaio. Inicialmente o ensaio foi realizado pela
adicdo de 10 pL da amostra a testar directamente ao meio de cultura. Posteriormente o
ensaio foi efectuado através da adigcdo ao meio de cultura de uma papel de filtro esterilizado
em forma de circulo com um diametro de cerca de 5 mm ao qual foi adicionado 20 L da
amostra a testar. Nos dois casos as placas de meio MUller-Hinton foram incubadas a 37 °C,
durante a noite. Foi utilizado como controlo a gentamicina, um antibiético ao qual a
Escherichia coli (ATCC8739) e o Staphylococcus aureus (CIP 106760) (MRSA) apresentam
sensibilidade (Anexo V).

Realizou-se ainda um ensaio de difusdo radial como descrito na literatura (Joly et
al., 2004). As bactérias foram crescidas como descrito anteriormente (secc¢éo 2.7.1.), sendo
que apoés atingirem o meio da fase de crescimento foram centrifugadas a 6.000g durante 15
min e foram ressuspendidas em Fosfato de Sédio a 10 mM, pH 7,4, de modo a obter-se uma
suspensao bacteriana com uma DOgqq igual a 0,100. Paralelamente, foi preparado o Fosfato
de Sédio a 10 mM com 1% (m/v) de agarose a pH 7,4 e a cada 10 mL desta solugdo foram
adicionados a 100 pL da suspensao de bactérias preparadas, tendo o cuidado de esta
adicdo ser so feita quando a solugdo com agarose tiver uma temperatura que ndo afecte as
bactérias a inocular. A mistura foi imediatamente transferida para as placas de petri a fim de
solidificarem e foram feitos pogos com cerca de 5 mm de didmetro com pontas previamente
cortadas e esterilizadas. Foram adicionados 10 pL da amostra a testar a cada poco e as
placas foram incubadas durante 1,5 h a 37 °C. No final desta incubagdo adicionaram-se
mais 10 pL da amostra e voltaram a incubar-se as placas durante mais 1,5 h a 37 °C.
Espera-se que esta incubacdo de 3 h no total permita que as amostras difundam na
agarose. Por fim foram adicionados 10 mL de meio LB com 1% (m/v) de agar de modo a
fornecer nutrientes as bactérias e as placas foram incubadas durante 18 h a 37 °C. Neste
ensaio os péptidos com capacidade antimicrobiana rr BD- 4 e rr BD-3 foram ressuspendidos
numa solugdo com 0,01% (v/v) acido acético e 0,1% (m/v) de BSA, ficando com uma

concentracdo de 200 pg/ml. Em todos os ensaios foram feitos controlos com o Fostato de
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Sadio a 10 mM e com a solucdo de 0,01% (v/v) acido acético e 0,1% (m/v) de BSA. Foram
também feitos controlos com a gentamicina nas concentracdes: 2,5; 5; 12,5; 25; 50 mg/mL.
Ainda que preliminarmente, foram também efectuados ensaios funcionais in vitro da
sensibilidade bacteriana aos péptidos hBD-2 e hBD-3 produzidos pelas células HEK293A
transduzidas, utilizando o sobrenadante destas culturas. Estes ensaios foram realizados em
meio LB agar ao qual foram adicionados 10 pL de sobrenadante das culturas HEK293A
transduzidas com os lentivirus contendo os genes que codificam a proteinas hBD-2 ou hBD-
3, separadamente, ou ndo transduzidas (controlo), no qual ja se encontrava plagueada uma
suspensdo bacteriana com DOgq igual a 0,007, preparada como descrito anteriormente.

Estas culturas foram entdo incubadas durante a noite a 37 °C.

2.8. Transducdo lentiviral e estudos funcionais in vivo

A transducdo dos lentivirus produzidos neste trabalho foi testada também no
modelo in vivo, nomeadamente em os ratos Wistar. Os ratos Wistar utilizados geralmente
sdo do sexo masculino (depende da disponibilidade), sdo sempre utilizados ratos adultos de
0,5 a 1 ano, com um peso de 250 a 350 g, sendo mantidos no Biotério da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa.

Inicialmente os ratos foram infectados com lentivirus portadores dos genes reporter
gue codificavam as proteinas fluorescentes, de modo a verificar se seria possivel, também
transduzir tecidos num modelo in vivo. Apos a confirmagdo da transducdo dos tecidos
procedeu-se a transducdo com os lentivirus portadores dos pDNA contendo 0s genes que
codificam a as proteinas antimicrobianas hBD-2 e hBD-3.

Tendo em conta que o objectivo desta transferéncia de genes que codificam
proteinas antimicrobianas é diminuir potenciais infeccdes em tecido sujeito a cirurgia, mais
concretamente, retalho venoso arterializado (RVA), a inoculagdo dos lentivirus com os
genes que codificam as proteinas hBD-2 e hBD-3, foi também efectuada em ratos que
simultaneamente foram infectados com as bactérias seleccionadas, nomeadamente a P.
aeruginosa. Posteriormente foram avaliadas, em ratos transduzidos e n&o transduzidos
(controlo), as caracteristicas micro (avaliacdo da vasculatura) e macroscoépicas (avaliacdo
da necrose, edema, congestao, epidermdlise, discéncia da ferida e exsudatos) do retalho do

rato e a quantidade de bactérias presentes no retalho.
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2.8.1. Transducdo lentiviral no modelo animal

Inicialmente inocularam-se 100 pl com cerca de 107 particulas virais/ml na veia do
retalho nos ratos Wistar, de lentivirus portadores de pDNA com 0s genes reporter que
codificam as proteinas com fluorescéncia verde (GFP) ou vermelha (DsRed), produzidos
como anteriormente descritos (ver seccdo 2.5.) para verificar a eficacia da transducédo dos
tecidos e a integracao do gene reporter, por microscopia de fluorescéncia.

Para além de se administrar a solugdo com os lentivirus adicionaram-se 5 pug de
factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) (ImmunoTools®), que melhora a area de
sobrevivéncia do retalho, devido a neovascularizagdo (Ghali et al., 2009; Qu et al., 2013;
Wang et al., 2006).

Paralelamente também se inocularam os retalhos com adenovirus portadores de
pDNA com o gene reporter GFP, que foram cedidos pelo Doutor José Ramalho.

As particulas virais foram sempre mantidas a -80 °C e quando necessarias foram
descongelas em gelo e aliquotadas em volumes de trabalho.

2.8.2. Transducdo lentiviral e inoculacédo bacteriana no modelo animal

Retalhos de ratos Wistar transduzidos ou ndo com lentivirus contendo os genes que
codificam a hBD-2 e hBD-3 foram infectados com P. aeruginosa CECT 110" marcadas com
fluorescéncia (para posterior analise ao microscépio de fluorescéncia), como descrito na
seccdo 1.3.

Para tal, as bactérias foram inoculadas a partir de um pré-in6culo, como descrito
anteriormente, com uma DOy inicial de 0,100 em 10 mL de meio LB num erlenmeyer de 50
mL, e foram incubadas a 37 °C com uma agitacdo de 250 rpm, durante 2,5 h a 3 h, e foram
recolhidas a meia fase exponencial. De seguida foi feita a marca¢ao das bactérias com FITC
(do inglés Fluorescein isothiocyanate) (Invitrogen®) que é um corante que confere
propriedades fluorescentes a bactéria, nomeadamente estas ficam verdes fluorescentes,
pois o FITC tem um comprimento de onda de excitagdo de 494 nm e um comprimento de
onda de emisséo de 518 nm (dados obtidos do fabricante).

A suspensdo de bactérias recolhida na fase exponencial foi aliguotada em
microtubos de 1,5 mL e centrifugada a 6200g durante 10 min, lavadas em PBS 1x e
novamente centrifugadas a 6200g durante 10 min. As bactérias foram entao ressuspendidas
em 500 pL de Tampao Carbonato de Sddio (Na,COs) a pH=9,2, ao qual foram adicionados 5

puL de FITC. Em paralelo, foram preparadas bactérias ndo marcadas expostas ou nao ao
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Tampao Carbonato de Sdédio (controlos). Todos os microtubos foram forrados
individualmente com papel de aluminio, de modo a evitar a degradacao da fluorescéncia do
marcador, e foram submetidos a uma incubac&o com agitacdo num coulter mixer durante 1
h a temperatura ambiente. Apos o periodo de incubacéo as suspensdes bacterianas foram
centrifugadas a 6,200g durante 5 min e ressuspendidas em 1 mL de PBS 1x, sendo este
passo de lavagem repetido 3 vezes.

Determinou-se posteriormente a DOgq das diferentes suspensdes e prepararam-se
novas suspensfes com uma DOgg igual a 0,007 para inoculacdo. A escolha desta DOgg
teve por base varios testes em que os ratos foram inoculados com suspensdes bacterianas
com vérias densidades (0,7; 0,07 e 0,007) e optou-se pela que causava infec¢do nos ratos,
mas nao a sua morte. Assim os ratos Wistar foram inoculados com um 1 mL de suspensédo
bacteriana, nomeadamente de P. aeruginosa preparadas como a cima descrito. Tendo em
conta que na literatura se encontra descrito, que para a P. aeruginosa um valor de DOgq
igual a 0,7 corresponde a 10’ UFC (Heo et al., 2009).

