== UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

TRANSGENIA ANIMAL E SUAS APLICACOES

Whemenson Lennon Gomes de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Ivo Pivato

BRASILIA- DF
JUNHO/2015



y

WHEMENSON LENNON GOMES DE OLIVEIRA

TRANSGENIA ANIMAL E SUAS APLICACOES

Monografia apresentada para
conclusdo do curso de Medicina
Veterinaria da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria

da Universidade de Brasilia

Orientador: Prof. Dr. Ivo Pivato

BRASILIA- DF
JUNHO/2015



De Oliveira, Whemenson Lennon Gemes

Transgenia animal e suas aplica¢des. / Whemenson Lennon Gomes de
Oliveira; orientagdo do Professor Doutor Ivo Pivato. Brasilia-DF, 2015.

44 p.:il.
Monografia — Universidade de Brasilia / Faculdade de Agronomia e

Medicina Veterinaria, 2015.

Cessdao de Direitos

Nome do Autor: Whemenson Lennon Gomes de Oliveira

Titulo: Transgenia animal e suas aplicacbes

Ano: 2015

E concedida & Universidade de Brasilia permissdo para reproduzir copias desta
monografia e emprestar ou vender tais cOpias somente para propdsitos
académicos e cientificos. O autor reserva outros direitos de publicacéo e

nenhuma parte desta monografia de especializacdo pode ser reproduzida sem a
autorizagao por escrito do autor.

T

Whemenson Lennon Gomes de Oliveira




FOLHA DE APROVAGAO

Nome do autor: DE OLIVEIRA, Whemenson Lennon Gomes

Titulo: Transgenia animal e suas aplicagdes

Aprovado em: 22 /06 /2o L\/

Banca Examinadora

Prof. Dr. lvo Pivato
Julgamento:__ A D ANVAAR

Prof. Dr. Rodrigo Arruda de Oliveira

Julgamento: A ProJodn

MSc. Paula Lorena Grangeira Souto

Julgamento: p@q\@m)lﬁ

Monografia de conclusdo do curso de
graduagdo em  Medicina  Veterinaria
apresentado junto a Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da

Universidade de Brasilia.

Instituicdo: UnB

Assinatura:

Instituicdo: UnB /2/"\,’
{ 1

Assinatura: | M




Dedico este trabalho aos meus
familiares, professores e amigos,
dedico também as pessoas que
trabalham com os animais a fim de
melhorar a saude humana

respeitando as outras espécies.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha mae e ao meu falecido pai, por me
apoiarem em todos os momentos da minha vida, onde sempre fizeram o maximo
por mim, deixando o meu caminho académico e ndo académico mais livre de
obstaculos, fico feliz por ndo ser submetido a presséo familiar e por ter meu
tempo para tomar decisdes respeitado.

Ao meu professor, orientador e amigo Ivo Pivato, por me ajudar, por tirar
duvidas, pela paciéncia, orientacdes e também pela disposicdo e animacdo ao
realizar as atividades, € de pessoas assim que a instituicdo académica precisa.

A todas as pessoas incriveis que conheci durante os cinco anos de curso,
agradecimentos especiais a todos meus amigos e amigas da turma 28, obrigado
pela ajuda diaria, pelas conversas divertidas, pela forca nos estudos e por
fazerem parte da minha vida, com vocés o tempo certamente passou muito mais
rapido.

A todos os professores, pela paciéncia, disposicao e pelos ensinamentos,
tudo que aprendi durante os cinco anos devo a vOceés.

A todos os demais funcionarios e residentes do hospital veterinario de que
de certa forma fizeram parte do meu percurso académico.

E por fim agradegco a todos os animais, por nos fornecer alimentagéo,

trabalho e companhia.



Vi

SUMARIO

Pagina

R [ g0 To (¥ Tox= Lo J PP PPPPPPPPPPPP 1
2. REVISA0 D@ LItEIatUIa. ... . ieeieeee e e e e ee ettt s e e e e e e e ee e 2
2.1. Transgenia aniMal............cooiiiiiiiiiieee e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e aeeaannes 2
P2 Y/ 1< (o To [0 1 TP PTTTPPPPP 2
2.2.1 MIiCroiNjeGA0 PrONUCIEA.........cceeii ittt e 3

2.2.2. Transferéncia génica mediada por retrovirus...........cccceevviciieeeneeeeenns 4

2.2.3. Alteracdo genética mediada por tranSPOSONS.......cceeeveeeeeeeeeeeeeeeeiieennn. 6

2.2.4. Animais transgénicos a partir de transferéncia nuclear...................... 7

2.2.5. Transferéncia de gene mediada por espermatozoides....................... 9

2.2.6. Transferéncia de gene mediada por células-tronco embrionérias....11

2.2.7. Confirmacao da integracao do DNA eXO0geno.............cuvvviiieeeeeeennnnns 12

2.3. Animais transgénicos em prol da salde...........ccccoeeeveeeeeeiiiiiiiiieeeeen, 12
2.3.1. Animais transgénicos como biorreatores..........ccceeeevvveeveeeveiiiiineneennn. 13

2.3.2. Animais como doadores de 6rgdos para humanos.............cc.eevvveee.. 15

2.4. Aplicacéo dos animais transgénicos na Producao...........cceeeeeeeeeeeeereinnnnnns 16

I T O [ 11 57- T J PP EPRPPR 18
4. Referéncias BibliografiCas. ...........uveiiiiiiiiiiiiie e 19
5. Relatorio Final De EStagio Obrigatorio............oouiueiiiieeiiiiiiiiie e 32
5.1. Atividades deSenVOIVIAAS. ...........ccoiiuiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 32

5.2. CoNnSIiderages FiNAIS............uuuuuuiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeire e s s e e e e e e e e e e e e e e aeanaanaaans 34



vii

LISTA DE FIGURAS

Pagina
FIGURA 1 - Esquema ilustrativo da microinjeg&o pronuclear................cccccuvvvvnnnne. 4
FIGURA 2 - Injecdo do agente viral previamente modificado..............cccoevvvvvvnnnnnn. 5
FIGURA 3 — MiCromanipuUladOr...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiii et 7
FIGURA 4 - Técnica de transferéncia nuclear...............ccooccceeiiiiiniiiiiiiiiieccecee e 8
FIGURA 5 - SMGT utilizando a incubacdo de espermatozoides...............ccceeen.... 10

