Elementos de Biologia Molecular Animal



ORDEM DOS MEDICOS VETERINARIOS

Introducao a Biotecnologia
Animal Moderna

2007

J. H. R. Dias Correia e A. A. Dias Correia

CIISA. Departamento de Morfologia e Fun¢ao.(Bioquimica)
Faculdade de Medicina Veterindria de Lisboa
Rua Prof. Cid dos Santos
Pélo Universitario da Ajuda 1300-477 Lisboa,Portugal
e-mail: jhrdcorreia@fmv.ud.pt



INDICE GERAL

I- MANIPULA(;AO GENETICA DOS ANIMAIS
Nota Introdutoria

Prefacio

II - CLONAGEM POR TRANSFERENCIA DE NUCLEO (NT) NOS ANIMAIS
IIT - TRANGENESE DOS ANIMAIS

64
103



INTRODUCAO A BIOTECNOLOGIA
ANIMAL “MODERNA?”




| MANIPULACOES GENETICAS NOS ANIMAIS |

INDICE

Nota Introdutoria
Prefacio

I - Manipulacoes genéticas nos animais

1 — Manipulagdes genéticas nos animais e alguns dos meios e formas dessas manipulagdes.

1.1 — Introducao
1.2 — Manipulagdo genética dos animais
1.3 — Construgao em geral de vectores com DNA exdgeno
1.4 — Métodos para transferir genes para células animais em cultura
1.5 — Alguns métodos para realizar gene “targeting”
Vectores de inser¢ao
Vectores de substitui¢ao
Recombinacdo sitio especifico
1.6 — Substituicao de genes e animais transgénicos. Marcadores positivos e negativos
1.7 — Recombinagao
Recombinacdo homologa
Recombinacdo ndo homologa
1.8 — Obtengao de animais knockout
1.9 — Manipulagdo genética de animais para fins experimentais

2 — Outros exemplos de manipulagdo genética de animais.

2.1 — Obtengao de animais experimentais
2.2 — Geneterapia em animais
2.2.1 — Aspectos da geneterapia classica
2.2.2 — Aspectos da geneterapia nao classica
2.2.2.1- Geneterapia e inibicao de genes alvo e correccdes de
mutagdes in vivo
2.2.2.1.1 — Ao nivel nucleico
A- Gene “targeting”
B — Inibi¢ao da transcri¢ao
C — Inibi¢ao da traducao
C1 — Transgene RNA — anti-sense
C2 — ODN, oligodeoxinucleotidos anti-sense e PNA
C3 — Ribozimas
- Inibicdo de genes ao nivel do RNA com
ribozimas e construcao destes
- Caso especial de reparacdo de mutacao ao
nivel do m RNA por ribozimas.
2.2.2.1.2 — Ao nivel proteico
- Anticorpos intracelulares (intrabodies) e aptameros
2.2.3 — Geneterapia em desordens hereditérias
2.2.4 — Geneterapia em situagdes neoplasicas e de doengas infecciosas

3 — Bibliografia

(o)

11

11
13
17
21
23
24
26
28
34
38
39
41
41
42

44

44
48
52
53

53
55
55
55
55
55
56
56

57

58
58

59
61

63



| MANIPULACOES GENETICAS NOS ANIMAIS |

INTRODUCAO A BIOTECNOLOGIA ANIMAL “MODERNA”

Nota introdutoria

Este trabalho ndo se destina a especialistas em biotecnologia animal ou em manipulagdes geneticas dos
animais, pretendendo apenas ser um trabalho de divulgacao e vulgarizagdo destas matérias para médicos
veterinarios generalistas.

Assim toda a informac¢do nele contida resultou de uma consulta sinoptica e compilacdo de variadissimos
textos que se indicam tendo as sinteses por nos elaboradas das diversas fontes, sido ordenadas e seriadas
da forma que nos pareceu mais indicada para os fins em vista.

Na maioria dos sub-capitulos, apds a respectiva designacgdo, sdo referidas as fontes a partir das quais
foram feitas as sinopses, salientando-se depois ao longo do texto que lhe correspondem algumas citagdes
complementares de outras fontes utilizadas.
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Prefacio

Na definicdo de Biotecnologia os diciondarios cldssicos referem ser ela “a fusdo da Biologia com a
Tecnologia e consistir na aplicagdo de técnicas biologicas, envolvendo DNA recombinante, fusdo de
células e novas técnicas de bioprocessamento” ( Medical dictionary definitions).

Contudo processos biotecnoldgicos tinham sido utilizados desde tempos remotos da antiguidade como era o
caso da producdo de bebidas alcoolicas 6000 a.c. ou da panificagio e de outras bebidas fermentadas 2000 a.c.

Pode afirmar-se que a chamada biotecnologia “moderna” teve o seu inicio a partir da data em que Arthur
Kornberg em 1955 descobriu o complexo enzimadtico responsavel pela sintese biologica do DNA a que se
seguiram as novas técnicas de manipulagdo genetica como as do DNA recombinante e da fusdo celular.

A. Kornberg e S. Ochoa receberam o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia de 1959 por terem
descoberto os meios pelos quais as moléculas de DNA eram duplicadas e os meios para reconstruir este
processo de duplicagdo em tubos de ensaio.

Na pecudria a inseminagao artificial e a transferéncia de embrides tiveram o seu advento pouco antes do
“desenvolvimento da engenharia genética (alteracao directa do material genético) ou tecnologia do DNA
recombinante” a partir da década de 70 do século passado.

Através da biotecnologia animal moderna procura-se condicionar as propriedades hereditarias dos
animais vivos em ordem a tornd-los mais uteis e vantajosos dentro do contexto da sua criagdo, exploracao
e/ou utilizagao.

Isto decorre através da manipulagdo genética desses animais o que pode traduzir-se numa exaltagao,
modificacdo, supressdo ou inser¢ao do proprio material genético ou ainda pela modelagcdo da expressao
genética existente, através da regulagdo da indug@o ou do silenciamento dessa expressao.

A biotecnologia animal ¢ uma matéria transversal que nos cursos de Medicina Veterinaria ndo tem
aparecido individualmente num corpo de disciplinas, ao contrario do que sucede por exemplo com a
tecnologia dos produtos de origem animal.

Os conteudos transversais da biotecnologia animal passam no entanto pelas matérias de genética, biologia
molecular e celular, bioquimica, fisiologia, citologia, embriologia, obstetricia e reprodu¢do animal,
bioinformatica, etc, e tém profundas implicagdes em todas as aplicacdes da Medicina Veterinaria, através
de todas as suas patologias e consequentes terapéuticas e farmacologias,epidemiologias e saude publica
veterinaria, sem esquecer as matérias de zootécnia e melhoramento animal com o suporte da nutri¢do.

Embora se encontre ainda um pouco distante a manipulagdo genética ampla e rotineira dos animais,
muitissimos éxitos foram no entanto alcancados quanto a clonagem e transgenese em diferentes espécies
animais e com diversos objectivos, produtivos, terapéuticos, preventivos, correctivos, etc,etc.

Vislumbra-se num futuro ndo muito remoto que estas matérias assumirdo extraordindria importancia em
todo o mundo animal, a medida que se forem conhecendo técnicas e meios mais eficientes para a sua
caracterizacdo e manipulacdo. Tudo isto nos leva a encarar a biotecnologia animal como uma matéria
fundamental a introduzir nos cursos de gradua¢do em Medicina Veterindria .
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A medida que forem sendo desbravados, identificados e caracterizados, nos mapas genéticos das diversas
espécies animais, os factores estruturais e reguladores implicados nas diversas patologias, bem como os
condicionalismos epigenéticos que neles intervém e simultaneamente sejam descobertos e
disponibilizados meios para as intervencdes correspondentes desejaveis ou justificaveis, consoante os fins
em vista,estaremos no dealbar de uma nova era para o desempenho pleno e objectivo da medicina
veterindria molecular a todos os niveis.

Nao partiremos dos sintomas e do diagnostico diferencial para presumir, atingir ou corrigir as
presumiveis causas desses efeitos.

Saberemos em cada situagdo os desenhos moleculares identificados e a sua correspondéncia com os
padrdes normais (via informatica) e a partir das diferencas verificadas poderdo ser inferidas e prevenidas
quais as consequéncias correlativas que poderdo surgir, a curto ou a longo prazo, e melhor ainda, como
atacar a raiz do problema corrigindo as moléculas implicadas no desencadear dessa situagao.

Sera também a terapéutica individual instituida a medida da populacdo molecular e celular alterada
(qualitativa e quantitativamente).

Embora as biotecnologias disponiveis no momento presente sejam relativamente limitadas ndo temos
duvidas em afirmar que no futuro hd medida que elas forem sendo melhoradas e ampliadas dar-se-4 uma
revolu¢do muito profunda nos sectores da biologia aplicada, como ¢ o caso da medicina veterinaria, que
passard a ser desempenhada e estudada em moldes inteiramente novos.

Serd urgente pois ir acompanhando este sector da ciéncia em ordem a poder integra-lo dentro do contexto
tradicional das Ciéncias Veterinarias.

Justifica-se neste momento, plenamente, nos cursos de graduacdo em medicina veterinaria por esse
mundo fora, a introducdo a biotecnologia animal como uma disciplina com uma componente basica e
fortes aplicacdes depois nas areas das patologias e clinicas, da produ¢do e melhoramento animal e na area
da inspecc¢do sanitdria dos produtos animais e da satde publica veterindria.