Devido a utilizarmos uma DO muito reduzida e a marcacdo com FITC poder afectar
a viabilidade das células bacterianas, foram feitos espalhamentos das suspensdes
inoculadas nos ratos e dos respectivos controlos em placas de LB soélido, com uma DOggo
igual a 0,007, e com diluicdes de factor 10 e 100, de forma seriada. Foram adicionados 100
uL das diferentes suspensdes as placas de LB e as placas foram incubadas durante a noite
a 37 °C. Os ensaios de viabilidade das bactérias marcadas foram sempre efectuados em

duplicado.

2.8.3. Recolha de amostras do modelo in vivo para quantificagcdo bacteriana

A colheita de fragmentos dos RVA foi efectuada pelo Doutor Diogo Casal. Antes de
cada colheita dos fragmentos os ratos foram anestesiados por injec¢éo intraperitoneal de
cetamina e diazepam

As amostras de fragmentos dos retalhos foram recolhidas a meio do ensaio (3° dia)
e no final do ensaio (entre o 7° e 0 10° dia), momento no qual se sacrificavam os ratos.

As colheitas foram feitas com varios propésitos, determinacdo da quantidade de
bactérias viaveis presentes no retalho apés maceracdo do fragmento, seguida de
espalhamento em placas de LB sélido e, outra, para posterior quantificacdo das bactérias
por RT-PCR (do inglés Real Time-Polymerase Chain Reaction) com recurso a sondas
especificas contra 0 RNA ribossomal 18S e 23S (exclusivo de procariotas).

Para o primeiro caso, a colheita dos fragmentos foi efectuada na zona do retalho e

transferida para uma placa de Petri de 10 cm estéril.
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Os fragmentos foram cortados em pedacos de cerca de 1 a 2 mm de espessura e
foram transferidos para um microtubo de 1,5 mL previamente pesado, de modo a
posteriormente, determinar-se a massa do fragmento. De seguida adicionou-se um volume
de NaCl a 0,9% de modo obter-se uma suspensao com uma concentracdo de 100mg/ml.
Procedeu-se de imediato a maceracdo com um pistdo durante 5 min, ao fim do qual, foi
retirado o sobrenadante e transferido para um novo microtubo. Realizaram-se entdo varias
diluices, nomeadamente, 1/10 e 1/100, de forma seriada e espalharam-se 100 ul de
suspensdo em placas de petri com LB soélido (em duplicado). As placas foram incubadas
durante a noite a 37 °C. No dia seguinte foram contadas as unidades formadoras de
colénias (UFC) de modo a avaliar se houve proliferacdo bacteriana no retalho (amostra
recolhida de ratos nao transduzidos - controlo) e se a transducéo lentiviral com os genes das
B-defensinas foi eficiente a inibir essa proliferagdo (amostras recolhidas de ratos
transduzidos).

Para quantificagdo bacteriana por RT-PCR, a colheita dos fragmentos foi efectuada
na zona do retalho e transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril previamente pesado.

Durante a recolha de todas as amostras, 0os microtubos com as amostras ja
colhidas foram preservados em gelo, e posteriormente foram armazenados a — 80 °C.

Para facilitar a homogeneizacdo do retalho com a finalidade de se extrair o DNA
para quantificar as bactérias presentes no retalho, as amostras foram descongeladas a
temperatura ambiente durante 30 min e transferidas novamente a arca de — 80 °C durante
pelo menos 12h e repetiu-se este procedimento mais duas vezes.

A quantificagdo bacteriana em amostras recolhidas de ratos ndo transduzidos
(controlo) e transduzidos com lentivirus contendo os genes para as B-defensinas sera
realizada posteriormente a entrega desta dissertacdo. Uma vez que as bactérias com que 0s
ratos foram inoculados haviam sido previamente marcadas com FITC (ver seccéo 2.6.1), foi
ainda realizada uma colheita dos fragmentos dos retalhos para determinagdo da quantidade
de bactérias por microscopia de fluorescéncia. Neste caso os fragmentos recolhidos da zona
do retalho foram transferidos para microtubos de 1,5 mL estéreis aos quais foi adicionado
PBS 1x de modo a cobrir a amostra. Os tubos foram congelados a — 80 °C para posterior
realizacao de preparacfes microscopicas.

Sempre que possivel foi também feita a colheita dos cateteres utilizados para
inocular as bactérias nos retalhos, para posterior analise dos biofilmes microbianos por
microscopia de electronica de varrimento. Assim, estes foram transferidos para um
microtubo de 1,5 mL ao qual se adicionou cerca de 1mL de formol a 10%, de modo a cobrir
por completo o cateter, permitindo a fixacdo das bactérias. Os microtubos foram mantidos a

temperatura ambiente.
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3. Resultados e Discussao

Iniciou-se este trabalho com o objectivo de sobreexpressar os genes que codificam
as PB-defensinas humanas 2 (hBD-2) e 3 (hBD-3), tendo-se, primeiro isolado os DNA
plasmidicos necesséarios a producdo dos lentivirus. Seguiu-se a transducdo de linhas
celulares ou tecidos, com os lentivirus obtidos, e posterior confirmagdo da eficacia da
expressao das HBD.

3.1. DNA plasmidicos

Os DNA plasmidicos (pDNA) que se encontram caracterizados na Tabela 3 (secgéo
2.1.) foram avaliados com base na sua pureza, concentragdo e integridade. Para tal, a
gualidade dos pDNA utilizados nesta tese foi analisada apGs serem extraidos das bactérias,
tando por espectrofotometria, como por electroforese em gel de agarose.

A avaliacdo da pureza do pDNA determinada por espectrometria, nomeadamente,
pela leitura das absorvancias a 260 nm e a 280 nm, revelou que nem todos os pDNA se
encontravam com a pureza ideal para a producéo lentiviral. De facto obtiveram-se alguns
valores para a razdo A260/A280 fora do intervalo (1,8-2,0) no qual o DNA é considerado
puro (Tabela 4)

Tabela 4 — Pureza dos pDNA obtida por espectrometria

Concentracéo de

pDNA A260 A280 A260/A280 DNA (ug/mL)

5,14 3.09 1,663 257,0
PMD2.6C 9,19 4,87 1,887 459,5

5,24 2,90 1,807 262,0
psPAX2 1,85 1,09 1,697 92,5

1,91 1,06 1,802 95,5
pMDLg/pRRE 16,08 8,84 1,819 804,0
pRSV-Rev 7,38 4,29 1,720 369
pLL3.7 6,86 4,14 1,657 343
pLKO.1 9,90 5,28 1,875 495

A avaliacdo da integridade dos pDNA por electroforese em gel de agarose foi

realizada em algumas situac6es de modo a verificar se os pDNA se encontravam integros.
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Confirmou-se que todas as amostras de pDNA testadas se apresentavam com
qualidade para prosseguir com a transfeccdo, pois ndo apresentavam degradacdo. Na
Figura 6 apresenta-se um exemplo para o pLKO.1. Para além disso, através da digestao do
pDNA com enzimas de restricdo seguida de electroforese em gel de agarose confirmou-se
gue os pDNA eram os correctos por comparagao dos resultados obtidos com os esperados
pela anélise dos mapas de restricao respectivos. No exemplo da Figura 7 estad o ensaio com
0 pLKO.1 com as enzimas de restricdo EcoRI e Pstl, obtendo-se fragmentos com os

tamanhos esperados, 1069 pares de bases (bp) e 8226 bp.

1Kb Plus DNA Ladder

0.9 pg/lane

Figura 6 — Confirmacgé&o da integridade do pDNA pLKO.1, por
electroforese em gel de agarose a 1% (m/v), 100V, 1,5h
(Marcador 1Kb Plus DNA Ladder)

OSSR 21 3

1 Kb Plus DNA Ladder
bp

500/1517

1% agarose gel
Syl per lane

0.9 pg/lane

1.5% agarose gel
Syl per lane

Figura 7 — Confirmacdo do pDNA pLKO.1 por electroforese em gel de agarose a 1% (m/v), 100V, 2h
Legenda: Pogo 1 — Marcador HyperLadder |, 1%; Pogos 3/4 — pLKO.1 (EcoRI e Pstl); Po¢co 6 — Marcador
HyperLadder 1, 1,5%; Pogos 8/9 — pLKO.1 (EcoRl); Poco 11 — Marcador HyperLadder IV 2% Pocos 13/14 -
pLKO.1 (EcoRlI e Pstl); Pogo 15 — Marcador 1Kb Plus DNA Ladder
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3.2. Producéo dos lentivirus na linha celular HEK293FT

A producdo dos lentivirus foi feita na linha celular HEK293FT (Human Embryonic
Kidney 293 cells FT) como descrito na secc¢éo 2.5.