FIGURA 6 - Comparacédo entre o salméo transgénico e o ndo transgénico.......... 17



viii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Célula TE = Célula Tronco-Embrionaria

DNA = Acido Desoxirribonucleico

EMA = Agéncia Europeia de Medicamentos

GH = Hormonio do Crescimento

hG-CSF = Fator Estimulante de Col6nia de Granulécitos humano
IF-1 = Fator inibitorio 1

IGF-1 = Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo 1
PCR = Reag&o em Cadeia Polimerase

PLDNA = Proteina Ligadora de DNA

RNA = Acido Ribonucleico

SMGT = transferéncia de gene mediada por espermatozoide

TN = Transferéncia Nuclear



RESUMO

TRANSGENIA ANIMAL E SUAS APLICACOES

A producdo de animais alterados em laboratorio, tem proporcionado a
oportunidade de obtencdo de ganhos nas mais diversas areas. Na producédo
animal, animais transgénicos sao capazes de produzir leite com composicado
modificada, podendo beneficiar varias pessoas, principalmente as intolerantes a
lactose e os alérgicos a proteina do leite. Eles podem também produzir mais
carne, la ou leite, além da possibilidade de ter sua resisténcia a doencas
aumentada. Animais modificados também podem ser usados em prol da saude
humana, podendo ser utilizados como biorreatores para producdo de proteinas
farmacéuticas, como doadores de 6rgaos para humanos ou até como modelos
para estudar doencas humanas como o cancer e o Alzheimer. Atualmente
existem varios métodos para se produzir animais transgénicos e independente da
metodologia a ser utilizada, trés passos basicos fazem parte da maioria das
técnicas, sendo eles a aquisicdo de um embrido ou ovocito da espécie a ser
alterada; introducao do gene de interesse dentro do embrido ou do ovdcito; e por
fim, a transferéncia dos embrides para as fémeas receptoras. Para criar animais
transgénicos, pode-se optar por qualquer um dos métodos existentes, como a
microinjecao pronuclear, a introducdo de gene por retrovirus, a transferéncia de

gene mediada por células tronco-embrionarias, além de varias outras.

Palavras-chave: animais transgénicos, biorreatores, producdo animal, saulde
humana.



ABSTRACT

TRANSGENIC ANIMALS AND THEIR APPLICATIONS

Production of modified animals provided the opportunity to achieve improvement
in several fields. In animal production, transgenic animals are able to produce milk
with altered composition, benefitting many people, especially those lactose
intolerant and allergic to milk protein. They can also produce more meat, wool or
milk, in addition to the possibility of to be more resistant to diseases. Modified
animals can also be used in support of human health, being employed as
bioreactors for pharmaceuticals proteins production, as organ donors to humans
or even as models in the study of human diseases, such as cancer and Alzheimer.
There are several methods to produce transgenic animals currently, and
independent of the methodology chosen, three basic steps are part of most of
techniques, being them the acquisition of an embryo or oocyte of the specie
chosen to be modified, the introduction of exogenous genetic information inside
the embryo or oocyte and finally the introduction of the embryos in recipient
females. In order to create transgenic animals, any of the existent methods can be
elected, between them pronuclear microinjection, introduction of the gene by
retrovirus, gene transference mediated by embryonic stem cells, among several

others.

Keywords: animal production, bioreactors, human health, transgenic animals.



1. Introducéo

O avanco da tecnologia nos proporcionou a possibilidade de obter
melhores resultados nas mais variadas areas, e a transgenia animal tem se
tornado uma 6tima opcgao para aprimorar o uso de individuos, através da adi¢céo
ou remocéao de genes. De acordo com a defini¢cdo original, o animal s6 € chamado
de transgénico quando se comprova que o gene modificado é herdado de forma
estavel, entretanto, ao usar o termo “animal transgénico” no cotidiano, significa
apenas que foi comprovada a presenca de um novo gene no individuo (BREM et
al., 1993).

Em 1975, foi relatada a primeira transgenia animal do mundo, onde
embrides de ratos foram infectados com o retrovirus da leucemia, os animais
tiveram o material genético do retrovirus incorporado em seu genoma, 0S
roedores também foram capazes de transmitir o novo gene para a geracao
seguinte (JAENISCH et al.,1975). O primeiro mamifero transgénico que nasceu
através da microinjecdo pronuclear foi na década de 80 (GORDON et al.,1980;
NIEMANN & KUES, 2007), onde se injetou fragmento de DNA com o gene do
hormdnio de crescimento e a metalotioneina em embrido de ratos, os animais
alterados geneticamente apresentavam uma taxa de crescimento bem superior
em relacdo aos animais ndo modificados (PALMITER et al., 1982).

Na reproducdo animal essa mudanca genética sé € interessante quando o
animal é capaz de transferir o novo gene para seus descendentes, de forma que
seja possivel estabelecer uma linhagem transgénica (BREM et al., 1993).

Ja é possivel utilizar animais transgénicos para o estudo de diversas
doencas humanas como o HIV, Alzheimer e cancer (CAMARA et al., 2008). Os
animais modificados também permitem avaliar a eficacia de algumas vacinas e
realizar estudos de terapia génica para o tratamento de doencas genéticas nos
humanos. As empresas farmacéuticas possuem grande interesse em animais
transgénicos, porque através deles € possivel se obter enzimas, anticorpos,
horménios e fatores de crescimento (GIBBONS et al., 2014). Em 2006 a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) aprovou a comercializagcdo da primeira
proteina farmacéutica recombinante, a antitrombina produzida pela glandula

mamaria de cabras transgénicas (GIBBONS et al., 2014).



A transgenia animal ainda é algo muito recente, e um dos desafios para
produzir animais transgénicos é exatamente o0 alto custo para pesquisa e
obtencéo de resultados satisfatorios. Outra questdo muito polémica é em relacdo
a ética na experimentacao animal que muito se tem falado no século XXI.