No contexto da biotecnologia animal e da respectiva manipulagdo genética hd que considerar as técnicas
basicas para essa manipulacdo e a sua aplica¢do na transformagdo de células animais e de animais.

Nas técnicas bésicas utilizaveis nas manipulacdes genéticas nos animais, salientam-se o papel e
caracteristicas dos veiculos vectores para muitas manipulacdes genéticas, a electroforese em gel de
agarose para fraccionamento, isolamento e caracterizagdo do material genético trabalhado, assim como o
“blotting” desse material (DNA, RNA ou proteinas) e a hibrida¢ao de acidos nucleicos e/ou proteinas , e
ainda a PCR (polimerase com reac¢do em cadeia) para clonagem de material genético e obtengao de
quantidades trabalhaveis e analisdveis desse material.

As operacdes de corte ou jungdo do material genético(por ex: DNA) e os meios disponiveis para esse
efeito, tal como os tipos de vectores utilizdveis e as suas caracteristicas, s3o o pano de fundo em que
decorrem muitas dessas manipulagdes genéticas.

Torna-se depois necessario efectuar a manipulagdo genética propriamente dita no animal ou nas celulas
utilizadas para esse efeito, inclusive as técnicas de clonagem e/ou transgenese e os meios disponiveis para
confirmar a sua efectivagdo e caracterizagdo. Avultam em toda a linha as técnicas de isolamento, cultura e
seleccdo das células e tecidos.
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No conjunto de textos que vamos apresentar em duas fases [uma 1% fase (A) ja a seguir e uma 2 fase (B e
C) em vias de realizacdo e a apresentar futuramente] sob o lema “Introducdo a biotecnologia animal”,
abordaremos varios aspectos que passamos a referir:

1* Fase:

A- No contexto das manipulacdes genéticas operaveis

Manipulacdo genética de animais e alguns meios e formas dessa manipulagdo, com alguns exemplos
de obtencdo de animais para fins experimentais ou para efectivacdo de geneterapia.

Clonagem e transplantes nucleares (N.T.), factores condicionantes e exemplos e caracteristicas de
algumas clonagens.

Transgenese, “gene targeting” e transgenes, sua implementagdo nos animais, alguns aspectos
peculiares e espécies animais transgénicas.

2% Fase:

B- No contexto de alguns meios celulares animais utilizaveis em manipulacoes genéticas

Linhagens e linhas celulares animais, alguns aspectos bioldgicos importantes. Células estaminais e
celulas progenitoras. Diferenciacdo celular. Isolamento, identificac@o e plasticidade celular.

C- Como pano de fundo implicado nas manipulacoes genéticas nos animais

Cromatina, sua arquitectura e funcdo, dominios no nucleo celular, topologia, remodelacdo da
cromatina,e alguns factores epigenéticos do seu controlo.

Reprogramacao nuclear apos N.T., seus condicionalismos e caracteristicas.

A embriogénese nos animais, algumas caracteristicas das oogonias e do odcito, desenvolvimento dos
embrides e embriogénese nos mamiferos, aves e peixes. Marcadores de celulas embrionicas.
Diferenciacdo. Crescimento. Implantagdo. Metabolismo. Transcriptoma e proteoma dos embrides.
Rede reguladora dos genes no inicio do embrido.

No dealbar do século XXI e no contexto da cultura médico veterindria actual, a biotecnologia animal, a
manipulagdo genética, a clonagem e/ou transgenese dos animais pode configurar diversos aspectos tais
como:

Ser um meio para preservar espécies animais em perigo potencial de extingao.

Constituir uma ferramenta para nos animais domésticos inclusive das espécies pecudrias, conseguir
animais resistentes a determinados tipos de doengas ou animais com mais elevadas producdes de
carne, leite, ovos,faneros, etc ou de alcancar efectivos pecudrios com caracteristicas mais interessantes
de outra natureza e porventura mais proveitosas.

Levar certas espécies animais clonadas e transgénicas a producdo de produtos terapéuticos ou
alimentares de interesse nao s6 para seres humanos mas também para outros animais ou para outras
finalidades.

Utilizar algumas espécies animais como alfobres de celulas e tecidos compativeis com
xenotransplantes variados.

Construir linhas dentro de algumas espécies animais que possam servir como modelos de variadas
patologias e doencas humanas ou outras e como tal constituirem poderosos meios para avangos
médicos e biotecnologicos.
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- Nos animais de companhia pode admitir-se que a clonagem e a transgenese por ora ainda muito
incipiente possam permitir no futuro finalidades reprodutivas e terapéuticas que revolucionem as
tradicionais praticas médico veterinarias do mundo actual, desde o prolongamento afectivo das
pessoas por esses animais, como até uma pratica de eventuais clonagens terapéuticas a partir do
proprio doente que implicariam toda uma renovada actividade da clinica veterinaria assistente.

Estas matérias comecaram a ter bastante desenvolvimento nos ultimos tempos e justifica-se numa

perspectiva médico veterindria uma revisao e actualizagdo dos aspectos mais salientes de toda esta
panoramica.

10
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Manipulacées genéticas nos animais

1- Manipulacdes genéticas nos animais e alguns dos meios e formas dessas
manipulacoes

1.1 — Introducio

Apds a sequenciacdo completa do genoma de algumas espécies animais torna-se possivel, numa
perspectiva clinica, um exame genético mais preciso ndo sé para identificar desordens genéticas mas
também a susceptibilidade para uma série de diversas situagdes inclusive de doengas infecto-contagiosas
(Strachan, T& Read, AP-1999).

Além desta possivel identificacdo genética envolvida em diversos tipos de situagdes também comeca a ser
possivel melhorar os tratamentos passiveis de serem utilizados inclusive com o recurso a novas terapias.

A comparagdo e andlise da totalidade dos genomas permite estudos em larga escala da organizagdo e
evolucdo do DNA, assim como da expressdo dos genes neles compreendidos e das suas fungdes.
(Strachan, T & Read A.P., 1999).

A possivel comparagdo de uns genomas com outros genomas ¢ hoje acessivel através de meios
informaticos adequados, sendo possivel identificar a extensdo da semelhanca ou dissemelhanca de varios
aspectos dos genomas, ou identificar sequéncias presentes ou ausentes num ou noutro genoma.

E assim factivel, através desta gendmica comparativa, caracterizar as possiveis interrelagdes evolutivas
entre diversas espécies ao longo de milhdes ou milhares de anos, ou ainda identificar genes ou elementos
do DNA reguladores desses genes.

No que se refere 4 identificacdo de genes o despiste e rastreio electronico de base de dados EST pode
permitir identificar genes homologos biologicamente importantes entre as diversas especies animais
(Strachan T& Read, A.P.,1999).

No que se refere aos elementos reguladores nos genomas eucariotas a informagao ¢ escassa mas também
o rastreio nas bases de dados de sequéncias reguladoras conhecidas, através de programas de computacdo
adequados, pode ajudar a inspeccionar as novas sequéncias disponiveis, embora com uma eficiéncia
muito baixa.

Também o funcionamento dos genes, ou seja a forma como uma célula responde a um determinado sinal
ou estimulo proveniente do seu meio envolvente, pode ser monitorizado analisando ao mesmo tempo os
perfis de expressdo de cada gene. Hoje ¢ possivel por técnicas adequadas como por exemplo as de
“microarray” rastrear simultaneamente milhares de genes ou inclusivamente todos os seus produtos
(transcriptoma para o conjunto de todos os RNA transcriptos pela celula, e proteoma para o conjunto de
todas as proteinas/polipéptidos expressos pela célula). Hoje uma disciplina de grande impacto dentro da
proteomica ¢ o estudo das variagdes globais da expressdo das proteinas e das interac¢des proteinas-
proteinas entre si.

11
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O cerne de toda a biotecnologia animal passa pelas moléculas de DNA endogenas da célula (ou seja do
substrato a manipular ou transformar) ou do DNA exdgeno (o construido in vitro e veiculado através do
DNA dos vectores utilizados ou seja 0 DNA transformador).

Afigura-se neste contexto ser de extraordinaria importancia o conhecimento de algumas propriedades
dessas moléculas de DNA que intervém em todas as manipula¢des genéticas envolvidas.

Os papéis capitais de qualquer uma dessas moléculas de DNA sdo o de se replicar, antecedendo portanto
cada multiplicagdo celular, ou de serem transcritas em determinados locais ao longo da sua estrutura em
ordem a originarem a respectiva expressao, expressao essa muitas vezes condicionavel por diversissimos
factores inclusive epigenéticos.

Estes papéis capitais sdo especificos de cada tipo de molécula de DNA e podem ser relativamente
manipulados por operacdes biotecnoldgicas adequadas com objectivos determinados.

As moléculas de DNA para se multiplicarem devem ter uma origem para a replicagdo sendo por isso
chamadas essas sequéncias replicdes. No entanto fragmentos desse DNA que ndo sdo replicdes e na
auséncia de replica¢do diluem-se para fora das células hospedeira que as albergam. (Primrose, S,B.et alli,
2001).

No entanto mesmo que uma molécula de DNA possua uma origem para replicacdo, esta pode ndo
funcionar numa outra célula hospedeira diferente.