Os ensaios iniciais da producdo dos lentivirus ndo correram como esperado, pois
as células HEK293FT soltaram-se antes das 48 h, ou no momento em que se recolhia o seu
sobrenadante as 48 h. Tal aconteceu, porque durante a producgéo dos lentivirus as células
ficam mais sensiveis, uma vez que se encontram muito confluentes, mas também porque a
producdo viral, pode levar a alteracbes do metabolismo celular, nomeadamente interferir na
sintese de proteinas de adesdo. Assim, foram necessarios alguns passos de optimizacgao.
Nomeadamente, recorreu-se a utilizacdo de poly-L-lisine que melhora a aderéncia celular
através da alteracdo das cargas superficiais (Huang et al., 1983). Verificou-se entao que
apesar do tratamento das placas com a poly-L-lisine afectar o crescimento das células
HEK293FT resultando numa diminuicdo da sua proliferacdo, a producdo dos lentivirus foi
melhorada. Nestas condi¢des, as células s6 se soltavam na periferia da placa, sendo pouco
significante as 48h, mas bastante notério as 72h, devido provavelmente ao manuseamento
das placas as 48 h. Verificou-se também que o tratamento das placas com poly-L-lisine
requeria uma lavagem abundante com PBS 1x (ver secgdo 2.5.) para remover 0 excesso
deste composto que possui uma toxicidade associada (Lv et al., 2006). Tal foi verificado em
alguns ensaios, em gue a lavagem nao ocorreu com a devida eficiéncia, resultando num
namero consideravel de células soltas no dia a seguir a adicdo da suspensado das células
HEK293FT as placas com tratamento, em comparacdo com a placa néo tratada.

Para avaliar a eficiéncia da producdo dos lentivirus, numa primeira fase estes
ensaios foram realizados com os plasmideos contendo genes que codificam para proteinas
fluorescentes (DsRed e GFP) sendo a avaliagdo da producdo realizada pela observacdo
directa das placas no microscopio de fluorescéncia. Imagens de microscopia, como as que
se podem observar na Figura 8 foram entdo obtidas, confirmando-se que de facto os
lentivirus foram correctamente produzidos e as proteinas de interesse correctamente
expressas pois as células transfectadas adquiriram fluorescéncia. A Figura 8 é
representativa de varios ensaios que foram realizados, ap6s optimizacdo do processo, e
onde se pode observar as células HEK293FT fluorescentes durante a producdo dos

lentivirus com os lipossomas PEI-pDNA do G1, as 48 e 72 h.
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C

Figura 8 — Producgéo dos lentivirus resultantes da transfec¢do com os lipossomas
PEI-pDNA do G1 as 48 h (Ae C) e 72 h (B e D) em HEK293FT

3.3. Transducdao das linhas celulares e células primarias

Optimizada a producéo dos lentivirus, procedeu-se a comparacdo da producdo dos
dois grupos de virus, G1 e G2 (ver seccao 2.5.) através da avaliagdo da transdugcdo em
linhas celulares. Inicialmente, experimentou-se transduzir a linha celular CHO-P (Chinese
Hamster Ovary expressing P-selectin) com os virus resultantes da transfeccdo com os
lipossomas PEI-pDNA do G1 (Figura 9) e do G2 (Figura 10). Verificou-se que a transducéo
ndo foi muito eficiente, pois as células transduzidas ndo apresentavam praticamente
fluorescéncia, quando inoculadas com volumes crescentes de lentivirus (Figuras 9 e 10).

Recorreu-se entao a utilizacdo de uma linha celular mais permissiva a transducéo, a
HEK293A e a utilizacdo de um polimero catiénico para aumentar a transducao viral, o
polybrene (Davis et al., 2004; Sakuma et al., 2012).
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Figura 9 — Transducdo com diferentes volumes de lentivirus resultantes da transfec¢do com os
lipossomas PEI-pDNA do G1 na linha CHO-P. Inoculagdo com 25 pL (A), 50 pL (B), 75 pL (C) e 100
uL (D) de lentivirus (Os nimeros representam duplicados do mesmo ensaio)

Figura 10 — Transducao com diferentes volumes de lentivirus resultantes da transfeccao com os
lipossomas PEI-pDNA do G2 na linha CHO-P. Inoculagdo com 25 pL (A), 50 pL (B), 75 pL (C) e 100
pL (D) de lentivirus (Os nimeros representam duplicados do mesmo ensaio)

A transduc@o em HEK293A, inicialmente foi efectuada em placas de 12 po¢os com
diferentes concentracdes de lentivirus: 12,5 pL/mL; 25 pyL/mL; 37,5 pL/mL, 50 pL/mL e 100
uL/mL. A transducdo das célulasHEK293A com estes lentivirus foi entdo analisada a
microscoépio de fluorescéncia no 7° e 14° dia.

No 7° dia apls a transducdo com os dois grupos de lentivirus ndo se observou
fluorescéncia relevante, quer na transdugdo com os lentivirus da transfeccdo com os pDNA
do G1 (Figura 11), quer na transducdo com lentivirus resultantes da transfec¢do com os
pDNA do G2 (Figura 12). No entanto ao 14° dia ja se notou alguma fluorescéncia, tendo-se
verificado uma ligeira diferenca entre os dois tipos de lentivirus. Nomeadamente as células
transduzidas com os lentivirus resultantes dos pDNA do G1 (Figura 13) apresentaram uma
maior fluorescéncia que as células transduzidas com os lentivirus resultantes dos pDNA do

G2 (ver Figura 14), pelo menos para as maiores concentragdes de lentivirus inoculadas.
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Figura 11 — Transducao com diferentes concentracdes de lentivirus resultantes da transfec¢cao com
os lipossomas PEI-pDNA do G1 na linha HEK293FT. Inoculagéo com 25 pL/mL (A), 37,5 pL/mL (B),
50 pL/mL (C) de lentivirus ao 7° dia

-

Figura 12 — Transdugéo com diferentes volumes de lentivirus resultantes da transfec¢do com os
lipossomas PEI-pDNA do G2 na linha HEK293FT. Inoculagédo com 25 pL/mL (A), 37,5 uL/mL (B), 50
puL/mL (C) de lentivirus ao 7° dia

Figura 13 — Transducao com diferentes concentragdes de lentivirus resultantes da transfecgdo com
os lipossomas PEI-pDNA do G1 na linha HEK293. Inoculagéo com 25 pL/mL (A), 37,5 pL/mL (B), 50
pL/mL (C), 100 pL/mL (D) de lentivirus ao 14° dia. (Os numeros representam duplicados do mesmo

ensaio)

Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Engenharia 47



Inés Raquel da Silva Iria
Optimizacédo de métodos de manipulacéo da expressao de genes em células primarias e tecidos

Figura 14 — Transducao com diferentes concentragdes de lentivirus resultantes da transfec¢gdo com
os lipossomas PEI-pDNA do G2 na linha HEK293. Inocula¢do com 25 pL/mL (A), 37,5 uL/mL (B), 50
puL/mL (C), 100 pL/mL (D) de lentivirus ao 14° dia. (Os numeros representam duplicados do mesmo
ensaio)

Com este resultado optou-se por prosseguir o trabalho apenas com os lentivirus
produzidos com os pDNA do G1. Passaram-se entdo a fazer as transdugcbes em placas de
24 pogos com lamelas no fundo da placa para no dia da andlise das células, se marcar o
nucleo com Sytox Green e se procederem as preparagdes para microscopia.

Nas imagens obtidas ao 7° dia do ensaio de transdugé&o (Figura 15) verifica-se que
as células HEK293A quando inoculadas com os lentivirus apresentam uma fluorescéncia
vermelha crescente com a quantidade de lentivirus inoculado. Este aumento de
fluorescéncia vermelha é ainda mais evidente quando as células sdo analisadas ao 14°dia
(Figura 16). O aumento desta fluorescéncia quer com o tempo de incubacdo das células
quer com a concentragdo de lentivirus que foi inoculada € indicativo de que a transducéo
nesta linha celular foi eficiente e que ocorreu a integracdo do gene de interesse (dsRed) no
genoma de forma estavel e que a proteina esta a ser expressa.

O facto de nem todas as células cultivadas apresentarem fluorescéncia vermelha
podera justificar-se pelo facto de nao ter sido utilizado no meio de cultura nenhum antibiético
para seleccionar exclusivamente as células transduzidas, e assim na mesma placa poderem
proliferar células transduzidas e néo transduzidas.