O objetivo desta revisdo bibliografica é destacar as técnicas, os pontos
positivos e desafios, além de outras informacdes relevantes referentes a

transgenia animal.

2. Revisao De Literatura

2.1. Transgenia animal

Existem varias técnicas para produzir um animal transgénico, entretanto
todas elas possuem o mesmo objetivo, que € o de produzir um animal com
alguma caracteristica especial de interesse humano. Sao exemplos de objetivos
da transgenia animal: maior conversdo alimentar em animais domeésticos,
resisténcia a doencas em humanos ou animais, resisténcia a parasitos, carne de
maior qualidade, maior producéo de leite, producao de substancias farmacéuticas,
produzir animais mais adaptados a um determinado ambiente e transplantes de
orgdos (CASTRO, 2001 CAMARA et al., 2008).

2.2. Métodos

O método a ser utilizado vai depender do tipo de alteracao genética que se
deseja fazer, podendo ser um procedimento de modificacdo, introducdo ou
inativacdo de um gene (PESQUERO et al., 2007; KUMAR et al., 2013). Para se
produzir um animal transgénico, € necessario realizar no minimo trés passos
essenciais independente da metodologia a ser realizada, sendo eles: a aquisicao
de um embrido ou ovdcito da espécie a ser alterada; introducédo da informacéo
genética dentro do embrido ou do ovécito; e por fim a transferéncia dos embrides
para as fémeas receptoras. Estes trés processos fazem parte da maioria das
manipulacbes embrionarias exigidas para se criar um animal transgénico
(CASTRO, 2001).



Das técnicas existentes, podemos citar a microinjecdo pronuclear,
transferéncia de gene mediada por espermatozoides, infeccdo de embribes por
retrovirus (RIBEIRO & AZEVEDO, 2001; DORFMAN, 2012), transferéncia de DNA
mediada por transposons, agregacdo ou injecao de células-tronco embrionarias
geneticamente modificadas, transferéncia de segmentos de cromossomos, entre
outras (PESQUERO et al.,, 2007; AIGNER et al.,, 2010). A seguir, serdo
apresentadas as principais técnicas e caracteristicas dos procedimentos mais

utilizados na transgenia animal.

2.2.1. Microinjecgéo pronuclear

A microinjecdo pronuclear foi uma das primeiras técnicas a ser utilizada
com sucesso em mamiferos. Inicialmente foi utilizada em ratos, e pouco tempo
depois 0 método foi implementado em outras espécies como coelhos, ovelhas,
aves, peixes e suinos (GORDON et al., 1980; GIBBONS et al., 2014). O processo
€ realizado em um microscopio invertido equipado com micromanipuladores
(GADEA & VAZQUEZ, 2010), onde uma micropipeta contendo segmentos de
DNA (aproximadamente 1000 coOpias em 1-2 pL ) atravessa a zona pellcida do
ovocito fecundado (HOUDEBINE, 2003) e é feita a injecdo do DNA em um dos
pré-nucleos (Figura 1) (CLARK & WHITELAW, 2003; BOVERHOF et al., 2011). O
ideal é que a microinjecdo pronuclear seja feita entre 15 e 20h apds a
fecundacdo, em caprinos deve-se realizar primeiramente a centrifugacdo dos
ovOcitos, devido a grande quantidade de gotas lipidicas em seu citoplasma
(FREITAS et al., 2014). Depois de injetado o embrido permanece em cultivo in
vitro até que seja transferido para receptoras sincronizadas (RUMPF & MELO,
2005).

Das vantagens da microinjecdo pronuclear, podemos citar a grande
probabilidade de transmissdo da linhagem germinativa do transgene, um baixo
limite no tamanho ou tipo de DNA sintetizado, além de possuir uma relativa
estabilidade devido a herdabilidade do gene transgénico (PINKERT, 2004). Por
outro lado o método também possui desvantagens, como o custo e o tempo gasto
na realizacdo da micromanipulagédo e a microinjecdo, ndo possui a garantia de

integracdo do DNA exogeno (PINKERT, 2004), a incorporagdo de genes é



aleatéria (GUENET et al., 2015) podendo resultar em insercdes indesejadas
causando muta¢des. Outra limitacdo € que embrides em estadio mais avancado

do desenvolvimento, ndo séo viaveis para a técnica (GORDON, 1989).

FIGURA 1 — Esquema ilustrativo da microinjecdo pronuclear: (A)
Pipeta utilizada para estabilizar o embrido. (B) Ovécito
fecundado. (C) Pipeta de injecdo. (PENARANDA &
ASENSIO, 2007).

2.2.2. Transferéncia génica mediada por retrovirus

Outra forma de obter animais transgénicos € através da introducdo de
genes por meio de retrovirus. Embrides podem ser infectados com retrovirus até a
metade da gestacado, entretanto, somente 0 zigoto no estagio de 4 a 16 células
pode ser infectado com um ou mais agentes (PINKERT, 2004). Os retrovirus
pertencem a familia Retroviridae, eles sdo virus que possuem RNA como material
genético que, apos infectar células de mamiferos, convertem seu RNA em DNA
no genoma da célula hospedeira por transcricdo reversa (SILVA, 2009).

Para alterar um virus e transforma-lo em um transmissor de material
genético exdgeno, primeiro deve ser bloqueada sua capacidade de reproducéo,
eliminando os genes responsaveis por sua replicacdo, depois deve ser retirada
parte do genoma viral para obter espaco suficiente para introduzir o material
genético de interesse, retirando 0s genes que nao SA0 essenciais e
principalmente aqueles que podem prejudicar o hospedeiro (FERNANDEZ, 2008).

Os retrovirus sdo uma forma eficaz para transferir material genético, sendo
utilizados para infectar embribes de bovinos por meio de injecédo, que é feita entre

a zona pelucida e a membrana do zigoto (Figura 2), apos a fecundacéo in vitro



(CHAN et al., 1998; HOFMANN et al., 2004). O método também pode ser feito
expondo os embrides in vitro a solu¢cdes concentradas de virus recombinantes
(PURSEL & REXROAD, 1993), com o gene de interesse previamente inserido no
retrovirus. Depois de infectados os embrifes sao transferidos para as fémeas
receptoras, assim completando a gestacdo (PENARANDA & ASENSIO, 2007).