Se os fragmentos de DNA ndo se replicam, uma forma de resolver este problema pode ser o de os ligar a
replicdes adequados que sdo designados como vectores ou veiculos de clonagem, (Primrose, S.B. et all,
2001).

Os plasmideos por exemplo sdo replicoes que sdo estavelmente herdados num estado extracromossomal,
existindo a maioria deles, como moléculas de DNA circular em hélice dupla.

Os plasmideos possuem diferentes configuracdes estruturais podendo “enrolar-se” e “desenrolar-se” e
nem todos os plasmideos existem como moléculas circulares, havendo alguns lineares sendo necessario
nestes ultimos protegé-los nas suas extremidades para evitar a sua digestdo nucledsica.

O DNA linear ¢ degradado muito rapidamente nas células mamiferas e por isso vectores plasmideos
superenrolados de alta qualidade sdo utilizados. Cada DNA circular convalentemente fechado tende a
permanecer estavel apenas por 1-2 dias na maioria das células animais, mas isto ¢ suficiente para varios
ensaios de expressdo transitoria e ndo de expressao estavel. (Primrose, S.B. et all, 2001)

Os plasmideos codificam algumas das proteinas necessarias para a sua propria replicagdo, por vezes so
uma, utilizando como outras proteinas necessarias para a replicacdo, as do proprio hospedeiro.

Pequenos plasmideos e bacteriofagos sdo por si s replicdes e sdo pois vectores adequados, € a sua
manuten¢do ndo necessita da sua integracdo no genoma hospedeiro, podendo o seu DNA ser isolado
numa forma intacta. (Primrose, S.B. et ali, 2001)

Moléculas de DNA estranho (exdgeno) podem por engenharia genética ser inseridas numa molécula
vectora, originando tal combinagdo moléculas recombinantes artificiais. Este processo ¢ também
denominado de clonagem molecular ou clonagem de genes, dado que ¢ possivel obter uma linha de
organismos geneticamente idénticos, ampliando a molécula composta.

12
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No entanto a clonagem de um fragmento de DNA ex6geno ou DNA “target” num vector necessita que o0 DNA
vector possa ser purificado e cindido para o abrir, sendo o DNA exdgeno inserido na molécula do vector para
originar uma molécula recombinante artificial. Isto implica portanto métodos de cis@o e jun¢do das moléculas
de DNA enddgeno e exdgeno (o que significa a existéncia de sequéncias proprias para essas cisdes € unides)
que t€m que ser finamente controladas, sendo depois a molécula recombinante artificial construida inserida
para efeitos transformantes numa célula hospedeira adequada. (Primrose, S. B. et all, 2001)

Muitas vezes a clonagem de fragmentos de DNA nao ¢ conseguida com produtos resultantes da PCR, em
virtude das polimerases utilizadas possuirem uma actividade transferase terminal, havendo no entanto
metodologia para contornar esta situa¢do e conseguir ligar o fragmento da PCR com a molécula de DNA
vectora. (Primrose, S.B. et all, 2001)

1.2 -Manipulaciao genética dos animais
(Strachan,T&Read, A.P-1999)

Pode afirmar-se neste contexto que uma nova era comeg¢ou na investigagdo com animais, quando em
principios de 1980 se conseguiu pela primeira vez modificar genéticamente animais através da sua
inser¢ao com DNA exo6geno. (Strachan, T&Read, A.P-1999)

Estas novas metodologias permitiam estudar a expressao e o funcionamento dos genes animais através da
inser¢do de genes na totalidade do organismo do animal ou entdo promover a sua delecgdo
selectivamente ou ainda modificar simples genes previamente escolhidos.

Por outro lado através desta manipulagdo genética dos animais era possivel alterar mesmo um Unico gene
num animal vivo, em ordem a conseguir imitar mutacdes andlogas em genes correspondentes € que se
sabia ocorrerem em por ex: genes humanos, contribuindo assim para criar modelos animais experimentais
para estudar determinadas doengas.

Para alcancar em profundidade estas manipulagdes genéticas dos animais ¢ necessario modificar o DNA
inclusive das células das linhas germinativas em ordem a tornar os efeitos destas manipulagdes,
hereditarias.

Para isto o DNA estranho ou exdgeno, para construir um novo animal, deve ser introduzido em células
com capacidade para se diferenciarem e produzirem outras células inclusive das linhas germinativas.

E o caso dos 6ocitos fertilizados ou de células de embrides em estadios iniciais de formacgao, sobretudo
células estaminais embrionicas (ES) todas elas capazes de gerar células somaticas e células germinativas.

Na maioria dos animais, as células somaticas, e as células germinativas separam-se cedo nas primeiras
etapas de desenvolvimento dos embrides o que leva, para obter animais transformados na linha
germinativa, 4 introdu¢do do DNA exogeno em celulas totipotentes antes portanto do estadio de
desenvolvimento em que se formam as linhas celulares germinativas.

A introducdo de DNA estranho ou exdgeno nas células de um animal produz um animal transgénico,
sendo a molécula de DNA exdgeno o transgene que pode conter um ou mais genes diversos.

A introducdo de DNA exdgeno num o6ocito fertilizado ou numa célula de um embrido em inicio de

formacgao, pode originar pois um animal transgénico que pode ter capacidades para transmitir 4 sua linha
germinativa esse DNA exdgeno.(Strachan, T&Read, A.P-1999)

13
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Os transgenes na maioria dos casos integram-se nos cromossomas da célula hospedeira sem alterar a
expressao de qualquer gene enddgeno destas celulas, mas por vezes produzem alteragdes na expressao
dos genes enddgenos (mutagdo de inser¢dao) e como tal no fendtipo dos respectivos animais (efeitos de
posicao). (Strachan, T&Read, A.P-1999)

Na manipulagdo genética por gene “targeting” a mutacdo ¢ introduzida com precisdo num determinado
gene endogeno escolhido, podendo pois ser um método de mutagenese “in vitro”. Isto tanto pode ser feito
em células somaticas como em células estaminais embridnicas em cultura, sendo este ultimo caso, se
possivel, preferivel pois pode originar mais facilmente um animal construido que contém em todas as
suas células a mutacdo desejada e no locus respectivo. Infelizmente apenas a partir do ratinho e humanos
(recentemente foi assinalado também, duvidosamente em aves) se tem conseguido, por ora, obter células
estaminais embrionicas, passiveis de se replicar estavelmente duradouramente.

No entanto a partir de 1997, lan Wilmut e col., abriram novas perspectivas para a manipulagdo genética
de outros animais mamiferos. Passou assim a ser possivel nos mamiferos a transferéncia ou transplante de
um nucleo (N.T.) de uma célula somatica adulta derivada de uma linha celular estabelecida, para um
6ocito enucleado e as consequentes tecnologias de gene “targeting” ensaiadas criaram uma outra via
alternativa para a obtencao de animais transgénicos.

Os animais transgénicos assim obtidos como por exemplo ovinos e bovinos podem servir inclusivamente
como biorreactores fornecendo produtos medicamentosos valiosos.

Antes de 1997 a via que era habitual para obter animais transgénicos utilizava a injec¢do pronuclear de
transgenes. Contudo a eficdcia desta metodologia ¢ muito pequena, em relagdo 4 clonagem por N.T.,
obtidas tendo como células dadoras de nucleo, células fetais contendo o transgene.

Na transgenese o0 DNA exdgeno pode ser transferido para células totipotentes ou pluripotentes de células
embriodnicas (oocitos fertilizados ou células de embrides em inicio de formagdo, ou células estaminais
embridnicas em cultura) sendo depois esse DNA exdgeno transferido para os cromossomas da célula
hospedeira. Aqui esse DNA exodgeno pode ser integrado nos cromossomas do ooécito fertilizado
originando um animal com todas as suas celulas, inclusive as da linha germinativa, contendo o transgene,
ou entdo a integragdo do DNA exdgeno nos cromossomas ocorre mais tarde, num estadio pds-zigotico e
nestas circunstancias forma-se um animal “mosaico” em que apenas algumas células contém o transgene.
(Strachan, T&Read, A.P-1999)

Se o transgene se encontrar em linhas de células germinativas podem passar 4 descendéncia.

A técnica outrora utilizada de injec¢do pronuclear do transgene em ratinho, envolvia a necessidade de ter
as fémeas superovuladas, copuladas por machos férteis, fémeas essas sacrificadas no dia seguinte ao
coito. Os oocitos assim fertilizados eram recolhidos e depois o transgene injectado com dispositivo
especial, no pronucleo masculino de um odcito e reimplantado este no oviduto de uma fémea de aluguer
onde se desenvolvia até ao seu termo. (Strachan, T&Read, A.P-1999)

O transgene microinjectado integra-se ao acaso nos cromossomas do odcito, apenas num local (embora
por vezes se integre em dois locais), integrando-se diversas copias do transgene nesse local, na forma de
concatameros (cabe¢a de uma molécula ligando-se com a cauda de outra molécula) podendo encontrar-se
50 ou mais copias do transgéne em cada local de inser¢do nos cromossomas do odcito.(Strachan,
T&Read, A.P-1999)
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A injeccdo de transgenes em odcitos fertilizados € um processo dificil de executar e ndo permite
manipulagdes genéticas sofisticadas.