Para determinar a eficiéncia da transducéao foi efectuada a titulacdo dos lentivirus

resultantes do G1 nas células HEK293A obtendo-se pelo menos 10’ particulas virais/mL.
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DsRed Sytox Green Merge

Figura 15 — Transducdo com diferentes concentrag8es de lentivirus resultantes da transfecc¢éo
com os lipossomas PEI-pDNA do G1 na linha HEK293. Inoculacdo com O pL/mL (A-D) (controlo),
25 pL/mL (E-H), 100 pL/mL (I-L), de lentivirus ao 7° dia. Marcagao com Sytox Green

A fluorescéncia verde (marcacgéo do nucleo) deve aumentar essencialmente com o
tempo, pois é proporcional ao aumento do ndmero de células. No entanto, pelas imagens

obtidas pensa-se que esta marca¢cdo nem sempre foi muito homogénea.
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DsRed Sytox Green Merge
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Figura 16 — Transducédo com diferentes concentracGes de lentivirus resultantes da transfeccdo com
os lipossomas PEI-pDNA do G1 na linha HEK293A. Inocula¢cdo com 0 pL/mL (A-L) (controlos) e
100 pL/mL (M-X), de lentivirus ao 14° dia. Marcagdo com Sytox Green

Foram também transduzidas células primarias do sangue. Nomeadamente
mondcitos no dia 0, ou seja, quando isolados por separagdo magnética ou por ‘painning’
(seccdo 2.4.), durante a sua diferenciacdo e ao fim de 6 dias, quando as células ja se
encontravam diferenciada em células dendriticas (DC). A transducdo destas células foi
efectuada com os lentivirus provenientes do G1 com GFP.

A andlise dos mondcitos por microscopia de fluorescéncia, no 10° dia, ndo revelou

qualquer fluorescéncia (resultados ndo apresentados), sugerindo que n&o ocorreu
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transducao. No entanto verificou-se que em contacto com os lentivirus as células alteravam
a sua morfologia, observado por microscopia de contraste de fase (Figura 17) pois
provavelmente sofreriam processos de activacdo celular (caracteristicos das células

imunoldgicas, ver seccao 1.6.).

s
DA

Figura 17 — Transducédo com 10° particulas lentivirais resultantes da transfec¢éo com os lipossomas

PEI-pDNA do G1 em mondcitos (D-F) e os respectivos controlos (A-C), 10° dia apés transdugéo

Transduziram-se entdo estas células em vérias fases da sua diferenciacdo em DC,
nomeadamente no dia 0, no dia 3 (a meio do processo de diferenciacéo) e no dia 6, ou seja
quando a diferenciacdo ja se encontrava completa. Mais uma vez, ndo se detectou
fluorescéncia em nenhum dos casos, mesmo ao final de 14 dias (dados nao apresentados),
sugerindo que de facto estas células ndo foram eficientemente transduzidas ou a proteina
GFP nédo se expressou nestas células. Verificaram-se, contudo, alteracdes morfoldgicas ao
longo da diferenciagéo, observadas por microscopia de contraste de fase (Figura 18). Estas
alteracdes estdo de acordo com o esperado para as células imunoldgicas deste tipo, pois
em contacto com antigénios estranhos elas s@o activadas, entrando em processo de
maturacao.

Apos varios ensaios de transducdo de mondcitos e DC com lentivirus sem obter
resultados indicativos de que os lentivirus conseguiam ou ndo infectar as DC, 0s ensaios
foram deixados para o futuro, uma vez que seria necessario explorar melhor o efeito deste
procedimento nas células imunes testadas (como por exemplo a andlises do estado de

maturacdo das DC) n&o sendo este um objectivo imediato desta tese.
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Figura 18 — Mondcitos (A e B) e células dendriticas (C) transduzidos com 10° do G1 de pDNA no 0°,

3° e 6° (imagem recolhida no 14° dia)

3.4. Transducdao dos tecidos

De modo a verificar se os lentivirus produzidos eram eficientes na transducao dos
tecidos, ao longo das varias producdes de lentivirus do G1, tanto com 0s genes que
codificam a DsRed como a GFP, foram efectuadas administracdes destes nos retalhos dos
ratos, quer convencionais, quer nos venosos arterializados (sec¢do 1.3.). Como referido
anteriormente, 0s ensaios in vivo foram optimizados e efectuados pelo Doutor Diogo Casal.

Na Figura 19 estdo representadas varias imagens adquiridas através de
microscopia de fluorescéncia, tanto da zona operada (retalho), como de zonas que se
encontram distantes a zona operada do rato Wistar, de modo a verificar se os lentivirus
administrados ficavam contidos na veia do retalho, ou se difundia para outras zonas do rato.
Apenas se encontram representadas as transdugfes com os lentivirus portadores do gene
gue codifica a GFP, assim como o0 respectivo controlo, uma vez que como referido
anteriormente, ndo se obteve uma fluorescéncia relevante com a transducdo com o0s
lentivirus portadores dos genes que codificam a DsRed (dados ndo mostrados). Verificou-se
através da andlise das imagens do retalho operado no rato transduzido (E-L) que estes
foram transduzidos com GFP. A GFP encontra-se expressa principalmente na veia do
retalho operado, ou seja, onde os lentivirus foram incubados. As restantes zonas analisadas
do rato transduzido, sugerem que os lentivirus podem ter-se difundido além da veia
inoculada, pois verifica-se uma ligeira expressdao de GFP, nomeadamente nas veias do
Baco. A fluorescéncia que se verifica na imagem recolhida do tecido da orelha do rato deve-
se a autofluorescéncia que os pelos do rato possuem. Para confirmar se a fluorescéncia nos
tecidos recolhidos dos ratos transduzidos é devido a GFP e nao a autofluorescéncia dos
tecidos poderiamos ter procedido a imunoensaios aos tecidos para detectar a GFP, no
entanto o objectivo principal era verificar se era possivel transduzir os tecidos, o que foi
confirmado. Estas imagens foram obtidas através da administracdo de lentivirus

suplementado com VEGF, que como referido anteriormente, aumenta a neovascularizacéo
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do retalho permitindo obter melhores resultados tanto em termos de fluorescéncia, como de

cicatrizacao dos retalhos.

M

Figura 19 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de tecidos transduzidos com GFP, utilizando
lentivirus como vector de expresséo e respectivo controlo, em ratos Wistar

Legenda: Rato Controlo: Retalho néo trasduzido (A,B), Mudsculo infrajacente ao retalho (C) e Bago (D);

Rato Transduzido: Retalho transduzido (E-L), Baco (M, N), Orelha (O) e Timo (P).

3.5. Avaliacao da sensibilidade antimicrobiana in vitro e in vivo

ApOs verificar-se que os retalhos foram transduzidos com sucesso, 0 préximo
passo, foi verificar se o0s péptidos antimicrobianos escolhidos, nomeadamente as [-
defensinas, possuiam actividade antimicrobiana contra os microorganismos seleccionados.

Procederam-se entao a diversos ensaios in vitro e in vivo.
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3.5.1. Avaliacéo da sensibilidade antimicrobianain vitro

Os ensaios da sensibilidade antimicrobiana foram efectuados inicialmente com
proteinas comerciais, utilizando-se as proteinas recombinantes [-defensinas 2 de rato (rr
BD-4, ImmunoTools®) e B-defensina 3 de rato (rr BD-3, ImmunoTools®).

Para optimizar o ensaio comecou-se por utilizar a gentamicina, um antibiético cujo
efeito era conhecido nas bactérias seleccionadas, como controlo nas concentracfes de
12,5; 25 e 50 mg/mL, em placas de meio Muller-Hinton, com uma gota de 10 yL de cada
concentracdo. No entanto uma vez que os volumes adicionados se espalhavam pela placa
formando halos ndo simétricos, optou-se por outro método, nomeadamente, a utilizagdo de
pedacinhos de papel de filtro esterilizados em forma de circulo, aos quias eram adicionados
20 pL de cada concentracao de antibiético.

Obtiveram-se entdo halos inibitérios simétricos a volta dos circulos com as solugfes
as quais as bactérias possuem sensibilidade. O diametro dos halos foi no entanto muito
elevado para as concentracfes de gentamicina enunciada anteriormente tanto no caso da
Escherichia coli, como no do Staphylococcus aureus. Como tal, procedeu-se ao ensaio com
menores concentracdes de gentamicina (0,025; 0,25; 2,5 e 5 mg/mL) e testou-se
simultaneamente a sensibilidade das bactérias as proteinas comerciais rrBD-4 e rr BD-3
ressuspendidas em agua desionizada, com uma concentragcdo de 200 pg/mL.

Nas Figuras 20 e 21 e Tabelas 5 e 6 pode verificar-se que as bactérias testadas
eram sensiveis a gentamicina mas que a concentragdo utilizada das [p-defensinas
comerciais ndo induziu a inibicdo do crescimento bacteriano, que seria de esperar tendo em
conta dados da literatura. De facto, estes dados referem que a E.coli é sensivel a hBD-2
numa gama de concentracdo de 10 a 62 pg/mL, e a hBD-3 em concentragdes que variam
entre 0,10 a 6 pg/mL, enquanto o S. aureus é sensivel a uma gama de concentragfes de
hBD-2 de 5 a 100 pug/mL (Midorikawa et al., 2003) e de hBD-3 entre 0,20 a 13 pg/mL (Tabela
2, seccao 1.4.4.) (Dhople et al., 2006; Harder et al., 2001; Midorikawa et al., 2003) (Dhople,
Krukemeyer, & Ramamoorthy, 2006; Harder et al., 2001; Midorikawa et al., 2003) (Dhople et
al., 2006; Harder et al., 2001; Midorikawa et al., 2003) (Dhople et al., 2006; Harder et al.,
2001; Midorikawa et al., 2003).