FIGURA 2 — Injecdo do agente viral previamente modificado, no espaco
entre a zona pelucida e a membrana do zigoto (espaco
perivitelino) (PFEIFER, 2004).

O método apesar de interessante também possui limitacdes, como o
limitado tamanho de material genético carreado pelo retrovirus (HU & PATHAK,
2000). Além disso, somente células em divisdo podem ser infectadas (MILLER et
al., 1990), sendo que o retrovirus se integra ao DNA do hospedeiro de forma
aleatoria, podendo causar resultados inesperados(JAHNER & JAENISCH, 1985),
como mutacdes ou morte fetal.

Em animais de producédo, a eficiéncia da transgenia utilizando vetores
retrovirais chega a ser 50 vezes superior em relagcdo ao que se consegue através
da microinjec&o pronuclear (PENARANDA & ASENSIO, 2007).



2.2.3. Alteracdo genética mediada por transposons

Transposons sdo segmentos de DNA que podem se mover e se multiplicar
no genoma de uma célula, fazendo a integracdo do material genético de forma
aleatéria (HOUDEBINE, 2009) em um processo chamado de transposicdo
(SILVA, 2009). Existem dois grupos de transposons, 0s transposons classe | e
classe Il. Os retrotransposons também conhecidos como transposons classe |,
sao sequéncias de DNA que séo transcritas em RNA e estas retranscritas em
DNA, as coOpias geradas se integram em multiplos sitios do genoma do individuo
sob acdo da enzima transcriptase reversa (BOSCH et al., 2015). O “DNA
transposons” ou transposons classe Il sdo sequéncias de DNA que se
movimentam no genoma do hospedeiro por intermédio da enzima transposase,
onde copias do DNA ndo sdo geradas (BOSCH et al., 2015). Os transposons
foram identificados primeiramente no milho (MCCLINTOCK 1950), pouco tempo
depois eles foram detectados no genoma de eucariotos e procariotos
(MAKALOWSKI et al., 2012).

Gracas a engenharia genética jA se pode manipular 0s transposons
fazendo que eles transportem DNA exdgeno para incorporar no material genético
do futuro animal transgénico. Em vertebrados quase todos os transposons ja
descobertos, foram inativados por mutacdes naturais. Mas ja foi possivel obter
transposon ativo capaz de realizar transposicao, ele pertence a uma familia de
peixes actinopterigeos (salmonideos), tal segmento de DNA foi obtido através de
multiplas mutagéneses dirigidas (FERNANDEZ, 2008).

Uma das desvantagens do transposon na transgenia é o limitado espaco
para transportar genes externos (HOUDEBINE, 2002). Para se conseguir mais
espaco e evitar que o0 transposon recombinante se alastre de forma
desgovernada, é retirado o gene da enzima transposase, sendo adicionada no
vetor, uma transposase exogena a fim de integrar o vetor recombinante no
genoma hospedeiro (SILVA, 2009).



2.2.4. Animais transgénicos a partir de transferéncia nuclear

A transferéncia nuclear (TN) foi um método inovador para a ciéncia animal,
entretanto isso so foi possivel a partir de experimento feito em ras em 1951, onde
ovocitos foram enucleados e fusionados com células de embrido na fase de
blastula. Eles chegaram a se desenvolver até o estagio de girino (BRIGGS &
KING, 1952). A técnica utilizada hoje consiste na enucleacdo de ovocito
maturado, que deve estar na fase MIl da meiose. O procedimento de remocéo do
nacleo, é feito em um micromanipulador (Figura 3). O nucleo do ovocito deve ser
corado com Hoechst 33342, porque sO assim ele se torna visivel no microscopio
com luz ultravioleta (PEREIRA & FREITAS, 2009). Depois de removido, o nucleo
podera ser descartado porque somente o citoplasma serd aproveitado. Em
seguida deve-se obter uma célula diploide (transgénica que contenha as
caracteristicas desejadas), a célula entdo deve ser colocada no espaco
perivitelino do ovocito doador de citoplasma (Figura 4) (RUMPF & MELO, 2005),
gue sera submetido a pulsos elétricos que irdo promover a fusdo da célula com o
citoplasma. O novo conjunto formado deve ser ativado de forma quimica ou
elétrica para que se inicie o desenvolvimento embrionario (GIBBONS et al., 2014).
Se 0 processo obtiver sucesso, resultara em um animal clonado, com as
caracteristicas do nucleo doador.

FIGURA 3 — Micromanipulador (Fonte: arquivo pessoal).
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A transferéncia nuclear € um método que possui uma vantagem muito
importante na produgcdo de animais modificados, porque ja é possivel alterar o
material genético de células doadoras de ndcleo antes da TN. Existem varias
técnicas para se alterar a informacdo genética de células que serdo utilizadas,
como a alteracdo via vetores retrovirais, via lipossomas e por eletroporacdo
(BRESSAN, 2008). Para a producdo de animais transgénicos, a técnica de
transferéncia nuclear se torna uma opcao interessante em relacdo ao método de
microinjecdo pronuclear, porque nela se economiza mais tempo e custos
(POLEJAEVA & CAMPBELL, 2000; VISINTIN et al., 2008). E ainda é possivel
produzir “knock-out” génicos e trocas de alelos por recombinacdo homologa entre
o DNA enddgeno e exdgeno das células doadoras (MCCREATH et al., 2000).
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FIGURA 4 — Esquema ilustrativo que demonstra a técnica de transgenia animal

por transferéncia nuclear. Na coluna (A) a célula com o gene de
interesse é obtida, no (B) é coletado um ovdcito na metéfase Il para
ser enucleado, no (C) a célula com o gene modificado € transferida
para o ovécito enucleado, (D) processo de cultivo in vitro com
posterior transferéncia do embrido para receptora (NIEMANN et al.,
2009).