Para este efeito e no caso do ratinho, uma técnica preferivel ¢ a transferéncia do transgene para células
estaminais embrionicas em cultura “in vitro” ( que ret€ém a sua potencialidade para gerar todos os tecidos
do ratinho inclusive células da linha germinativa) e estas depois injectadas num blastocisto hospedeiro a
reimplantar numa ratinha pseudogravida.

Nestas ultimas circunstancias o embrido gerado ¢ uma quimera pois contem células das células estaminais
embridnicas que foram injectadas com o transgene, e células do blastocisto em que aquelas foram
injectadas.

Nos animais assim gerados ¢ depois possivel com cruzamentos adequados obter ratinhos plenamente
transgénicos.

As células estaminais embridnicas do ratinho tém a vantagem de crescerem francamente em cultura
podendo operar-se durante esta uma série de manipulagdes genéticas e controlé-las antes de as injectar
nos blastocistos hospedeiros e antes de reimplantar estes nos animais onde se irdo desenvolver até ao seu
termo.

A presenga do gene desejado pode ser assinalada e confirmada por exemplo pelo ensaio PCR “assay” e
pela presenca de um marcador introduzido durante a constru¢ado do DNA exdgeno.

As células estaminais embrionicas tém ainda capacidade para permitir o gene “targeting” por
recombinac¢do homologa (vide adiante) com a modificacdo de um unico gene prédeterminado.

Como ja referimos desde 1980 que se tém obtido linhas celulares estaveis de células estaminais
embrionicas de ratinho, mas ndo de outras espécies mamiferas.

Na clonagem dos animais a expressao clone, recorda-se, indica identidade genética. A tecnologia da
transferéncia de nucleo (N.T.) foi primeiramente utilizada para a clonagem de embrides na qual a célula
dadora de nucleo podia provir de animais mais produtivos, ou por exemplo de cavalos de corrida
premiados, animais de companhia muito estimados ou de espécies de animais em vias de extingao.

Prevé-se que as melhorias tecnologicas para clonagem de animais permitam num futuro préximo, ir muito
mais além neste campo, como por exemplo na obten¢do de animais transcromossdémicos. Cromossomas
artificiais de mamiferos tém sido produzidos, com capacidade para transferir centenas e possivelmente
milhares de genes para animais transgenicos, podendo isto ser feito com a tecnologia de transferéncia de
nucleos mais do que com a utilizagdo de células estaminais embrionicas.

Recentemente tem sido possivel realizar a transferéncia de cromossomas completos ou fragmentos de
cromossomas para células estaminais embrionicas. (Strachan, T&Read, A.P-1999)

Estd descrito por Tomizuka e col. (Strachan, T&Read, A.P-1999) em 1997 a transferéncia de
cromossomas humanos ou seus fragmentos obtidos de fibroblastos normais, para celulas estaminais
embriodnicas de ratinho, originando ratinhos transcromossémicos quiméricos podendo ser transmitidos
pela linha germinativa esses cromossomas.

Da-se seguidamente Figura 1 um exemplo da estratégia, em varias etapas, a utilizar para construcdo de
ratinhos geneticamente modificados por gene “targeting”. (Van DerWeyden et ali, 2002)
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Figura 1

Defini¢ao de objectivo a alcangar
(alvo a atingir e suas caracteristicas e
finalidades)

b

Construgao de um vector para alvejar (targeting)
determinado gene endogeno (alvo) contendo o vector cassete de selec¢ao
e sequéncias de homologia com o alvo
e outras sequéncias desejadas

1
Sua electroporagdo em células

estaminais embridnicas (ES)

[

Cultura de células ES e isolamento
de colonias em fungao dos
marcadores utilizados

l

Identificac¢do dos clones ES
com a modificagdo pretendida
(identificag¢do por exemplo por

Southern blot ou por PCR)

J

Inoculagdo de celulas ES identificadas
em blastocisto

|

Implantacao dos embrides gerados
em uteros recipientes

l

Identificacdo de quaisquer
quimeras

ﬂ

Produgao de descendéncia
com a modificagdo introduzida
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1.3-Construcao em geral de vectores com DNA exogeno
(Brown, T.A., 2001)

Referimos seguidamente de Brown, T.A., 2001, algumas defini¢des importantes neste contexto.
“Um vector ¢ um veiculo ou seja uma molécula de DNA tendo inserido um gene destinado a construir
uma molécula de DNA recombinante, e capaz de se replicar num organismo hospedeiro.”

A “clonagem de genes consiste na inser¢do de um fragmento de DNA portador de um gene, num vector
de clonagem e depois a propagacdo dessa molécula de DNA recombinante num hospedeiro adequado. No
entanto a clonagem de genes também pode ser alcancada sem a utilizacdo de vectores de clonagem como
sucede, por exemplo, na transferéncia directa de genes.”

Os vectores para “targeting”sdo construidos contendo cassetes para selec¢do e sequéncias de homologia
com o locus alvo, sendo depois linearizados antes da sua transferéncia ou da electroporacdo para células
hospedeiras adequadas.

A “ homologia entre dois genes de diferentes organismos provenientes da evolugdo de um mesmo gene
ancestral, tém habitualmente uma sequéncia suficientemente similar para poderem hibridizar entre si.”

Uma “cassete ¢ uma sequéncia de DNA, para ser inserida num hospedeiro eucariota, contendo um
promotor — um local de restricdo Gnico — ¢ uma sequéncia para poliadenilacdo sendo essa cassete
transportada para certos tipos de vectores de expressdao. Um gene exdgeno inserido no local de restri¢ao
unica da cassete do vector fica sob o controlo do sinais da expressdo.”(Brown, T.A., 2001)

Na constru¢do de qualquer DNA exo6geno para introduzir numa celula animal ha que atender a diversas
circunstancias tais como o que se pretende com a introducdo do DNA exodgeno através de vector
adequado. Pretende-se inactivar um gene, corrigir a sua expressao ou aumenta-la, inserir um gene novo,
emendar uma mutagdo, tratar uma situagdo patoldgica?, etc.

Tratando-se de manipular um determinado gene quais sdo as suas caracteristicas estruturais, a sua
localizagdo, funcionamento, regulagdo, etc?

A estratégia subsequente para a construgdo do DNA exogeno, sera fungdo, portanto, dos objectivos da sua
inser¢do nas celulas animais, o tipo de células que se utilizardo para este efeito, os meios a utilizar para a
sua penetragdo nelas, a eficiéncia destas tecnologias, os métodos para a sua detec¢do, isolamento e cultura
das células que integraram a constru¢do exogena, etc.

S6 depois de tudo isto se desenharéd quais as sequéncias que a construcdo deve conter e a sua ordenagao
dentro do vector. Terdo que haver na maior parte dos casos sequéncias homoélogas entre o vector
construido e o gene enddgeno, para permitir a recombina¢cdo homologa, elementos reguladores activos,
marcadores de diversos tipos positivos e/ou negativos e a sequéncia correspondente ao gene desejado.

Desenho de vectores para gene “targeting”
( Van der Weyden, et all., 2002)

Este tipo de vectores sdo vectores plasmideos especializados que promovem a recombina¢do homoéloga
(vide adiante) quando introduzidos em células adequadas. Para isto ¢ necessario a inclusdo de uma regido
homologa ou seja uma regido que ¢ homologa do gene alvo “target”, permitindo que o vector alvejante
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sinapse com 0 DNA enddgeno. O tamanho da regido homologa e a taxa de sequéncias idénticas sdo
importantes para a eficiéncia deste gene “targeting”.

A recombinagdo ¢ também mais eficiente se o vector for linearizado antes da transfeccgao.

Estas metodologias sdo utilizadas para romper loci endégenos originando alelos nulos (gene knockout),
podendo utilizar-se vectores de inser¢ao ou vectores de substituicdo (vide adiante).

Os vectores de inser¢do sdo linearizados dentro da regido homologa, levando 4 inser¢ao de todo o vector
no interior do locus alvo (target) o que leva a uma duplicagdo das sequéncias adjacentes ao marcador
“selectable”, podendo esta duplicacdo de sequéncias alvo levar a uma subsequente recombinagao
homologa que restaura o genotipo inicial.

Nos vectores de substituicao a regido de homologia ¢ colinear com o alvo. O vector ¢ linearizado fora da
regido de homologia antes da transfeccdo o que origina que o DNA endogeno ¢ substituido pelo DNA
exogeno, inserindo apenas as sequéncias compreendidas entre as regides homologas e ndo o resto da
estrutura do vector, podendo mesmo a regido de homologia ser interrompida.

Os vectores de substitucdo sdo os mais utilizados para “knockouts”.(Quadro 1 ¢ 2 )

Quadro 1

Sequéncias a considerar no desenho de vectores de substituicdo
(Van der Weyden, et all., 2001)

- Podem conter genes marcadores para selec¢ao positiva das células

- Podem conter genes marcadores para selec¢ao positiva — negativa das células(Quadro 3)

- Podem conter genes marcadores para metodologias “hit e run” ou induziveis Cre-Lox P, ou
outras.

- Deve conter o gene pretendido e desenhado (a sequéncia de substituicao)

- Deve incluir um sinal para poliadenilagao (Poly A)

Quadro 2

Aspectos importantes a atender no desenhodos vectores de substituicao
(Van der Weyden, et all., 2001)

- O tamanho das zonas de homologia de um lado e do outro do locus a alvejar, deve ter ~5-10 Kb.
- A fonte do vector ¢ importante (de preferéncia deve ser isogénica)

- Os clones devem ser rastreados por hibridiza¢ao, Southern e PCR.