Assim, decidiu-se efectuar um ensaio semelhante descrito por Joly e colaborares
(Joly et al., 2004), descrito na seccdo 2.7.2. Verificou-se, mais uma vez, que as bactérias
possuiam sensibilidade a gentamicina mas ndo manifestavam sensibilidade as proteinas

comerciais.
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Tabela 5 — Ensaio de sensibilidade antimicrobiana a gentamicina, rr BD-4 e
rr BD-3 em Escherichia coli ATCC 8739

Concentracéo Densidade Optica Diametro do
(mg/ml) a 600 nm halo (cm)

2,5 0,100 2,40

5 0,100 2,90

Gentamicina 12,5 0,101 3,60
25 0,101 3,60

50 0,101 3,40

rr BD-4 0,2 0,100 0,00
rr BD-3 0,2 0,100 0,00

A DOgy=0,101 B DOgy=0,100

Figura 20 — Teste de sensibilidade microbiana em Escherichia coli ATCC 8739 (ap6s 24h)
Legenda: A) gentamicina nas concentragdes de 12,5, 25 e 50mg/mL, B) gentamicina nas concentragfes 2,5 e 5
mg/mL e a rr BD-3 e rr-BD-2 nas concentracdes de 200ug/mL

Tabela 6 — Ensaio de sensibilidade antimicrobiana a gentamicina, rr BD-4 e
rr BD-3 em Staphylococcus aureus (CIP 106760) (MRSA)

Concentracéo Densidade Optica Diametro do

(mg/ml) a 600 nm halo (cm)
0,025 0,102 2,30
0,25 0,102 3,20
o 2,5 0,102 +4,3*

Gentamicina

12,5 0,105 +5,5*
25 0,105 +5,5*
50 0,105 +5,5*
rr BD-4 0,2 0,100 0,00
rr BD-3 0,2 0,100 0,00

*Os halos encontravam-se sobrepostos, os valores nédo sdo exemplificativos
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Figura 21 — Teste de sensibilidade microbiana em Staphylococcus aureus (CIP 106760) (MRSA)
(ap6s 24h)

Legenda: A) Controlo, B) gentamicina nas concentracdes 12,5, 25 e 50 mg/mL, C) gentamicina nas
concentragbes 0,025, 0,25 e 2,5 mg/mL, D) gentamicina nas concentragées 0,25 e 0,025 mg/mL, E) rr BD-3 na
concentragdo 200 pg/mL e F) rr BD-2 na concentragdo 200 pg/mL

Também foram efectuados ensaios de sensibilidade com as Pseudomonas
aeruginosa. No entanto, mais uma vez nao, nao se verificou sensibilidade as B-defensinas
comerciais (resultados ndo apresentados), apesar de estar descrito que estas bactérias sédo
sensiveis a concentracdes de hBD-2 de 0,10 a 10 e de hBD-3 de 0,39 a 13 ug/mL (Tabela 2,
seccdo 1.4.4.) (Dhople et al., 2006; Harder et al., 2001; Midorikawa et al., 2003) (Dhople et
al., 2006; Harder et al., 2001; Midorikawa et al., 2003) (Dhople et al., 2006; Harder et al.,
2001; Midorikawa et al., 2003).

Em conjunto estes resultados sugerem que a actividade antimicrobiana destas
proteinas comerciais recombinantes ndo é de facto a esperada. Tal pode dever-se ao facto
nao possuirem exactamente a mesma sequéncia de aminoacidos que as B-defensinas
humanas, o que pode afectar a sua eficdcia como proteinas antimicrobianas.

No entanto os ensaios foram optimizados para o antibiético controlo e em curso
estdo agora testes de sensibilidade antimicrobiana usando os sobrenadantes das culturas
HEK293A transduzidas com os lentivirus contendo as sequéncias para codificagdo dos
péptidos hBD-2 e hBD-3. Espera-se que estes sobrenadantes contenham estes péptidos
gue entretanto terdo sido secretados pelas células. Sobrenadantes de células HEK293A n&o

transduzidas s&o utilizados como controlo, para garantir que, a verificar-se um efeito
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antimicrobiano do sobrenadante, este se deve realmente a presenca das B-defensinas
humanas, no entanto deferia-se utilizar sobrenadantes de HEK293A transduzidas com
lentivirus contendo pDNA sem gene de interesse, uma vez que a integracdo de genes, e

mesmo a propria transducao pode afectar as células, alterando o seu metabolismo.

3.6. Avaliacdo da actividade antimicrobiana das B-defensinas no modelo

in vivo

Tendo em conta os resultados que mostraram que os retalhos dos ratos Wistar
eram eficientemente transduzidos (sec¢édo 3.4) procedeu-se a transducdo destes com 0s
lentivirus (produzidos nas células HEK293FT) contendo os genes para as [B-defensinas
humanas e assim avaliar a eficiéncia desta estratégia para debelar as infec¢des dos locais
cirdrgicos.

Os lentivirus foram entdo administrados na veia dos RVA, em ratos Wistar, e uma
suspensdo de bactérias, homeadamente P. aeruginosa, marcadas com fluorescéncia, foi
inoculada utilizando-se um cateter que foi mantido no retalho (Figura 2, seccao 1.3.). Este
procedimento foi efectuado pelo Doutor Diogo Casal

A quantidade de bactérias a inocular nos ratos de modo a causar infecgdo, mas néo
a sua morte, foi determinada previamente, sendo que se experimentaram suspensfées com
DOeq igual 0,7; 0,07 e 0,007. Optou-se por realizar os ensaios com suspensdes bacterianas
com DOgq igual 0,007, pois a inoculagédo do rato com as DOgy de 0,7 ou 0,07 resultava na
sua morte em menos de 24 h e 72 h, respectivamente. Segundo a literatura a DOgq igual
0,007 corresponderia a cerca de 10° UFC (Heo et al., 2009), sendo que 10° UFC ja causam
uma infecgao nestes ratos.

Para confirmar o nimero de UFC viaveis que estdo de facto na suspensao
inoculada, tendo em conta, o facto de que a marcacao das bactérias com FITC afecta a sua
viabilidade, foram efectuados em paralelo espalhamentos em meio LB sélido das bactérias
inoculadas (bactérias marcadas), bactérias ndo marcadas, foram também espalhadas para
testar o efeito da incubacéo com FITC (controlo). Quando comparadas com as bactérias ndo
marcadas, verificou-se uma diminuicdo da viabilidade de cerca de dez vezes das bactérias
marcadas, logo o indculo, tera cerca de 10* UFC/mL.

Apés a e a transducao e infeccdo dos retalhos varias amostras foram recolhidas
para avaliagdo de caracteristicas macroscopicas/microscopicas deste e quantificacdo das

bactérias, como descrito na seccdo 2.8. Foram também recolhidas amostras de ratos
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controlo, em que o retalho foi infectado mas nao transduzido para comparacdo do efeito
antimicrobiano das HBD.

Na Figura 22 encontra-se o resultado de um ensaio preliminar em que se
determinou o numero de UFC obtidas apds a maceracdo dos fragmentos recolhidos de
retalhos tratados com os lentivirus. Neste ensaio preliminar, parece existir uma actividade
antimicrobiana por parte das HBD, uma vez que se verificou uma diferenca de dez vezes
entre 0 nimero de UFC da amostra do retalho controlo em comparacdo com a amostra do
retalho inoculado com os lentivirus. Na Figura 23 estdo representados alguns dos ratos
Wisar operados, sendo a imagem A e B encontram-se se 0s ratos, referidos na Figura 22.
Podendo-se verificar que a aceitacdo do retalho € maior no caso dos ratos aos quais foram
administrados o tratamento com os lentivirus (B, C e D) comparando com o controlo (A)
onde o retalho ndo foi aceite, € importante referir que os ratos presentes na Figura 23 foram
inoculados com 10* UFC/mL de P. aeruginosa CECT 110*, sendo que o rato A ndo é
representativo de uma cirurgia do tipo RVA. Na Figura 23 o rato (C) € o que apresenta uma
maior aceitacdo do retalho, ou seja, menor necrose, no entanto encontra-se um pouco

exsudado.

