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vectores virais para terapia génica

INTRODUCAO

A terapia génica é uma das terapias emergentes do século XXI com maior potencial para o tratamento
de doencas infecciosas, cancro e doencas monogénicas. Os vectores virais sdo os veiculos mais
utilizados (70%) em terapia génica uma vez que permitem uma entrega eficiente do material genético
nas células alvo. Porém, a sua producdo em larga escala em quantidade e qualidade relevante é ainda
dificil.

Uma das abordagens para melhorar a producdo de vectores virais consiste na manipulacdo genética
das linhas celulares que sdo utilizadas para os produzir. A engenharia genética de células produtoras de
virus ja demonstrou a sua utilidade no melhoramento dos titulos virais (quantidade), da qualidade da
particulas virais produzidas e também como ferramenta para alterar as células produtoras e conferir-
Ihes caracteristicas necessarias a producdo em escala industrial. Em trabalho prévio identificdmos
genes celulares nas células produtoras para a serem alvo de manipulagdo genética e melhorar a
producdo de vectores virais. A préxima etapa é manipular estes genes candidatos utilizando tecnologia
de DNA recombinante.

OBJECTIVO

Este projecto tem como objectivo o melhoramento da producdo de vectores virais — em particular os
retrovirus e lentivirus, amplamente utilizados em ensaios clinicos de terapia génica — através da
manipulacdo genética das linhas celulares produtoras. A manipulacdo sera levada a cabo quer em
linhas celulares modelo quer em linhas celulares produtoras de vectores virais terapéuticos usados em
imunoterapia de cancro.

DESCRICAO DO PROJECTO

Células humanas produtoras de retrovirus e lentivirus serdo manipuladas com genes previamente
identificados tendo em vista o aumento do titulo e da qualidade viral e a obtencdo fenédtipos celulares
superiores para a producdo em larga escala.

Os genes alvo de manipulagdo pertencem as vias biolégicas de processamento de proteinas no reticulo
endoplamatico e stress oxidativo. As linhas celulares manipuladas serdo analisadas em termos da pro-



mailto:avalente@itqb.unl.pt

ITQb o

(descricdo o projecto, continuagdo)

ducdo viral (particulas infecciosas e particulas totais) e caracterizadas bioquimicamente para o
fendtipo desejado.

Tarefa 1 — Aprendizagem de técnicas de cultura de células animais: trabalhar em condi¢Ges de
esterilidade numa camara de fluxo laminar, propagacdo de células, contagem de células,
congelamento de células. Leitura de bibliografia.

Tarefa 2 — Aprendizagem de técnicas de biologia molecular: producdo de plasmideos. Clonagem dos

genes alvo. Metodologias: transfec¢ao de células animais, analise de células por citometria de fluxo,
RT-gPCR.

Tarefa 3 — Aprendizagem de técnicas para a manipulacdo de virus recombinantes: cultura de células
produtoras, producdo de retrovirus e lentivirus; quantificacdo de particulas infecciosas e de particulas
totais; caracterizacdo do crescimento celular e producao viral. Métodos: citometria de fluxo, RT-gPCR;
Nanosight.

Tarefa 4 — Manipulacdo genética de células produtoras. Métodos: transfeccdo de células animais,
transducdo de células animais; selec¢ado de células animais, andlise dos mutantes.

Tarefa 5 — Caracterizacdo das células manipuladas. Fisiologia e metabolismo celular; andlise e
comparacao de produccdes virais. Métodos: gendmica funcional e metaboldmica.

Tese — Escrita da tese de mestrado.

Bibliografia recomendada: Rodrigues AF, Carrondo MIJT, Alves PM, Coroadinha AS, Cellular targets for
improved manufacturing of virus-based-biopharmaceuticals. Trends Biotech. 2014 Dec 32(12):602-607
(doi: 10.1016/j.tibtech.2014.09.010).
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