- Utilizar sondas fora dos bragos de homologia se isso interessar

- E importante remover os marcadores utilizados

- O tamanho da construgao deve ser de cerca de 20Kb

No caso dos ratinhos ¢ conhecido que a integracdo de vectores apenas ocorre em 10 a 40% dos animais,
sendo a maior taxa de integracdo a observada na etapa de uma célula apenas, situacdo em que todas as
células derivadas desta conterdo o transgene. Em 20 a 30% dos casos a integra¢do pode ocorrer em etapas
mais avangadas, originando mosaicismo.
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Nas constru¢des de DNA para obter a expressdo maximizada dos transgenes em células animais devem
observar-se aos seguintes principios (vide figura 2 seguinte) (Van der Weyden, et all., 2001 e Primrose,
S.B. et ali, 2001Box 10.2)

A — Utilizar promotores constitutivos, fortes, se possivel que funcionem em diversos tipos de células.

B — Incluir um intrao heterélogo que inclua elementos reguladores essenciais que favorecam a expressao
nas células animais.

C — Utilizar transgenes genomicos grandes que incluam intrdes e grandes quantidades de sequéncias
flanqueadoras do gene, assim como varios favorecedores (enhancers), elementos reguladores e isoladores
para proteger o transgene de efeitos de posi¢ao.

D — Utilizar transgenes que actuem dominantemente.

E — Utilizar a integra¢do em local especifico, ou seja num locus conhecido por ndo promover efeitos de
posicao negativos. O sistema Cre/Lox P (vide adiante) tem sido utilizado nas células mamiferas com esta
finalidade.

F — Incluir um sinal de poliadenilacdo. Este sinal (terminador) nos genes encariotas gera uma determinada
e definida terminagdo 3' no respectivo m RNA, terminagdo esta necessaria para a exportagdo do m RNA
para o citoplasma.

G — Remover as sequéncias ndo traduzidas desnecessarias de varios comprimentos em 5' e 3' para
maximizar a expressao da construcao.

H — Optimizar o transgene para efeito de tradugdo através do coddo ou coddes optimizados (o melhor
coddo para a expressdao de um dado acido aminado) para a expressao do transgene nesse hospedeiro.

I — Incorporacdo de um sinal alvo que assegure que o produto da expressao do transgene seja conduzido
para o compartimento subcelular correcto para ai ser apropriadamente modificado, mesmo com a
utilizacdo de péptidos sinal heterdlogos.

Figura 2

Expressio de genes exdgenos
Bases da construcao de um vector transgene

1 2 3 4
I-Promotor  2-Intrdo 3-Transgene 4-Poly A
Legenda da Figura 2

1 — Promotor
Para conduzir especificamente a expressdo do gene em relacdo a uma dada célula, tecido ou
momento em que deve ser expresso.
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2 — Intrdo
Por vezes fornecem elementos reguladores essenciais

3 — Transgene
Expressando o DNA para o gene que interessa com ou sem mutacdes ou contendo sequéncias de outro

organismo, etc.

4 —Poly A
Para exportacdo, do produto expresso, para o citoplasma.

Quadro 3
Marcadores frequentemente
utilizados na construcdo de vectores
para gene “targeting”(Van der Weyden, et all., 2002)

Cassete de seleccido Gene Selecgdo Produto quimico no meio de
cultura para seleccio
- Blasticina S deaminase bsr + - blastocidina S
- Fragmento da toxina A DTA - - ndo sao necessarios
da difteria
- Timidina cinase de virus HSVTK - - Ganciclovir, Fiau

Herpes simplex

- Higromicina B, hpp + - Hygromicina B
fosfotransferase

- Neomicina fosfotransferase neo + - Neomicina sulfato (G418)

- Puromicina — N- puro + - Puromicina

acetiltransferase

- Fusdo de puromicina-N- pu A tk +/- - Puromicina/ganciclovir, Fiau
acetiltransferase- Timidina

cinase

- Xantina/guanina fosforibosil gpt +/- Acido micofendlico/6 tioxantina
transferase

Fiau=1 (1,2 — deoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracil

Legenda do Quadro anterior

Os marcadores de selec¢do positiva (+) servem para isolar as raras células que integraram o vector
’ 4
construido (cerca de 1 em 10” células tratadas).
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Os marcadores negativos (-) eliminam diversas subpopulacdes celulares das células transfectadas.

Nos vectores construidos estes marcadores estao associados com alelos contendo promotores e
favorecedores (enhancers) podendo portanto estes interferir com outros genes ligados ao locus o que leva
a necessidade da remogao rotineira dos marcadores introduzidos, por meios adequados (como pode ser a
recombinac¢do homologa ou a utilizacdo de recombinases especificas do local). (Van der Weyden, et all.,
2002)

1.4 - Metodos para transferir genes para células animais em cultura
(Stratchan, T & Read, A.P., 1999)

Encontram-se disponiveis diversas técnicas para introduzir DNA em diferentes tipos de celulas animais
em culturas, para efeitos de estudar o seu funcionamento e a consequente regulagdo dos genes, ou para
produzir quantidades substanciais de proteinas recombinantes. Este ultimo facto, a obten¢ao de proteinas
recombinantes representa uma vantagem das células animais em relagdo 4s bactérias e fungos, uma vez
que as células animais operam modificagdes pos-tradugdo nos produtos de expressao desses genes ao
contrario das bactérias e fungos. (Primrose, S.B. et all., 2001)

A introducdo de DNA em celulas animais “in vivo” tém sido ensaiada também para efeitos de
geneterapia.

Os diversos tipos de vectores utilizaveis para transferir genes para as células animais, dependem dos tipos
de linhas celulares a utilizar, originarias de mamiferos ou de insecto (por ex: neste ultimo caso sdo
utilizados sistemas de expressao com baculovirus).

Apesar das vantagens dos vectores virais, como meios de transferéncia de factores terapéuticos para
celulas animais, problemas relacionados com a sua seguranga e inocuidade, apontam para a necessidade

de melhorar outras metodologias ndo virais para esse efeito.

Ao contrario do que sucede nas plantas, a maioria das células animais ndo sdo utilizdveis para produzir
animais transgénicos, sendo as celulas estaminais embridnicas do ratinho uma das excepgdes.

A transferéncia de genes para celulas animais pode ser feita essencialmente por dois tipos de processos
.(Primrose, S.B. et all., 2001)

A- Por transforma¢do mediada pelo DNA, por exemplo por métodos de transfec¢do quimica,
electroporag@o ou por métodos de transferéncia directa em que a transformagdo pode ser feita com DNA
ndo replicante ou entdo a transformagao pode ser alcangada com vectores replicdes.

B- Por transducao viral

As vias mais frequentemente utilizadas para a transferéncia de genes para as células animais sao:

1° — A transferéncia directa do DNA, por exemplo por meios fisicos como a microinjec¢cdo ou o
bombardeamento nas plantas.

2° — A transfec¢do com a tomada do DNA do meio envolvente por meios quimicos (Liposomas por ex:)
ou por meios fisicos (electroporagdo por exemplo).
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3°— A coloca¢do do DNA num invélucro de um virus animal, que o transmite 4s células.

A transferéncia de genes por transdug¢do viral para células animais embora muito eficiente (o transgene ¢
incorporado dentro da particula viral) tem os inconvenientes ja referidos. Esta transdu¢@o ou transferéncia
de genes feita através de virus de DNA como ¢ o caso do SV40, adenovirus, etc e virus RNA como ¢ o
caso dos retrovirus, embora eficientes, a producdo de virus recombinantes ¢ morosa e implica
regulamentos e a satisfacdo da bio-inocuidade e exigindo condi¢des laboratoriais muito proprias.

A transfec¢do baseada em duas estratégias, ndo virais, tem uma eficiéncia muito varidvel consoante o tipo
de células receptoras, havendo as metodologias que utilizam moléculas transportadoras (métodos
quimicos) e metodologias que veiculam os acidos nucleicos directamente para o citoplasma receptor
(métodos fisicos).

Nos métodos quimicos com a ajuda de moléculas transportadoras, como o fosfato de calcio e a DEAE —
dextrana formam-se com o DNA exo6geno co-precipitados a superficie das células alvo o que aumenta a
eficiéncia da transfecgao.

Também Lipossomas artificiais a que o DNA exogeno se liga formando vesiculas, fundem-se com a
plasma membrana das células alvo (lipofec¢do) e permitem a penetracdo desse DNA exdgeno no interior
das células.

O transporte de DNA exdgeno ajudado pelo fosfato de calcio ¢ muito dependente do pH e ndo ¢ eficiente
em muitos tipos de células, podendo ser muito toxico até, para celulas em culturas primarias.

Os lipidos catidénicos dos lipossomas tém tido maior sucesso sendo mais eficientes, podendo fazer a
transfeccdo de DNA, RNA e oligonucleotidos.

Hoje estdo comercializados reagentes para transfeccdo que associam lipidos e outros reagentes e que
actuam com muito maior eficiéncia, em mais de 600 tipos de células inclusive em células em culturas
primarias.

