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Enquadramento

A prevencédo e tratamento de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, estédo
ainda longe de se tornarem realidade. Embora as estratégias farmacolégicas convencionais se
tenham revelado pouco eficazes, resultados preliminares indicam que a terapia génica podera ter
grande potencial. Os vectores adenovirais baseados no serotipo canino 2 (CAV-2) transduzem
preferencialmente neurdénios, tendo o potencial de ser transportados a longa distancia no cérebro
via transporte axonal. A expressao epissomal a longo prazo permite a um entrega eficiente do
material genético especificamente em neurdnios (Bru et. al. 2010). A aplicacdo da terapia génica
estd, no entanto, dependente da resolucdo de uma série de questdes ainda em aberto - em
particular, a necessidade de avaliar a sua exequibilidade, eficacia e seguranca. Conhecer as
perturbacdes provocadas na biologia da célula-alvo (ou seja, os mecanismos de infecgdo, a
interaccdo com o vector, as alteragbes a nivel transcricional) € indispensavel para prever
possiveis efeitos adversos.

O projecto europeu BrainCAV (www.braincav.eu), no qual este plano de trabalhos de mestrado
esta integrado, propde-se a avaliar o potencial de vectores CAV-2 para melhor compreender, e
possivelmente tratar, a doenca de Parkinson. Tendo em vista a potencial aplicacdo dos vectores
CAV-2 em ensaios clinicos, sera necessario, numa primeira fase do projecto, avaliar estes efeitos
em células do cérebro. Dada a complexidade do sistema nervoso central, nomeadamente a
importancia da interaccdo neurdnio-astrécito, € dificil encontrar modelos celulares adequados.
Adicionalmente, a utilizacéo in vitro de células de origem humana, cujo comportamento sera mais
facilmente extrapolado para a situagdo in vivo, é limitada. Alternativas possiveis passam pela
utilizacdo de neurdnios e células da glia diferenciadas a partir de células estaminais de origem
humana. No nosso laboratorio tém sido desenvolvidos modelos tridimensionais (3D) de células
neurais, fazendo uso de tecnologia de biorreactores (Santos et. al., 2007; Serra et. al., 2009).
Estes modelos aproximam-se mais das condi¢fes in vivo, por exemplo em termos de interaccao

célula-célula e célula-matriz extracelular, relativamente as culturas classicas em monocamada.

Objectivos
O principal objectivo deste trabalho sera avaliar a transducdo de neurosferas diferenciadas e
investigar os mecanismos de entrada e transporte viral num contexto celular 3D. Neste projecto,

far-se-a uso de um modelo 3D in vitro do Sistema Nervoso Central ja implementado no laboratério



- células estaminais neurais humanas (hNSCs) (Storch et. al. 2001; Wegner et. al., 2008), sédo
cultivadas em agregados (neurosferas) utilizando sistemas de cultura agitados, sendo
posteriormente diferenciadas nas 3 linhagens neurais - neurdnios, astrécitos e oligodendrécitos.

A eficiéncia de transducdo e o seu impacto na sobrevivéncia celular e composicdo das
neurosferas serdo avaliados recorrendo a um vector CAV-2 codificando a proteina repérter GFP.
O perfil de transducao sera ainda caracterizado, em termos de ligacdo do virus as células-alvo e
trafego intracelular. Variaveis como a multiplicidade de infec¢do (MOI, ndmero de virus por célula
no momento da infec¢éo) e tempo de cultura éptimo para a infecg¢éo (TOI) serdo optimizadas.
Principais Metodologias: Cultura de células estaminais neuronais (sistemas de cultura estaticos
e agitados), manipulacdo de vectores adenovirais, microscopia de imunofluorescéncia, citometria
de fluxo, Western Blot e RT-PCR quantitativo.
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