O sucesso nos métodos de transgenia por TN depende de certas
exigéncias, e uma das mais importantes € a necessidade de células primarias ou
de linhagens celulares compativeis com as alteracdes genéticas essenciais para o
ganho ou perda da funcéo do futuro animal (VISINTIN et al., 2008). Mesmo assim
a taxa de sucesso da técnica muitas vezes néo ultrapassa 1% do total (SOLTER,
2000). Essa menor viabilidade dos embrifes é expressa principalmente por causa
da diminuicdo na taxa de implantacdo, pela maior mortalidade fetal e perinatal e
também pelas diversas anomalias apresentadas em animais recém-nascidos
(LIMA & SANTOS, 2010).

2.2.5. Transferéncia de gene mediada por espermatozoides

A transferéncia de gene mediada por espermatozoide (SMGT) é uma
técnica que utiliza a habilidade do espermatozoide de transferir, incorporar e
carrear o DNA para o ovocito durante a fertilizacdo sendo possivel produzir
animais geneticamente alterados (LAVITRANO et al., 1989). A SMGT apesar de
ser um 6timo método para gerar animais transgénicos, ainda possui limitacdes
como a reduzida incorporacdo de DNAs exdgenos pelo espermatozoide
(CAMPOQOS, 2011). Outro problema é a atuac@o de enzimas DNases presentes no
plasma seminal ou dentro do espermatozoide, que sdo capazes de destruir o
material genético exdgeno, o que ira reduzir o sucesso da transferéncia do gene
externo (COLLARES et al., 2010).

O processo de incorporacdo do gene exdégeno na SMGT pode ser feito de
diversas formas como eletroporacdo, onde pulsos elétricos alternados irdo abrir
poros na membrana plasmética do espermatozoide que facilitara a internalizacao
do DNA exdgeno; o método de lipofeccdo também pode ser utilizado, que
consiste na interacéo do lipossomo carregado positivamente com o DNA de carga
negativa que formara lipoplexos que sofrem endocitose, e serdo carreados para o
ndcleo. Outra maneira € através da incubagcdo dos espermatozoides com o DNA
exogeno (Figura 5), onde o sémen é previamente lavado, para que o IF-1 (Fator
inibitorio 1) responséavel por impedir a ligagdo de DNA ao espermatozoide seja
removido, em seguida ele é incubado junto com gene de interesse. Havera entdo

a ligacdo do DNA com PLDNAs (proteinas ligadoras de DNA) presentes na



10

membrana do espermatozoide, que ativara o processo de internalizacdo do
material genético exdégeno (FEITOSA, 2006). Além das técnicas citadas, existem
também outras metodologias, como a modificacdo genética mediada por lentivirus
ou injecdo intratesticular de DNA, entre outras (AL-SHUHAIB et al., 2014).
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FIGURA 5 — SMGT utilizando a incubacéo de espermatozoides. Apos a adicdo do

gene modificado, o0 espermatozoide podera ser utilizado para
fertilizar o ovocito, podendo ser via ICSI, 1A ou FIV (AL-SHUHAIB et
al., 2014).
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2.2.6. Transferéncia de gene mediada por células-tronco embrionérias

Neste método de transferéncia de gene exdégeno para producéo de animais
transgénicos, é realizada a extracdo das células-tronco embrionarias (TE),
contidas na massa celular interna de um embrido (EVANS & KAUFMAN, 1981;
THOMSON et al., 1998; GUENET et al., 2015), na fase de blastocisto. Elas s&o
classificadas como multipotentes, devido a sua capacidade de se diferenciar em
qgualquer tipo celular (RUMPF & MELO, 2005; SILVA, 2009; KUMAR et al., 2013).
Quando sao recolocadas em um blastocisto, as células-tronco embrionarias
podem retomar o seu desenvolvimento normal (PEREIRA, 2008). Isto acontece
porque o embrido € incapaz de diferenciar suas células das células multipotentes
injetadas, os sinais responsaveis pelo desenvolvimento da massa celular interna
sdo os mesmo das células TE (PIEDRAHITA, 1996). O método de transgenia &
feito a partir da integracéo de sequéncias de DNA no genoma das células tronco
extraidas, a introducéo dos novos genes é realizada por recombinacdo homéloga
in vitro (CAPECCHI, 1989; EVANS, 1998). Apé6s a adicdao do gene exogeno, €
realizada a selecdo das células TE modificadas para posterior microinjecdo em
embrides (PESQUERO et al., 2007). Quando as células-tronco alteradas sao
injetadas em embrides, elas induzem o desenvolvimento de um organismo
guimérico apresentando assim duas linhagens de células diferentes, sendo que
uma possui as células multipotentes alteradas como origem e a outra do
blastocisto receptor, que recebeu as células TE (MANSOURI, 1998; KUMAR et al,
2013). As quimeras produzidas precisam ser submetidas a uma série de
cruzamentos, até que seja possivel se obter um animal transgénico, com o gene
exdgeno presente em todos seus tipos celulares (RIBEIRO & AZEVEDO, 2001;
RUMPF & MELO, 2005; FERNANDEZ, 2008; GARVIN et al., 2010).

A partir da combinagéo das células-tronco embrionéarias e da recombinacao
homologa, € possivel realizar uma mutagénese condicional. Que ir4 gerar animais
modificados, condicionados a uma indugao proposital da expressao ou interrupgao
de um gene em algum tipo de célula ou em algum tempo de desenvolvimento
(BABINET, 2000). Fato que difere das técnicas de microinje¢cdo pronuclear, da
mediada por retrovirus e transposons, onde a adicdo do novo gene é feita de
forma aleatoria (ROBL et al., 2007).
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2.2.7. Confirmacao da integracdo do DNA exdgeno

Assim que o animal com possivel transgene nasce, ele é submetido a
exames que irdo identificar a presenca de material genético exdbgeno em seu
genoma. Essa analise de DNA pode ser feita através de PCR (WHEELER et al.,
2008) e/ou Southern blot (CAMPOS 2008; KUMAR et al, 2013).