Nas metodologias para a transfecc¢ao directa dos acidos nucleicos exdgenos incluem-se a electroporacao,
o bombardeamento com &cidos nucleicos revestidos com particulas transportadoras (gene com tiro) e a
microinjeccdo. A electroporagdo ¢ um método muito utilizado e baseia-se num choque eléctrico que
despolariza temporariamente a membrana das células alvo, permitindo assim a passagem de grandes
moléculas de DNA exo6geno. No entanto o equipamento necessdrio para o efeito € caro e pode
desencadear efeitos citotoxicos.

O DNA exodgeno transferido para células animais ¢ primeiramente introduzido na célula (fase de
transfeccao) e numa segunda etapa ¢ incorporado no genoma da célula (fase de integracdo). A primeira
fase ¢ muito mais eficiente que a segunda fase, o que significa que muito do DNA transfectado nunca sera
integrado no genoma celular, sendo portanto muito desse DNA exogeno (desde que ndo contenha em si
origens de replicagdo) mantido no nicleo num estado extracromossal, subsistindo por pouco tempo, antes
de ser diluido e degradado, o que representa uma transformagao transitoria.

No entanto, uma pequena populacdo das celulas transfectadas com esse DNA exdgeno, integra este DNA
no respectivo genoma originando uma transformacao estavel, que leva a formagdo de uma linha celular

que veicula e expressa o transgene (DNA exo6geno).

Esta pequena populagdo celular com o transgene ¢ identificada e isolavel através de marcadores
incorporados e selec¢ao correspondente.
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A transformacao estavel ¢ necessaria para experiéncias de longa duragdo ou para a producao de produtos
da sua expressao a longo prazo.

A transformacao transitoria ¢ suficiente para determinar por exemplo a eficiéncia de certos promotores

incorporados na transgene.

1.5 - Alsuns métodos para realizar gene “targeting”
(Primrose, S.B. et all., 2001, Strachan, T&Read, A.P-1999, 21.3 Van der Weyden, et all., 2002)

As células estaminais embridnicas (ES) do ratinho, tal como algumas células somaticas e outras de
diversas espécies animais permitem o gene “targeting” e o gene “trapping’.

O gene “targeting” (utilizando a recombinagdo homologa para alterar genes endogenos especificos) € o
melhor meio para controlar a producdo de mutagdes.

O gene “Trapping” ¢ um sistema de mutacdo com marcadores moleculares que permitem evidenciar os
genes mutados.

As construgdes para obter o gene “trapping” sdo vectores para mutagdes por insercdo, adaptados para
fornecerem informacdo acerca da regido genomica onde se integram. Tais vectores contém um gene
assinalante cuja expressdo ¢ activada por elementos reguladores do DNA envolvente.

No caso do gene “targeting” por recombina¢do homologa podem obter-se animais com uma mutagdo num
gene preciso dentro de uma célula intacta. Esta muta¢do pode originar a inactivacdo da expressdo desse
determinado gene (mutacdo knockout) ou a alteracdo dessa expressdo, ou ainda pode corrigir uma
mutacao patogénica restaurando o fendtipo normal.

No gene “targeting” a mutagdo ¢ introduzida através da recombinacdo homologa. Para isso o gene
exogeno ou fragmento de gene, clonado, com uma sequéncia intimamente relacionada com a do gene alvo
endogeno, ¢ transfectado para células apropriadas e em algumas destas ocorre uma recombinagdo
homologa (vide adiante) entre o gene exdgeno ou seu fragmento, e o gene endogeno homologo situado na
célula transfectada. Isto tem sido alcangado em células ES de ratinho e também em células somaticas
mamiferas como por ex: mioblastos, fibroblastos, etc.

Uma vez alcancada essa recombina¢do homdloga as células onde ela ocorreu podem ser injectadas em
blastocistos de maes de aluguer e assim alcancar-se a mutacdo do gene desejado em todas as células
nucleadas.

A recombinacdo homoéloga ocorre raramente nas populagdes de células mamiferas em culturas, mas ¢
tanto maior quanto mais elevada for a homologia das sequéncias do gene exdgeno transfectado com as do

gene endogeno homologo alvo.

No caso dos ratinhos sabe-se que o gene exdgeno clonado a ser transfectado deve de preferéncia ser
isogénico (derivado da mesma estirpe do ratinho que fornece as células ES).

Para ajudar a identificagdo das células em que ocorreu a recombinacdo homodloga, deve o gene exdgeno
conter um gene marcador que permite a selec¢do das células positivas.
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A transferéncia desta constru¢do contendo o gene exdgeno ou seu fragmento para as células apropriadas
pode ser feita por exemplo por electroporacao podendo, no gene “targeting” por recombinagdo homologa,
ser utilizados vectores de inser¢do e vectores de substituicao.

Vectores de Inserciao
(Strachan, T & Read, A.P-1999)

Os vectores de inser¢do alvejam o locus que contem o gene endogeno de interesse, através de uma Unica
recombinagdo, o que leva a insercao da totalidade da construcdo do gene exdgeno, inclusive a propria
sequéncia do vector, acabando por originar uma mutagao por knockout.(Figura 3)

Figura 3
Vector de Insercao
. 5 b z d| .. gene cromossomal [( adaptado de Fig 21.4 in
endogeno Strachan, T&Read, A.P-1999)]

dentro da regido homologa

X
[c] vector do gene exdgeno
com ponto de lineariza¢ao
[}
M
M

. P — .E .. gene endogeno mais 0 gene exogeno

Na figura o vector ¢ cindido num unico ponto dentro da sequéncia idéntica ou muito parecida com o gene
cromossomal enddgeno. A recombinagdo homologa em X integrou a totalidade do vector contendo o
DNA exdgeno e o marcador M, no DNA cromossomal enddgeno.

No esquema da figura 4 seguinte no processo de gene “targeting” Hit-and-run, o vector de inser¢ao
permite a inclusdo de pequenas mutagdes dentro do genoma (Van der Weyden, et all., 2002).
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Figura 4
Processo de gene targeting hit- and- run
(adaptado de in Van der Weiden L.er alli; 2002)

vector de tipo de insercao linearizada

— '/ /= Locus alvo

Recombinacdao homologa detectada
por selecgdo positiva

5" duplicado 3" duplicado

T
O//l—r_._l_l— m,f E t : — '//:'

Recombinagao intracromossomal
detectada por selec¢ao negativa

O//I—I_.—|_|—|—|//:|

locus gendémica modificada

Legenda

Nestas duas etapas, o vector de inser¢cao contem sequéncias homoélogas @m ) do gene alvo (mm) sequéncias
essas no vector com uma pequena modificagio mutacdo @ ), contendo também marcadores positivo (+])
e negativo (| |)fora da regido de homologia, enquanto a mutagdo esta dentro da regidgo de homologia.

Na 1? etapa da recombinacdo homologa gera-se uma duplicacdo do gene alvo (através da insercao do

vector) seguida pela excisdo da duplicagdo via uma segunda recombinag¢do homoéloga entre as sequéncias
homologas duplicadas.
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Vectores de substituicao
(Strachan, T&Read, A.P-1999)

Os vectores de substituicdo substituem alguma sequéncia do gene endogeno cromossomal por uma
sequéncia de DNA exdgeno mas através de uma recombinacdo homodloga reciproca dupla ou por
conversao de gene podendo assim inactivar o gene enddgeno, ou corrigir uma mutagdo patogénica.
(Figura 5)

Figura 5

Vector de substitui¢do
(adaptado de fig 21.4 in Strachan, T & Read, A.P. 1999 )

- la_b ¢ d ef] .. gene cromossomal endogeno

X X
Vector do gene exdgeno com
ponto de linearizagdo fora

J das regides homologas

. .. gene endogeno e exdgeno

Uma dupla recombinagdo dos genes em X e X, ou seja, a conversdo dos genes, origina a substitui¢ao das
sequéncias internas ¢ e d dentro do gene cromossomal endogeno pelas sequéncias homdlogas ¢ e d do
vector inclusive o marcador M.

O vector foi cortado num tnico local fora da sequéncia homologa:
Qualquer das metodologias antes referidas, com vectores de inser¢do e vectores de substituicdo permitem
a introducdo de quantidades substanciais de sequéncias exdgenas de DNA dentro de genes enddgenos.

Mas em certas circunstancias pretende-se mutacao mais simples, como por exemplo uma mudanga num
simples codao. Para esta ultima situacdo técnicas de recombina¢do em duas etapas podem permitir
modificagdes genéticas sem introduzir nas células e nos animais resultantes, sequéncias estranhas, ndo
podendo pois neste caso intituld-los como transgénicos. (Strachan, T&Read, A.P-1999). (Figura 6)
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Figura 6
Gene targeting com dupla substituicdo para
introduzir uma mutac¢éo subtil
(adaptado de fig. 21.5 in Strachan, T & Read, A.P., 1999)

exdo intrdo 7 exdo intrdo 8  exdo intrdo
| 7 8 9 | DNA endo6geno com os
L L - exoes 7,8 € 9 e introes
7, 8, etc.
X X

1) V4 . vector knockout com um marcador

positivo Ma flanqueado por
sequéncias 1 e 2 homdlogas
respectivamente do intrdo 7 ¢ 8, e
possuindo um segundo marcador T( por
exemplo do gene da timidina-cinase)
ﬂ fora da regiao homologa.

|
)

X @ X
2) 8 | (por ex: substitui¢do de um tnico
| nucleétido)
Vector com a alteracdo @ apenas
no exao 8
g ]
7 8 9

A conversdao do gene endogeno, ou seja a dupla crossover XX dentro das regides nos intrdes
flanqueadores do coddo 8 a modificar, substitui o coddo 8 pelo gene marcador Ma que permitird fazer a
seleccdo das células em que ocorreu essa situacao.

