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INTRODUGAO

O horménio do crescimento (GH) ¢é
secretado pelas células somatotréficas da
glandula hipéfise anterior, sendo regulado
por diversos fatores, entre eles o horménio
liberador de hormdnio do crescimento
(GHRH) [1].

A deficiéncia de hormdnio de crescimento
(GHD) pode ser causada por fatores como
heranga genética e disfungéo hipofisaria ou
hipotalamica [2].

O GHRH, produzido pelo hipotalamo, age
sobre as células somatotréficas da hipdfise
anterior e estimula o] receptor
transmembrana, o que resulta na transcrigéo
e secrec¢ao do GH [3].

Um dos tratamentos que tem sido
empregado em pacientes com GHD ¢é a
administracdo de GH recombinante, o qual
pode ser obtido em uma quantidade ilimitada
em sua forma pura, porém ainda por um
custo relativamente alto. Uma alternativa a
esse tratamento seria a terapia génica, que
consiste em realizar a transferéncia génica
por meio de um vetor para as células
somaticas do paciente [2].

Estudos que visam o tratamento da GHD
utilizam vetores de expressdo contendo o
gene do hormdnio de crescimento humano
(hGH) e modelos animais para esta doenca,
como os camundongos andes (lit/lit) e andes
imunodeficientes (lit/scid) [4].

Constatamos em ensaio preliminar que o
uso do plasmideo pcDNA 3.1 com promotor
de citomegalovirus (CMV), contendo a
sequéncia de DNA complementar (cDNA) do
gene do hGH apresentou maiores niveis de
expressao do horménio in vivo em relagao

ao DNA genémico (gDNA) do hGH [4]. Isto
poderia ocorrer devido a uma maior
facilidade de processamento do cDNA em
relagdo ao gDNA pelo tecido muscular, uma
vez que o cDNA n&o possui introns e
regides nao codificantes do genoma, além
deste resultar em um vetor de tamanho
menor, o qual poderia ser mais facilmente
incorporado pelas células. Por outro lado, a
regido downstream (3') de sequéncias
gendbmicas & muitas vezes conhecida por
conter sequéncias complementares do sinal
de poliadenilagéo, as quais podem melhorar
a eficiéncia do RNA mensageiro [5]. Por este
motivo, vetores contendo o cDNA ou o
cDNA acrescido da regido downstream
(cDNA-3') do hGH serao comparados
quanto aos niveis de expressao de hGH in
vitro.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi realizar uma
comparacao da eficiéncia entre vetores de
expressao contendo o cDNA ou cDNA-3’ do
hGH em células HEK-293, uma linhagem
celular derivada de rim de embrido humano.

METODOLOGIA

O plasmideo pUC-UBI-hGH-cDNA-3' foi
construido a partir dos plasmideos pUC-
UBI-hGH-gDNA e pUC-UBI-hGH-cDNA
utilizando técnicas classicas de Biologia
Molecular e as enzimas de restricdo Xba |l e
Bgl Il

Células HEK-293 foram transfectadas pelo
método de lipossomos (Xfect™) com os
plasmideos pUC-UBI-hGH-cDNA ou pUC-
UBI-hGH-cDNA-3’ (n=3) e mantidas em
meio DMEM com 10% de soro fetal bovino
e 1% de antibidtico (estreptomicina e
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canamicina). Apds 48 horas da transfecgéo,
0 meio foi coletado e foram determinados
os niveis de expressdo de hGH por ensaio
de imunoabsorbancia enzimatica (ELISA)
especifico (Invitrogen).

RESULTADOS

O inserto do plasmideo construido contendo
o cDNA 3 do hGH foi sequenciado pelo
Centro de Pesquisa sobre o Genoma
Humano e Células-Tronco do Instituto de
Biociéncias da USP, e sua correta
construcdo foi confirmada por analise pelo
programa BioEdit.

As células transfectadas com o vetor
contendo o cDNA apresentaram niveis de
expressao de 1,59 % 0,42 pg hGH/mL,
enquanto que as do grupo cDNA+3
expressaram 3,13 + 0,71 yg hGH/mL e as
do grupo controle ndo apresentaram niveis
detectaveis de hGH (Figura 1). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos cDNA e
cDNA+3’ (P=0,056; teste t de Student).
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Figura 1. Niveis de hGH secretados por células
HEK-293 transfectadas com os vetores cDNA e
cDNA + 3’ ou controle (n=3).

CONCLUSOES

Apesar dos niveis de expressao do plasmideo
contendo a sequéncia complementar acrescida
da regido downstream (cDNA-3’) do GH terem
sido maiores do que os do plasmideo que
contém apenas a sequéncia complementar
(cDNA), ndo houve diferenga estatistica entre
os grupos (P>0,05). Estes resultados indicam
que os dois plasmideos poderdo ser utilizados
por nosso grupo em estudos futuros de terapia

génica.
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