A amostra a ser avaliada, pode ser em principio, qualquer célula nucleada,
que devera ser coletada de 6rgdos ou fluidos corporais. Normalmente sao
coletadas amostras de sangue ou de tecido caudal do animal (BREM et al., 1993).
O método de Southern blot € o mais recomendado para identificar com precisao a
presenca do gene exdgeno no genoma do hospedeiro. Ele é capaz de indicar a
posicdo da integracdo no genoma (KUMAR et al, 2013), a quantidade de copias
transgénicas, o tamanho de uma sequéncia-alvo e uma possivel mutacéo
(PINKERT, 2004). A técnica de PCR pode ser utilizada para identificar se o animal
€ transgénico em um menor periodo de tempo e também com menor custo
(BREM; BERG & REICHENBACH, 1993), além de exigir uma quantidade
pequena de amostra para o exame, entretanto ela ndo é capaz de fornecer tantas

informacBes como o método de Southern blot.

2.3. Animais transgénicos em prol da saude

O progresso das técnicas de adicdo de genes em células germinativas e
somaticas nos animais domésticos e de laboratério foi um dos mais importantes
saltos tecnoldgicos ocorridos nas ultimas décadas. Animais com modificacfes
genéticas tém sido utilizados como modelos que permitem estudar varios
aspectos que envolvem a saude humana, entre eles a regulacdo génica, a acao
de oncogenes, as interacdes celulares que envolvem o sistema imune (RIBEIRO
& AZEVEDO, 2001), o uso de animais como modelo para estudar doencas
humanas, uso de animais como doadores de érgdos e animais como biorreatores
(PENARANDA & ASENSIO, 2008; KUMAR et al., 2013). A utilizacdo de animais
alterados em laboratorio, ganhou uma grande importancia no campo da biologia.
Estima-se que pelo menos 90% dos animais transgénicos sdo gerados para 0s
estudos basicos (CAMPOS, 2011).



13

Os camundongos tém sido o modelo animal favorito no estudo de doencas
humanas. Véarios motivos os tornam a escolha mais adequada: sdo animais de
facil manipulacdo devido ao seu pequeno tamanho, sdo faceis de cuidar,
possuem um ciclo de vida curto, além de produzir grandes ninhadas, que ajuda a
obter um bom numero para dados estatisticos (MILLER, 2008).

No estudo das doengas humanas, o0 uso de animais transgénicos possuli
fundamental importancia, principalmente no que se refere ao desenvolvimento de
novos tratamentos (DORFMAN, 2012; MCGONIGLE & RUGGERI, 2013). No caso
do Alzheimer, modelos animais que desenvolvem espontaneamente as
caracteristicas da doenca, séo dificeis de serem criados, por este motivo grandes
investimentos tém sido feitos a fim de obter sucesso na criacdo de animais
transgénicos que desenvolvam o Alzheimer (DORFMAN, 2012). No estudo das
neoplasias, camundongos transgénicos possuindo o oncogene neu ja foram
obtidos. Este gene é responsavel por causar cancer na glandula mamaria apés o
inicio da puberdade (GARVIN et al., 2010). Esses modelos de animais
transgénicos tém ajudado as pesquisas que envolvem o desenvolvimento,
tratamento e prevencdo de tumores. Além disso, os camundongos também tém
fornecido valiosos modelos transgénicos para o estudo de doencas induzidas por
virus oncogénicos, como a leucemia humana de células T (WHEELER et al.,
2008). Varias outras doencas ainda estdo sendo estudadas em animais
transgénicos como a esquizofrenia (DESBONNET et al., 2009) e a esclerose
multipla (HOLMOY et al., 2009), entre outras.

2.3.1 Animais transgénicos como biorreatores

Os fermentadores microbiolégicos sdo os responsaveis pela producdo de
muitas proteinas terapéuticas humanas, porém o processamento microbiano nao
se mostra apropriado para um namero grande de proteinas bioativas. Isso € em
razdo da incapacidade das bactérias em realizar reagfes de modificacbes pos-
sintéticas, que sdo exigidas para a atividade biologica plena (COLLARES et al.,
2007). Os animais alterados em laboratorio sédo capazes de produzir proteinas em
determinados o6rgdos (BURY, 2014), utilizando promotores tecido-especificos.

Isso os torna Uteis para serem utilizados como biorreatores capazes de produzir
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proteinas de importancia biomédica. Os animais de producdo podem servir como
verdadeiras fabricas especializadas na producdo em larga escala de proteinas
expressas em fluidos corporais (DYCK et al., 2003; LIMA & SANTOS, 2010;). As
proteinas expressas no leite depois de isoladas tém vantagem sobre os tecidos,
isso devido a constante producao e também pela facilidade de recuperagcédo das
proteinas (MEADE et al., 1999; RIBEIRO & AZEVEDO, 2001; CAVAGNARI, 2010;
KUES & NIEMANN, 2011). Uma quantidade menor de proteinas terapéuticas,
também pode ser produzida em ovos de galinhas, as vantagens da producéo em
ovos em relagdo a producgédo no leite, € devido a um menor custo de instalagéo,
um periodo reduzido entre geracfes, pequeno gasto com manutencdo e um
menor trabalho necesséario (PENARANDA & ASENSIO, 2008; WHEELER et al.,
2008). Além disso, o processo de purificacdo da proteina recombinante do ovo
pode ser ainda mais facil que a do leite, devido a proteina da clara ser
bioguimicamente menos complexa (KWON et al., 2004).

Bovinos transgénicos capazes de produzir GH (hormonio do crescimento)
no leite, jA foram produzidos na Argentina no periodo entre 2002 e 2004 pela
empresa privada Bio Sidus. A companhia afirma que um Unico animal é capaz de
produzir até 15 gramas de proteina por dia, e 500 gramas por més (CAMPOS,
2008). O Brasil j& obteve sucesso na producdo de animais transgénicos como
biorreatores (FREITAS et al.,, 2014). Um grupo do laboratério de fisiologia e
controle da reproducéo da Universidade Estadual do Ceara foi o responsavel por
produzir um caprino transgénico capaz de expressar o gene do hG-CSF (Fator
Estimulante de Colénia de Granuldocitos humano) (FREITAS et al., 2012).
Proteinas como a-antitripisina, AT Ill, TPA, Fibrinogénio e anticorpos monoclonais
ja foram obtidas com sucesso da glandula mamaria de caprinos e ovinos
transgénicos (KUMAR et al.,, 2013). A hemoglobina humana funcional pode ser
produzida a partir de suinos alterados em laborat6rio. A proteina transgénica com
caracteristicas similares a dos humanos pode ser purificada do sangue do porco
(CHANG & D’AGNILLO, 1998), favorecendo assim os humanos que precisam de
doacéo de sangue.