A seleccdo das células em que ocorreu essa integracao ¢ feita pelo sistema positivo-negativo, a selec¢do
na 1* etapa de substituicao escolhe portanto as células Ma+e T-.

As células que efectuam integragdes ao acaso do vector conterdo o gene marcador T e podem ser mortas
com um anélogo adequado (por exemplo, analogo da Timina) no meio de cultura de células.

Na 2% etapa de substitui¢do ¢ introduzido por um vector o exdo 8 modificado com uma mutag¢ao pontual

num Unico nucleotideo (verde na figura) que vai substituir o gene Ma e que pode ser seleccionado nas
culturas que o integram como células negativas para este marcador ou seja Ma-.
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No caso dos ratinhos o gene “targeting” tem sido muito utilizado para produzir nesses animais, modelos
artificiais de diversas doengas humanas.

Estdo a ser comercializados por algumas empresas do sector, mais de 2000 modelos diversos destes
ratinhos knockout, que necessitam no entanto de sistemas de manuten¢do e manipulagdo muito
especializados.

Contudo em certas circunstancias podem ser utilizados outros processos de knockout como ¢ o caso da
técnica do knock-in em que o transgene utilizado para promover o knockout de um gene alvo endégeno ¢
ele proprio construido para ser expresso sob o controlo de elementos cis-actuantes do gene Knockout.

Recombinacio sitio-especifica(ou especifica de um local)
(Primrose, S.B. et all., 2001, chap 13)

A recombinagdo sitio-especifica amplia o poder ou capacidade do gene “targeting” e difere da
recombina¢do homologa.

A recombina¢do homoéloga ¢ um processo ubiquo baseado nas enzimas recombinantes endogenas que
estdo presentes em cada célula, enquanto sistemas de recombinagdo sitio-especificos sdo muito
especializados e sdo diferentes encontrando-se, contudo, em diferentes organismos e podendo ser
inseridos em diversas células.

A recombinacdo homdloga ocorre entre sequéncias de DNA com longas regides de homologia, mas sem
qualquer sequéncia especifica particular, enquanto a recombinagdo sitio-especifico ocorre em sitios
curtos, e de reconhecimento especifico, o que significa que os sitios alvo para a recombinagdo sitio-
especifica podem ser introduzidos facilmente e sem obstru¢cdo, em transgenes, mas a recombinacao
apenas ocorrera numa célula heterologa se for também fornecida uma recombinase.

Ha uma série de sistemas de diferentes recombinagdes sitio-especificas, sendo uma das mais utilizadas a
que envolve a Cre recombinase.

Gene “targeting” utilizando o sistema de recombinacao
Cre-Lox P para inactivar um gene apenas num determinado
tipo de célula e¢/ou tecido ou num determinado momento
(Primrose, S.B. et all., 2001, chap 13)

A funcdo natural da recombinase Cre (causus recombination) ¢ promover a recombinagdo entre duas
sequéncias Lox P que se encontrem na mesma orientagdo numa molécula de DNA.

A sequéncia Lox P consiste de 34 bp e compreende duas repeti¢des invertidas de 13 bp separadas por um
espacador central assimétrico de 8 bp (vide figura 7 seguinte) e que lhe confere orientagao.
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Figura 7
Estrutura da sequéncia Lox P

[AIRACTCTATR > ——— ke |
GCATACAT

(adaptado da Fig.21.7 in Strachan, T & Read, A.D., 1999)
Certos genes sdo indispensaveis para o desenvolvimento inicial dos embrides e dos animais e o0 seu
simples knockout muito precoce pode desencadear a morte em etapas iniciais da vida do embrido.
Atendendo a esta realidade foram desenvolvidos métodos para apenas inactivar a expressdo de genes
alvo, em determinadas células dos animais. O animal nestas circunstancias pode sobreviver e o resultado
do knockout pode ser estudado no tecido ou tipo celular que interessa.

Um método geral para este efeito ¢ abordado seguidamente.(Figura 8)

Figura 8
Gene targeting por inactivacdo de um gene num tipo de celula
escolhida, pelo sistema de recombinacdo Cre-LoxP
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X X
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LoxP LoxP A LoxP

2) —EW:
I I

I
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A
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III R

4) Seleccgao das células ES do tipo I

5)

(adaptado da Fig. 21.8 in Strachan, T & Read, A. P., 1999)

No exemplo em cima o objectivo era o de inactivar o gene A fazendo a sua deleg@o numa célula ou tecido
especifico, no locus alvo.

1) O gene enddgeno no locus A foi recombinado homologamente (x)com um DNA exdgeno construido
onde foram inseridos no locus A, trés locais LoxP [ ) e um marcador (EEEH ) M. Isto foi realizado em
células ES de ratinho.

2) Estas células ES foram subsequentemente transfeccionadas com um gene de recombinase Cre ¢ a
expressao deste gene originou a recombinagdo entre os locais loxP introduzidos, originando diferentes

tipos de produtos, (tal como representamos em 3).

3) Quando a enzima Cre se liga aos locais LoxP, ela corta os locais Lox a meio e depois junta as duas
metades, apds a remocao do DNA alvo.
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DNA

alvo ( Cre — Lox P recombination
:.:.: http://www.bio.davidson.edu/courses/
genomics/méthod/Cre LoxP html)

locais Lox P

_localloxP  local loxP
I > -
DNA alvo
_local _local
LoxP LoxP

— |

N BN

local

LoxP
4) As recombinagdes do tipo I de 3) seleccionadas foram gerar ratos nos quais:
5) o locus alvo A ¢ flanqueado por locais Lox P.

Estes ratos podem ser cruzados com ratos transgénicos previamente construidos (vide 6 e seguintes) com
outros transgenes

6)

Rato com o locus alvo A Rato transgénico com o gene Cre ligado
flanqueado por locais Lox P a um promotor ---@----especiﬁco de um
' tipo de célula
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7)

Expressao do gene Cre especifica do
promotor P da célula ou tecido

8)

delec¢ao especifica do tecido ou célula
do gene A no locus

Em 6) da figura anterior o rato transgénico representado a direita ¢ portador de uma construcao integrada
que contem o gene de uma recombinase Cre ligada a um promotor P especifico de um dado tecido. O rato
representado a esquerda em 6) € o rato obtido em 4 e 5.

Em 7) a descendéncia que contenha o locus alvo flanqueado por dois locais Lox P mais o gene Cre,
expressara o gene Cre no tipo de tecido correspondente ao promotor utilizado e a recombinagdo entre
locais P (8) nestas células originara a inactivagdo do locus alvo A apenas nas células ou nos tecidos
especificos correspondentes ao promotor P utilizado.

O sistema Lox P/ Cre facilita pois o desenvolvimento condicionado de animais Knockout originando a
falha ou inactivagdo de um determinado gene apenas num dado tecido ou células ou ap6s uma
determinada fase do seu desenvolvimento.

Este sistema pode ainda facilitar “in vivo” a activagdo/inactiva¢do de transgenes, deleccao de grandes
por¢des de DNA gendmico, translocagdes cromossomais e subtis alteragdes de genes ou das suas
sequéncias reguladoras “in vivo”.

A utilizacdo de vectores com mutantes Lox P para
reciclar marcadores seleccionados e condicionar Knockouts (Arakawa, H. et al.i, 2001)

Como temos vindo a referir a rotura de genes, pode ser feita pela integracdo de genes alvejados
(“targeted”) de construc¢des transfectadas.
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Ha linhas celulares especialmente indicadas para modelos de knockout em virtude da alta actividade de
integracao em locais alvo.

No entanto a rotura de diversos genes e dos seus respectivos fenotipos depara muitas vezes com a
dificuldade de se possuir um niimero limitado de genes marcadores utilizaveis para as construgdes, sendo
pois altamente desejavel reciclar os marcadores seleccionaveis, utilizando um sistema de recombinagdo
sitio-especifico para o local, com € o caso do Cre/Lox P.

Muitos plasmideos vectores sdo construidos com marcadores seleccionados flanqueados por dois
mutantes diferentes Lox P “sites”. Ap0s a transfeccdo estavel, os genes marcadores podem ser excisados
do genoma, pela inducdo transitéria da expressdo de uma Cre-recombinase. Esta excisdo converte as duas
mutantes Lox P “sites” numa dupla mutante Lox P inactiva

Podem ser construidos vectores contendo cassetes de expressao de cDNA entre as mutantes Lox P “sites”.
Estes vectores podem ser utilizados para o desenho de construgdes para knockout.

O sistema de recombinagdo Cre-Lox P tem sido utilizado para a manipulagdo genética de células
eucariotas de animais superiores.

Como referimos anteriormente a Cre recombinase standard reconhece sequéncias sinal de recombinagao
Cre de 34 pares de bases, chamadas Lox P e pode promover a delec¢dao de genes que sejam flanqueados
por dois Lox P “sites” na mesma direccao.

Ha contudo um sistema mutante Lox P que é composto por dois mutantes diferentes de LoxP “sites”, o
Lox P —RE e o Lox P- LE que tém sequéncias palindromas mutadas em 5 bp em vez das 13 bp do Lox P
“site” standard.