3,00E+04

2,50E+04 -

2,00E+04 +

® Controlo

1,50E+04 -
M RVA + VEGF + lenti

1,00E+04 - hBD-2 + lenti hBD-3

5,00E+03 -

0,00E+00 -
P. aeruginosa (UFC)

Figura 22 — Gréfico representativo do nimero de UFC obtidas através da maceracao dos RVA nos
ratos Wistar (10 dias ap6s inoculagéo)
Legenda: RVA — retalhos venosos arterializados; VEGF — factor de crescimento vascular epidérmico; lenti hBD-

2 — lentivirus que possui o gene que codifica a B-defensina 2; hBD-3 — lentivirus que possui 0 gene que codifica
a B-defensina 3
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Figura 23 — Ratos Wistar submetidos & operacdo por RVA e inoculados com 10* UFC/mL de P.
aeruginosa CECT 110"

Legenda: Rato ndo transduzido — Controlo (A); Rato transduzido simultaneamente com os lentivirus que
codificam a hBD-2 e hBD-3 (B); Rato transduzido com o lentivirus que codifica a hBD-2 (C); Rato transduzido
com o lentivirus que codifica a hBD-2 (D)

No entanto, para confirmar estes resultados sao necessarios mais ensaios do
mesmo tipo, que estdo presentemente em curso, bem como a quantificacdo das bactérias
nos dois tipos de amostra por outras técnicas, nomeadamente, por observagcdo microscépica
(uma vez que as bactérias estdo marcadas com fluorescéncia) e pela técnica de RT-PCR
com sondas para o RNA ribossomal 23S e 18S (exclusivo das bactérias).

Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Engenharia 59



Inés Raquel da Silva Iria
Optimizacédo de métodos de manipulacéo da expressao de genes em células primarias e tecidos

4. Conclusotes e Perspectivas Futuras

Os ensaios realizados no decorrer desta tese permitiram obter dados sobre a
utilizacdo de vectores lentivirais para introducdo e expressdo de genes de interesse em
tecidos. Num futuro préximo, poderdo ser realizados outros estudos mais complexos, de
modo a comprovar as hipéteses que foram levantadas ao longo desta dissertacao.
Nomeadamente, quanto a actividade antimicrobiana dos (-defensinas humanas 2 (hBD-2) e
3 (hBD-3) tanto em ensaio in vitro como in vivo, a importancia da sua sobreexpressédo no
local cirdrgico. Encontram-se em estudo outros ensaios de actividade antimicrobiana in vitro,
de modo a verificar a actividade das HBD, pois mesmo que ndo se consiga obter um efeito
bactericida por parte destes péptidos as bactérias seleccionadas, um efeito bacteriostético ja
€ um resultado muito promissor com vista a aplicagédo na area clinica.

Alguns dos ensaios previstos ja se encontram a ser realizados, nomeadamente, os
ensaios funcionais in vitro, a quantificacdo da concentracdo das HBD nos sobrenadantes
das HEK293A e a quantificagéo bacteriana nos retalhos cirdrgicos por RT-PCR.

Com base nos resultados obtidos até a data, e com o0 que se encontra relatado na
literatura, possivelmente, nos proximos ensaios ird se apostar mais na hBD-3, uma vez que
segundo a literatura encontra-se relatado como um péptido com maiores capacidades
antimicrobianas, quando comparado com a hBD-2. ApGs se conseguir obter resultados da
eficiéncia das HBD no modelo in vivo com P. aeruginosa, tem-se como perspectivas futuras
a execucdo de ensaios similares para o S. aureus, uma vez que este também representa um
dos principais microorganismos responsaveis pelas infec¢des no local cirargico.

Considera-se ainda no futuro a alteracdo dos vectores de expressdo das HBD,
nomeadamente, de lentivirus para adenovirus, devido ao facto deste ultimo ndo se integrar
Nno genoma e possuir uma maior expressao num curto espaco de tempo, o que pode facilitar

a aceitacdo desta terapia na area clinica.
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Apéndices
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Apéndice | - Composicéao das solucdes utilizadas

Em todas as solucdes que requereram acerto de pH, utilizou-se NaOH (Hidréxido de
Saédio, r.g., Sigma-Aldrich®) como reagente béasico e HCI (Acido Cloridrico a 37%, p.a.,
Merck®) como reagente &cido, sendo, para tal, utilizado o potenciémetro Schott® CG842 pH-
Meter.

As solugcbes que necessitaram de esterilizagdo foram ou autoclavadas ou por
filtrac&o a vacuo (Millipore®).

Dublbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) completo
= 86% (V/v) Dublbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich®
10% (v/v) Soro bovino fetal (FBS), Sigma-Aldrich®
1% (v/v) Piruvato de s6dio 100mM, Sigma-Aldrich®
1% (v/v) MEM aminoécidos n&o essenciais, Sigma-Aldrich®
1% (v/v) L-Glutamina 200mM, Sigma-Aldrich®

= 1% (v/v) Solucdo de penicilina-estreptomicina, Sigma-Aldrich®

N&o necessita de esterilizagdo. As solugdes utilizadas na sua composi¢do sado estéreis.

Dublbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) incompleto |
= 97% (v/v) Dublbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich®
= 1% (v/v) Piruvato de s6dio 100mM, Sigma-Aldrich®
= 1% (v/v) MEM amino&cidos n&o essenciais, Sigma-Aldrich®
= 1% (v/v) L-Glutamina 200mM, Sigma-Aldrich®

Nao necessita de esterilizacéo. As solugdes utilizadas na sua composicao sao estéreis.

Dublbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) incompleto Il

= 87% (V/V) Dublbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich®
10% (v/v) Soro bovino fetal (FBS), Sigma-Aldrich®
1% (v/v) Piruvato de s6dio 100mM, Sigma-Aldrich®

1% (v/v) MEM aminoécidos n&o essenciais, Sigma-Aldrich®
1% (v/v) L-Glutamina 200mM, Sigma-Aldrich®

Nao necessita de esterilizacdo. As solugdes utilizadas na sua composicao séo estéreis.
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Meio Luria-Bertani (LB), Liquido
» 1,0% (m/v) Peptona de Caseina obtida por digestdo pancreética, Merck®
» 0,5% (m/v) Extracto de Levedura Autolitica, Biokar Diagnostics®
* 0,5% (m/v) Cloreto de Sédio, p.a., Merk®

Esterilizado por autoclave.

Meio Luria-Bertani (LB), Liquido suplementado com Ampicilina
» 1,0% (m/v) Peptona de Caseina obtida por digestdo pancreética, Merck®
» 0,5% (m/v) Extracto de Levedura Autolitica, Biokar Diagnostics®
= 0,5% (m/v) Cloreto de Sédio, p.a., Merk®
Esterilizado por autoclave.
= 0,001% (v/v) Ampicilina, 100 mg/ml, Bioline®

Meio Luria-Bertani (LB), Sélido

1,0% (m/v) Peptona de Caseina obtida por digestdo pancreéatica, Merck®
0,5% (m/v) Extracto de Levedura Autolitica, Biokar Diagnostics®

0,5% (m/v) Cloreto de Sédio, p.a., Merk®

1,5% (m/v) Agar-Agar, Fagron®

Esterilizado por autoclave.

Meio Luria-Bertani (LB), S6lido suplementado com Ampicilina
= 1,0% (m/v) Peptona de Caseina obtida por digestdo pancreatica, Merck®
= 0,5% (m/v) Extracto de Levedura Autolitica, Biokar Diagnostics®
= 0,5% (m/v) Cloreto de Sédio, p.a., Merk®
» 1,5% (m/v) Agar-Agar, Fagron®
Esterilizado por autoclave.
= 0,001% (v/v) Ampicilina, 100 mg/ml, Bioline®

Nota: A Ampicilina sé pode ser adicionada quando o meio LB estiver a uma temperatura

inferior a 56 °C, para ndo haver degradacao do antibiético.
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Minimum Essencial Media (MEM) completo
» 87% (v/v) Minimum Essencial Media (MEM), Sigma-Aldrich®
= 10% (v/v) Soro bovino fetal (FBS), Sigma-Aldrich®
* 1% (v/v) MEM aminoécidos ndo essenciais, Sigma-Aldrich®
» 1% (v/v) L-Glutamina 200mM, Sigma-Aldrich®

» 1% (v/v) Solucdo de penicilina-estreptomicina, Sigma-Aldrich®

N&o necessita de esterilizacdo. As solucdes utilizadas na sua composicdo sédo estéreis.

Roswell Park Memorial Institute - 1640 (RPMI-1640) completo
= 86% (Vv/v) Roswell Park Memorial Institute — 1640 (RPMI-1640), Sigma-Aldrich®
10% (v/v) Soro bovino fetal (FBS), Sigma-Aldrich®
1% (v/v) Piruvato de s6dio 100mM, Sigma-Aldrich®
1% (v/v) MEM aminoécidos n&o essenciais, Sigma-Aldrich®
1% (v/v) L-Glutamina 200mM, Sigma-Aldrich®
= 1% (v/v) Solucéo de penicilina-estreptomicina, Sigma-Aldrich®

N&o necessita de esterilizacdo. As solucgdes utilizadas na sua composi¢ao sao estéreis.