Animais como biorreatores podem influenciar de forma significativa na
economia mundial. Estima-se que de 10 a 100 vacas tém potencial para produzir

proteinas farmacéuticas suficientes para suprir toda a demanda mundial de
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farmacos, reduzindo muito o custo de producdo em relacdo ao sistema tradicional
(VIEIRA, 2012).

2.3.2. Animais como doadores de 6rgados para humanos

O transplante de oOrgdos entre espécies, também conhecido como
xenotransplante (GIBBONS et al., 2014), é considerado uma alternativa que pode
salvar milhbes de pessoas que necessitam de doacdo. Baseado nisso, suinos
transgénicos estdo sendo desenvolvidos para expressar proteinas humanas na
superficie de érgaos, para que assim eles possam ser utilizados como viaveis
doadores de 6rgaos (CAMARA et al., 2008; KUMAR et al., 2013). Outra estratégia
diferente vem sendo estudada para se obter sucesso no xenotransplante, ela
consiste em retirar do genoma do suino o gene que codifica a a-1,3-
galactosiltransferase, uma enzima da superficie das células do animal que é
detectada pelo sistema imunoldégico humano, sem ela, a rejeicdo por a-1,3-
galactosiltransferase ndo acontece (CAMPOS, 2008). Coracdes de suinos estéo
sendo transplantados em macacos a fim de testar o resultado do método
(PEREIRA, 2008; MOHIUDDIN et al., 2014). O suino doméstico é o animal mais
estudado em pesquisas de xenotransplante. Ele possui algumas vantagens em
relacdo as outras espécies, como a similaridade dos 6rgdos, atingem sua
maturidade em um menor espaco de tempo, podem ser mantidos em instalacdes
simples, e também porque as técnicas de transgénese e de imunogenicidade
estdo bem estabelecidas nesta espécie (RUMPF & MELO, 2005).

O xenotransplante possui pontos positivos e negativos em relacdo ao
tradicional transplante de 6rgdos. As vantagens incluem a grande disponibilidade
de 6rgdos a serem transplantados e seu melhor aproveitamento devido a coleta
imediata, onde os efeitos post-mortem, como alteragbes metabdlicas e
hemorragias ndo afetariam a viabilidade do 6rgao (PESQUERO et al., 2007). Os
pontos negativos envolvem os riscos de transmissédo de doencas do suino para o
homem, a incompatibilidade imunolégica dos tecidos (CLARK & WHITELAW,
2003), além de questdes éticas (ARQUE, 2007).
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2.4. Aplicagcao dos animais transgénicos na produgéao

Através da introducdo de genes especificos em animais domésticos, é
possivel obter varias caracteristicas que favorecem a producdo animal
(WHEELER et al.,, 2008), como aumento na taxa de crescimento, melhor
composicdo de carcaga, maior producdo de leite e maior resisténcia a doencas
(DZIADEK, 1996; PENARANDA & ASENSIO, 2008), além de varias outras
aplicacdes para o setor produtivo.

A modificacdo da constituicdo do leite pela transgenia pode beneficiar um
grande numero de pessoas, principalmente os individuos que possuem
deficiéncia na enzima lactase, que € responsavel pela degradacdo da lactose
(CAVAGNARI, 2010). No mercado ja existem formulas comerciais de leite sem a
presenca da lactose, porém hoje se busca obter leite proprio para essas pessoas
por meio de animais transgénicos, a fim de atender o grande mercado (JOST et
al., 1999). Vacas capazes de produzir a lactoferrina humana na glandula
mamaria, também estdo sendo estudadas (PLATENBURG et al., 1994; COOPER
et al., 2013). A lactoferrina é uma substancia que tem propriedades
antibacterianas, antifingicas e antivirais, e poderia ser utilizada para melhorar a
defesa imunoldgica de criancas que consomem este leite (CAVAGNARI, 2010).
Animais capazes de produzir boas quantidades de beta e kappa-caseina na
glandula maméria também estdo sendo analisados. O leite desses animais
poderia ser utilizado para aumentar a qualidade e o tempo de prateleira do leite e
seus derivados (BROPHY et al., 2003).

Normalmente a eliminacdo ou controle de um agente infeccioso depende
do uso de farmacos ou vacinas. Entretanto por intermédio da modificacdo
genética é possivel deixar os animais de producdo mais resistentes a doencas.
Bovinos mais tolerantes a tuberculose ja podem ser obtidos por intermédio da
adicdo de genes exdégenos (TUGGLE & WATERS, 2015). Animais capazes de
produzir lisozima humana também podem ser produzidos. Esta enzima tem poder
antibacteriano que deixa vacas mais resistentes a mastite (LIU et al.,2014). Muitos
investimentos ainda estdo sendo feitos para obter animais resistentes a doencas,

além das enfermidades ja citadas, a gripe suina, febre aftosa (PEREIRA, 2008) e



17

encefalopatia espongiforme bovina (WEISSMANN et al., 2002; RICHT et al.,2007)
também estdo entre as mais estudadas.

Outra alternativa para o uso de animais transgénicos, esta no aumento da
producdo. Ovelhas transgénicas criadas por microinjecao do gene IGF-1 (Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina Tipo 1), foram capazes de produzir uma maior
quantidade de la (DAMAK et al., 1996). Suinos capazes de produzir uma maior
guantidade de carne também ja foram produzidos (PURSEL et al., 1999).