Solucéo de Cloreto de Sédio (NaCl) a 0,9%
= 0,9% (m/v) de NaCl - Cloreto de Sédio, p.a., Merck®

Esterilizado por autoclave.

Solucdo de Fosfato de Sédio a 10mM, pH 7,4
= 10 mM de Fosfato de Sédio, Sigma-Aldrich®

Esterilizado por autoclave.

Solucdo de Fosfato de Sédio a 10mM, sélido pH 7,4
= 10 mM de Fosfato de Sodio, Sigma—AIdrich®
= 1% (m/v) de Agarose, molecular grade, Bioline®

Esterilizado por autoclave.

Tampéao ‘Beads’

= PBS 1x suplementado com:
= 0,5% (m/v) de BSA — Albumina Bovina Sérica, Sigma-Aldrich®
= 2 mM de EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra-Acético, Merck®

Esterilizado por sistema de vacuo.
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Tampéo Carbonato de Sédio (Na,COs3) a 0,5 M, pH=9,2
= 0,5 M de Na,CO; — Carbonato de Sédio, Sigma—AIdrich®

Esterilizado por sistema de vacuo.

Tampéo Fosfato de Sddio 10x (PBS 10x), 1L, pH=7,4

= 1,4 mM KH,PO, - Dihidrogenofosfato de Potassio, p.a., Merck®

= 4,29 mM de NA,HPO, - Fosfato de Sédio Dibasico Anidro, p.a., Sigma—AIdrich®
= 13,7 mM de NaCl - Cloreto de Sadio, p.a., Merck®

= 2,68 mM de KCI - Cloreto de Potassio, p.a., Merck®

Esterilizado por autoclave.

Tampao Tris-Borato-EDTA 10x (TBE 10x), 1L

= 1 M Tris base, Sigma-Aldrich®

= 1 M Acido Bérico , Merck®

= 0,02 M EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra-Acético, Merck®
Esterilizado por sistema de vacuo.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Engenharia



Inés Raquel da Silva Iria
Optimizacédo de métodos de manipulacéo da expressao de genes em células primarias e tecidos

Apéndice Il — DNA plasmidico portadores DNA complementar que codifica as
proteinas hBD-2 e hBD-3

A sequéncia dos DNA complementar que codificam as proteinas B-defensina
humana 2 (hBD-2) e 3 (hBD-3) foi desenhado pelo Doutor José Ramalho (Figura 1). Esta
sequéncia foi encomendada num plasmideo, sendo que continha as sequéncias de restricdo
de modo a poder-se clonar os genes das HBD em pDNA lentivirais. Como tal, os genes
foram transferidos para o pcDNA ENTR BP #1848c25, separadamente, e posteriormente
foram transferidos para pLenti6, por recombinacdo BP-LR, pelo sistema Gateway Cloning
vectors (Life Technologies).

As sequéncias de DNA complementar utilizadas para a clonagem dos genes
responsaveis pela informacéo que codifica as proteinas hBD-2 e hBD-3 foi obtida através do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

utilizando a database Gene.

ctcgagATGAGGGTCTTGTATCTCCTCTTCTCGTTCCTCTTCATATTCCTGATGCCTCTTC Restriction

Site EcoRI

Restriction
. 1
Site Xhol CAGGTGTTTTTGGTGGTATAGGCGATCCTGTTACCTGCCTTAAGAGTGGAGCCATATG

TCATCCAGTCTTTTGCCCTAGAAGGTATAAACAAATTGGCACCTGTGGTCTCCCTGGA R:?t”‘;“ﬁ“
Ite >al
ACAAAATGCTGCAAAAAGCCATGAgaattegtcgacATGAGGATCCATTATCTTCTGTTTGCT
Sequéncia «J Sequéncia
da hBD-2 TTGCTCTTCCTGTTTTTGGTGCCTGTTCCAGGTCATGGAGGAATCATAAACACATTACA da hBD-3

GAAATATTATTGCAGAGTCAGAGGCGGCCGGTGTGCTGTGCTCAGCTGCCTTCCAAA
GGAGGAACAGATCGGCAAGTGCTCGACGCGTGGCCGAAAATGCTGCCGAAGAAAGA

AATAAggtacc

Restriction

Site Kpnl

Figura | — Sequéncia de nucleétidos contendo os DNA complementares com as hBD-2 e hBD-3 e as

enzimas de restricdo
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Inés Raquel da Silva Iria

Apéndice lll — Curvas de crescimento bacteriano da Escherichia coli ATCC

8739

Curvas de crescimento da Escherichia coli ATCC 8739 ao longo de 48 h (Tabelas 1),

na Figuras | apenas se encontra o crescimento ao longo de 12 h.

Tabela | — Absorvancias a DO600 ao logo da curva

de crescimento da Escherichia coli ATCC 8739

Tempo (h) DOs0o
0 0,057 0,057
1 0,214 0,196
2 0,714 0,718
4 1,760 1,737
6 2,380 2,367
8 3,037 3,010
10 3,270 3,270
12 3,630 3,763
24 3,760 4,200
48 3,307 3,908
4,0
3,5 : A
3,0 A -
£ 25 =
g Lad,
2 20
o A
o 15
1,0
05 S
0,0 4 =
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

Figura | — Curva de crescimento da Escherichia coli ATCC 8739 (ensaio em duplicado)
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Apéndice IV — Curvas de crescimento bacteriano do Staphylococcus aureus
(CIP 106760) (MRSA)

Curvas de crescimento do Staphylococcus aureus (CIP 106760) (MRSA) ao longo
de 48 h (Tabelas 1), na Figuras Il apenas se encontra o crescimento ao longo de 12 h.

Tabela | — Absorvancias a DO600 ao logo da curva
de crescimento da Staphylococcus aureus (CIP
106760) (MRSA)

Tempo (h) DOs0o

0 0,204 0,204
1 0,696 0,729
2 1,8 1,81
4 3,06 2,8
6 3,93 3,782
8 5,095 4,425
10 5,64 5,55
12 6,77 6,98
24 8,143 9,493
48 8,113 7,93

8,0

7,0

¥
6,0 -
5,0 *
S 4,0 -~
a

3,0 @°

2,0

1,0

0,0

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

Figura | — Curva de crescimento da Staphylococcus aureus (CIP 106760) (MRSA)

(ensaio em duplicado)
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Apéndice V — Sensibilidade antimicrobiana

Os ensaios de sensibilidade antimicrobianos a farmacos foram efectuados pelo
Professor Doutor Paulo Paixdo, grupo de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas —

Universidade Nova de Lisboa.

Escherichia coli ATCC 8739:

Sensivel: amoxicilina/acido clavulanico, piperacilina/tazobactam, cefotaxima, ceftazidima,
ertapenem, meropenem, gentamicina, tobramicina, amicacina, ciprofloxacina, levofloxacina,
nitrofurantoina, trimetoprim/sulfametoxazol

Intermédio: ampicilina

Resistente: cefalotina, cefuroxima

Staphylococcus aureus (CIP 106760) (MRSA):

Sensivel: benzilpenicilina, oxacilina, gentamicina, eritromicina, clindamicina, mupirocina,
acido fusidico, fosfomicina, tetraciclina, tigeciclina, ciprofloxacina, levofloxacina,
moxifloxacina, nitrofurantoina, trimetoprim/sulfametoxazol, vancomicina, linezolida,

daptomicina
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Anexos
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Anexo | — Informacéo sobre a hBD-2

A sequéncia de cDNA utilizada para a clonagem do gene responséavel que codifica a

proteina B-defensina humana 2 (hBD-2) foi obtida através do National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando a database Gene.

Quadro | — Algumas caracteristicas e nomenclatura da hBD-2

Base de dados

Nome Aprovado do Gene

Defensina, beta 4A

HGNC

Nome (s) Alternativo (s) do Gene Defensina, beta 2 HGNC
Defensina, beta 4 HGNC
Simbolo Aprovado do Gene DEFB4A HGNC, NCBI, UniProt
Simbolo (s) Alternativo (s) do Gene BD-2 NCBI
DEFB102 NCBI, UniProt
DEFB2 NCBI, UniProt
DEFB-2 HGNC, NCBI
DEFB4 NCBI, UniProt
HBD-2 HGNC, NCBI
SAP1 HGNC, NCBI
Referéncia da Sequéncia do mRNA NM_004942.3 NCBI
Organismo Homo sapiens NCBI
Localizag&o do Gene nos cromossomas | 8p23.1 NCBI
Nome da Proteina Recomendado Beta-defensina 4A NCBI
Simbolo da Proteina BD-2 UniProt
hBD-2 UniProt
SAP1 UniProt
Outro (s) Nome (s) da Proteina Defensina, Beta 2 NCBI, UniProt
Defensina, Beta 4 NCBI, UniProt
Skin-antimicrobial peptide 1 NCBI, UniProt
Referéncia da Sequéncia da proteina NP_004933.1 NCBI

HGNC — HUGO Gene Nomenclature Committee (http://www.genenames.org/); NCBI - National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); UniProt - Universal Protein Resource (http://www.uniprot.org/)

Sequéncia de aminoacidos hBD-2 (NCBI)
MRVLYLLFSF LFIFLMPLPG VFGGIGDPVT CLKSGAICHP VFCPRRYKQI GTCGLPGTKC

CKKP
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Anexo Il - Informacao sobre a hBD-3

A sequéncia de cDNA utilizada para a clonagem do gene responséavel que codifica a

proteina B-defensina humana 3 (hBD-3) foi obtida através do National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando a database Gene.