O primeiro animal alterado em laboratoério, criado para o consumo humano,
foi obtido por uma empresa dos Estados Unidos. Trata-se de um salméo
transgénico que cresce mais rapido que o salméo nédo transgénico (Figura 6). O
peixe em questdo possui dois genes em seu genoma, um gene codifica o
horménio do crescimento, fazendo o animal ficar maior e o outro gene serve como
anticongelante, que permite a continuidade do crescimento no inverno (YE et al.,
2011). As Fémeas séo estéreis e crescem somente em condi¢des de isolamento,
isso € importante para evitar possiveis problemas relacionados a liberdade
indesejada do animal, evitando assim situacfes de competicdo com 0S outros
peixes nao transgénicos (CLIFFORD, 2013).

FIGURA 6 — Comparacdo entre o salmdo transgénico e o néo

transgénico (Eenennaam, 2006).
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3. Conclusao

Sé&o visiveis os beneficios que a transgenia animal pode proporcionar para
os humanos, e é notoério que muito j4 foi descoberto na ciéncia animal. Porém,
ainda ha muito espaco para descobrir outras utilizacbes e estudar ainda mais as
aplicacdes dos animais alterados em laboratério. Na area médica e de producao
animal, os animais transgénicos ainda estdo sendo muito testados, no entanto
ainda ndo sdo plenamente utilizados de forma definitiva. Isso porque apesar de
ser uma nova forma de utilizagcdo dos individuos, que poderia melhorar os
resultados com animais, acaba ndo sendo 100% confiavel em comparacdo aos
meétodos ja utilizados tradicionalmente, como por exemplo no transplante de
orgdos de suinos para humanos ou no consumo de produtos oriundos de animais
transgénicos, onde danos a saude humana a longo prazo sdo desconhecidos. Em
tese, 0 xenotransplante seria capaz de solucionar a demanda de 6rgaos pelos
humanos, Entretanto ndo se sabe ao certo 0s riscos que eles podem trazer,
podendo solucionar um problema gerando outro, como uma possivel transmissao
de doencas entre espécies.

Outro ponto que deve ser levado em consideracao esta relacionado com a
ética na utilizacdo dos animais para estudos. Nos experimentos que envolvem a
transgenia, 0s animais estdo sempre em pleno uso, e é bem provavel que em
muitos casos nao seja possivel fazer testes com a total auséncia de sofrimento
Isso abre margem para questionamentos relacionados ao bem-estar animal e ao
poder do homem em manipular a vida de outros individuos em razdo da
satisfacdo e salde dos humanos, que é certamente uma questao bem vélida a se

discutir.
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5. Relatorio Final De Estagio Obrigatério

Local de estagio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - Brasilia DF

Periodo 1: Estagio no campo Experimental Fazenda Sucupira, do dia 02/02/2015
a 08/05/2015.

Periodo 2: Estagio na Embrapa CENARGEN - Prédio da Biotecnologia, do dia
11/05/2015 a 29/05/2015.

5.2. Atividades desenvolvidas

Primeiramente o estagio foi realizado na Fazenda Sucupira, la a rotina com
bovinos, ovinos, caprinos e equinos era diaria. Os procedimentos realizados e/ou
acompanhados foram: diagnéstico de gestacao e avaliagdo da dinamica folicular
por ultrassonografia em bovinos e caprinos, palpacao retal em bovinos, manejo de
bovinos, produgédo “in vitro” de embrides, transferéncia de embrides,
congelamento de sémen e de embrides, coleta de sémen, coleta de embriGes,
lavagem e esterilizacdo de materiais e inseminacao artificial em bovinos.

A segunda etapa do estdgio ocorreu no prédio PBlI da Embrapa
CENARGEN, os procedimentos realizados e/ou acompanhados foram: producao
“in vitro” de embrides, técnica de transferéncia nuclear, PCR em tempo real e
producdo de micropipetas.

Semanalmente os alunos e pesquisadores da Embrapa participavam de um
seminario, que ocorria as quartas-feiras, onde um artigo cientifico era
apresentado por estudantes de mestrado e doutorado e ap0s a apresentacéo o

assunto do dia era discutido entre as pessoas presentes.
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QUADRO 1 - Procedimentos realizados e/ou acompanhados no periodo de

estagio na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Procedimentos Quantidade
aproximada

Acompanhamento / Avaliacdo da dindmica folicular por ultrassonografia em 200
bovinos

Acompanhamento / Avaliacdo da dindmica folicular por ultrassonografia em 25
caprinos

Acompanhamento / Avaliacdo da dindmica folicular por ultrassonografia em 15
equinos

Acompanhamento / Coleta de sémen bovino 10
Acompanhamento / Coleta de sémen equino 3
Acompanhamento / Congelamento de embrides 3
Acompanhamento / Congelamento de sémen 2
Acompanhamento / Diagnéstico de gestacdo por ultrassonografia em Ovinos 15
Acompanhamento / Inseminacao artificial em bovinos 20
Acompanhamento / PCR em tempo real 2
Acompanhamento / Produgéo “in vitro” de embrides 45
Acompanhamento / Protocolo hormonal em vacas 60
Acompanhamento / Técnica de transferéncia nuclear 3
Acompanhamento / Transferéncia de embrides 10
Acompanhamento / Vitrificagcdo de embrides 2
Anestesia Epidural 40
Aspiracdo de ovérios obtidos em abatedouros 700
Coleta de embrides bovinos 15
Diagnostico de gestacao por ultrassonografia em bovinos 25
Lavagem e esterilizagdo de materiais 60
Palpacao retal em vacas 35
Producédo de micropipetas 150




34

5.3. Consideragbes Finais

Foi enorme o conhecimento pratico e tedrico adquirido no periodo de
estagio, la tive a oportunidade de aplicar muitas biotécnicas vistas em sala de
aula e descritas em livros. Também ganhei bastante com dicas, instrucdes e
conselhos de mestrandos, doutorandos e pesquisadores. O estagio foi certamente
uma experiéncia muito positiva em todos 0s aspectos, e espero poder aplicar tudo
que aprendi de alguma forma, colocando em pratica e pesquisando mais sobre as
biotécnicas realizadas 14, e passando o conhecimento adquirido para outras

pessoas.