Quadro 2 - Algumas caracteristicas e nomenclatura da hBD-3

Base de dados

Nome Aprovado do Gene

Defensina, beta 103A

HGNC

Nome (s) Alternativo (s) do Gene Defensina, beta 3 HGNC
Simbolo Aprovado do Gene DEFB103A HGNC, NCBI, UniProt
Simbolo (s) Alternativo (s) do Gene BD-3 NCBI
BD3 UniProt
DEFB103 HGNC, NCBI, UniProt
DEFB3 NCBI, UniProt
DEFB-3 HGNC, NCBI
DEFB3 NCBI, UniProt
hBD-3 NCBI
HBD3 HGNC, NCBI
HBD-3 HGNC, NCBI
HBP3 HGNC, NCBI
HBP-3 HGNC, NCBI
Referéncia da Sequéncia do mRNA NM_001081551.3 NCBI
Organismo Homo sapiens NCBI
Localizag&o do Gene nos cromossomas | 8p23.1 NCBI
Nome da Proteina Recomendado Beta-defensina 103A NCBI
Simbolo da Proteina BD-3 UniProt
DEFB-3 UniProt
hBD-3 UniProt
HBD3 UniProt
Outro (s) Nome (s) da Proteina Defensina, Beta 3 UniProt
Defensina, Beta 103 UniProt
Referéncia da Sequéncia da proteina NP_001075020.1 NCBI

HGNC — HUGO Gene Nomenclature Committee (http://www.genenames.org/); NCBI - National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); UniProt - Universal Protein Resource (http://www.uniprot.org/)

Sequéncia aminoacidos hBD-3 NCBI

MRIHYLLFAL LFLFLVPVPG HGGIINTLQK YYCRVRGGRC AVLSCLPKEE QIGKCSTRGR

KCCRRKK
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Anexo Ill = DNA plasmidico pMD2.G

Plasmideo 12259: pMD2.G (Addgene)

Nome do gene inserido: VSV G

Vector backbone: pMD2.G

Tipo de vector: Expressdo em mamiferos
Tipo de vector (outro): Envelope
Tamanho (bp): 5824

Resisténcia bacteriana: Ampicilina
Estirpe para crescimento: DH5alpha
Temperatura de crescimento (°C): 37
Numero de cépias alta ou baixa: Alta

Mapa:

Bam 111 (2)

Nco 1(21)

Sty 1(21)

Bam 111 (33)
Spe 1(176)

Seca 1(5383) — Nde 1(411)
~ CMV
/‘.;/"'/ < Sna Bl (517)

/ N\ Neco 1(537)
//;",‘ ) ‘\ Sty 1(537)
(}. pMD2 G “ \‘\ Sac 1(745)
l : Asp 718 (848)
| 5824 bp

Kpn 1(852)
Sac 1(858)

Not 13882) € Bam 111 (860)

\
Spe 1(3875) N beta-globin intror

Sty 13396) Eco R1(1416)
beta-globin pA /\l = Cla 1(1430)

Sty 1(3204) Nde 1(1967)

Eco R1(3087) Neo 1(2046)

Sty 1(2046)

VSV-G

Pst 1(2239)
Asp 718 (2459)
Kpn 1(2463)
Nde 1(2584)
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Anexo IV — DNA plasmidico psPAX2

Plasmideo 12260: psPAX2 (Addgene)

Nome do gene inserido: nenhum
Vector backbone: psPAX2

Tipo de vector: Expressdo em mamiferos, lentiviral

Tipo de vector (outro): Empacotamento
Tamanho (bp): 10703

Resisténcia bacteriana: Ampicilina
Estirpe para crescimento: DH5alpha
Temperatura de crescimento (°C): 37

Numero de cépias alta ou baixa: Alta

Mapa:
Amp Sall (2)
BamHI (8711) Spel (19)
SV40 or CMVenh
BamHI (8374) Ndel (254)
Psil (8184) H SnaBI (360)
pA , /a CApro
Ndel (7927) 5 . TATA
Niel (7920) X
Ndel (7860) i sD
Xbal (7707) T CAintron
Lsp 718 (7701) ﬁ ‘ psPAXZr Xbal (1624)
BamH]1 (7367) jﬁ el SA
dEnv (TatRev) ,/ l ) EcoR1 (1720)
RRE }  Clal (1822)
dVpu “ Pstl (2410)

Sall (6136)
EcoR1(6094)
AVpr
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Gag
Pro
Pstl (3834)
Swal (4707)
Pol

AspTI8 (4817)
Asp 718 (5145)
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Anexo V — DNA plasmidico pMDLg/pRRE

Plasmideo 12251: pMDLg/pRRE (Addgene)

Nome do gene inserido: HIV-1 GAG/POL
Vector backbone: pMD

Tipo de vector: Expressdo em mamiferos, lentiviral

Tipo de vector (outro): Empacotamento
Tamanho (bp): 8895

Resisténcia bacteriana: Ampicilina
Estirpe para crescimento: DH5alpha
Temperatura de crescimento (°C): 37

Numero de cépias alta ou baixa: Alta

Bam H1(2)

Neo 1(21)
Mapa: Sty 1(21)
Bam 111 (33)
Sca 1(8454) Spe 1(176)
puUC19 Nde 1(411)
Not 1(6953) CMV
Spe 1(6946) Sna BI (517)
Poly A Nco 1(537)
Sty 1(6467) N Sy 1(53)
Sty 1(6275) . Sac 1(745)
Eco R1(6158) Asp 718 (848)
Sty 1(6055) ! Kpn 1(852)
RRE (|| pMDLg pRRE s:m 1(858)
Sty L(5787) 71" 8895 bp | SD
Not 1(5768) T Bam 11T (860)
Eco R1(5757) | SA
Sca 1(5252) Eco R1(1416)
Sca 1(4879) Neo 1(1436)
Kpn 1(4812) Sty 1(1436)
Asp 718 (4808) Cla 1(1479)
Kpn 1(4484) Sty 1(1727)

Asp 718 (4480)

Pst 1(2067)
Sty 1(2128)
Spe 1(2155)
Sca 1(2160)
Spe 1(2161)
gag
Mun 1(2622)
Sty 1(2665)
Sea 1(3407)
Pst 1(3497)
Sca 1(3526)
Lco RV (3633)

pol
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Anexo VI — DNA plasmidico pRSV-Rev

Plasmideo 12253: pRSV-Rev (Addgene)

Nome do gene inserido: Rev

Vector backbone: pRSV-Rev

Tipo de vector: Expressdo em mamiferos, lentiviral
Tipo de vector (outro): Empacotamento

Tamanho (bp): 4174

Resisténcia bacteriana: Ampicilina

Estirpe para crescimento: DH5alpha
Temperatura de crescimento (°C): 37

Numero de cépias alta ou baixa: Alta

Mapa:

pUC19

Eeco R1(232)

Miu 1(256)
RSV prom

Eco R1(541)
Xho 1(635)
Sac 1(642)
p4?-§\4l Rbev Bam 1 (929)
B REV

pUC19+Amp R
Sca 1(2681)
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Anexo VIl — DNA plasmidico pLL3.7

Plasmideo 11795: pLL3.7G (Addgene)

Nome do gene inserido: Nenhum

Vector backbone: pLL3.7

Tipo de vector: Expressdao em mamiferos, lentiviral, RNAI, Cre/Lox

Tamanho (bp): 7650

Resisténcia bacteriana: Ampicilina

Estirpe para crescimento: DH5alpha

Temperatura de crescimento (°C): 30 (Embora este DNA plasmideo cres¢ca em bactérias
normais, para reduzir a possibilidade de recombinacdo recomenda-se que seja crescido a
30 ° em células Stbl3)

Numero de cépias alta ou baixa: Alta

Mapa:

Pl

Kpnl
Apal
Abal
Hpal
Xhol
EcoR1 ‘ Noil

Nhel
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Anexo VIII — DNA plasmidico pLKO.1_TRCO005

Plasmideo: PLKO.1 _TRC005

Nome do gene inserido: DsRed

Tipo de vector: Expressdo em mamiferos, lentiviral
Tamanho (bp): 9335

Resisténcia bacteriana: Ampicilina

Estirpe para crescimento: DH5alpha
Temperatura de crescimento (°C): 37

Numero de cépias alta ou baixa: Alta
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