A Cre recombinase reconhece também estas mutantes Lox P “sites” e delectam as regides intervenientes,
e durante este processo as mutantes lox P-RE e Lox P -LE s3o convertidas num novo Lox P-RE+LE
“site”, que ¢ pobremente reconhecido pela Cre.

Sitios de recombinase Lox P podem ser obtidos pela transfec¢do transitéria com um plasmideo de
expressao Cre.

E possivel construir plasmideos vectores contendo cassetes de marcadores seleccionados flanqueados por
mutantes de Lox P “sites”. ApoOs integracdo no genoma estas cassetes de marcadores podem ser
eficientemente deletadas.

E possivel também construir vectores contendo cassetes de cDNA que se exprimem, flanqueadas por Lox
P “sites”, utilizaveis para promover knockouts.

Muitas vezes os genes dos marcadores seleccionados, encontram-se nas constru¢des entre Lox P-RE e
Lex P-LE, e sdo activados por um promotor de B-actina de frango, sendo a transcri¢cdo desses marcadores
seleccionados terminada por um sinal poli A.

As construcdes para Knockout sdo geralmente desenhadas contendo sequéncias clonadas da extremidade

5' e 3' do locus “target” activado pelo promotor B- actina de frango, dentro de multiplos pontos de
clonagem, podendo existir diversas estratégias para este efeito.
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Todos os genes dos vectores podem ser activados pelo promotor B-actina de frango que ¢ um promotor
forte nas células mamiferas, ou por outro tipo de promotores.

1.6 - Substituicdo de genes e animais transgénicos
Marcadores positivos e negativos
(Lodish, et all., 2000,chap 8.5.)

A construcdo de animais com determinados genes escolhidos modificados (por knockout) ou de animais
trangénicos, utiliza metodologias em que “in vitro” esses genes clonados (similares aos genes escolhidos)
sao mutados e depois transferidos para células encariotas.

Para isto determinadas sequéncias desses genes clonados sdo alterados “in vitro” e depois introduzidos
em animais experimentais. As metodologias quimicas e enzimaticas utilizaveis para este efeito sdo
variadas, permitindo algumas delas mutagdes especificas num determinado local da molécula de DNA.

Hoje ¢ possivel sintetizar quimicamente oligonucleotidos com a sequéncia desejada, como agentes para
essas mutacdes, introduzindo neles modificagcdes quimicas adequadas. A sua utilizagdo permitird com
elevada precisdo originar delecgdes, inser¢cdes ou mutacdes pontuais nas sequéncias de DNA, apds a
transferéncia deste para células eucariotas (das quais existem diversos tipos para este finalidade)quando
mantidas em meios de cultura adequados e com manipulagdes bem conduzidas.

As células mamiferas em meios de cultura proprios podem tomar o DNA exogeno preparado e construido
de acordo com os objectivos apropriados, de diversas formas ja referidas por exemplo por electroporagdo
(choque eléctrico breve de milhares de volts) ou por tratamentos quimicos e fisicos diversos.

Uma vez entrado esse DNA estranho nas células hospedeiras as proprias enzimas celulares que
funcionam normalmente na sintese e reparagdo eventual do DNA juntam os fragmentos de DNA
estranho, aos cromossomas da célula hospedeira, mas como isto sucede apenas num pequenissimo
numero dessas células, ¢ necessario que o DNA estranho veicule também um marcador (por exemplo
resisténcia a determinado antibidtico, ou capacidade de utilizacdo de determinada substancia) que permita
a identificacdo dessas células.

O DNA estranho pode ser inserido no genoma hospedeiro de formas muito variadas, assim pode substituir
um gene enddgeno analogo, por recombinacdo homdloga, ou pode ndo se inserir num determinado local
preciso, ou pode mesmo permanecer numa forma independente dos cromossomas de células (como uma
molécula de DNA extracromossomal ou episoma).

Com a técnica do knockout podem substituir-se genes normais por alelos mutados num organismo
normal. Para se conseguir isto no caso dos ratinhos, em linhas gerais actua-se da seguinte forma: (Lodish,
et all., idem)

- a) Os alelos mutados “in vitro” sdo introduzidos por transfec¢ao e recombinagdo homologa em células
estaminais embrionicas (ES) cultivadas.

- b) As células que contém a mutacdo desejada sdo introduzidas em embrides de ratinho em inicio de
formagao produzindo ratinhos quiméricos.

- ¢) Os ratinhos quiméricos sdo cruzados para obter linhas germinativas que contenham a mutagdo
introduzida.

- d) Os ratinhos heterozigéticos, sdo cruzados para obter ratinhos homozigdticos para a mutagao.
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Na etapa — a) anterior o DNA introduzido nas celulas recombina-se com as sequéncias cromossomais
num pequeno numero de células (cerca de 1%).

Em algumas células, este DNA introduzido recombina-se com locais homologos dos cromossomas

. - , , . . 3 4 . ~
celulares (recombina¢do homologa) mas ¢ muito mais frequente (cerca de 10°-10" vezes), a recombinacao
noutros locais dos cromossomas (recombinac¢do ndo-homologa).

E preciso pois em todas estas populagdes celulares dispor de meios (marcadores) que identifiquem
positivamente ou negativamente a recombinagdo homoéloga. Assim a seleccdo positiva identifica as
células nas quais ocorreu qualquer recombinacdo, e a selec¢do negativa remove as células nas quais a
recombinagdo ocorreu em locais ndo-homologos.

Para se conseguir esta seleccdo o0 DNA exdgeno a introduzir nas células ¢ construido com a inclusio das

sequéncias para proceder ao knockout do gene endodgeno seleccionado e ainda com genes de dois
marcadores seleccionadores, tal como se indica na figura 9 seguinte:
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Figura 9
Isolamento de células ES através de seleccao positiva
¢ negativa, para identificacdo daquelas em que ocorreu gene targeting
(knockout de um determinado gene)
( adaptado de Lodish et all. 2000-8.5 — Gene replacement and transgenic animals)

1) Construgdo de células ES com a mutagdo
(knockout)

Marcador Marcador

Neo TKHSV
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gene X mutado
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| I rdas ﬂ | | I I»
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estas células sdo resistentes estas células sdo resistentes
a neomicina (marcador Neo) a neomicina mas sao sensiveis
e ao ganciclovir(Marcador TK HSV) ao ganciclovir
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Salienta-se que na construgdo do vector se inseriu a sequéncia do marcador Neo dentro das sequéncias
em que havia homologia, enquanto o marcador TK HSV se situava fora das sequéncias compreendidas
entre aquelas em que havia homologia.

Assim, aquando da recombina¢cdo homoéloga apenas as sequéncias compreendidas dentro das zonas
homologas, eram inseridas no DNA cromossomal das células (as sequéncias fora das sequéncias
compreendidas entre as zonas homologas eram catabolizadas) enquanto na recombinagdo ndo-homologa a
totalidade do vector era inserida no DNA cromossomal das células e dai a presenca nestas de marcador
TK HSV.

Portanto quando as células, no nosso exemplo as ES, eram cultivadas em meio que continha neomicina, o
marcador Neo' veiculado pelo vector dava-lhes resisténcia para se multiplicarem neste meio de cultura, excepto
as células em que o vector ndo era incorporado, essas morriam (selec¢do positiva), vide figura 10 seguinte.

Figura 10
Selecgdo positiva e negativa das células ES recombinantes
(adaptado de Lodish et all. 2000-8.5 — Gene replacement and transgenic animals)
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9) O pelo gene X mutado (recombinag¢dao homdloga)
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As células que se multiplicavam e sobreviviam neste primeiro ensaio eram depois cultivadas num meio
de cultura ganciclovir que continha um analogo citotoxico da Timidina. Este utilizado pelas células que
continham a enzima (TK HSV), enzima especial que (ao contrario da enzima endoégena correspondente
das células ES) incorporava com efeitos nefastos esse nucleotido analogo, o ganciclovir, quando da
sintese do DNA durante a replicagdo celular e permitia apenas a sobrevivéncia das células que ndo tinham
esse marcador TK HSV e portanto ndo incorporavam o nucleotido andlogo nefasto (¢ o caso das células
com recombina¢@o homologa), Vide figura 10.

Obtidas celulas ES heterozigdticas com uma mutagdo knockout num determinado gene, sdo elas
injectadas num blastocisto o qual ¢ depois transferido para uma fémea de aluguer pseudo-gravida tal
como se referiu anteriormente em -a), -b), -¢), ¢ -d).

Como ja referimos os genes podem ser modificados “in vitro” por diversos métodos enzimaticos e
quimicos e depois incorporados até as linhas germinativas na sua localizacdo original, através de
recombinacdo homologa produzindo knockout, ou localizados em diferentes locais através da
recombinac¢do ndo-homologa, produzindo transgénicos.

E também possivel realizar o knockout de um determinado gene num tecido ou numa célula escolhida.

1.7 — Recombinacio
(Wikipedia, Genetic recombination)

Em biologia molecular recombinacao refere-se a um processo molecular no qual alelos de dois genes num
grupo de “linkage” podem ficar separados, ou seja, em que a combinagdo de genes numa célula ou num
organismo difere da sua descendéncia.

Um mecanismo que leva a recombinacao € o crossing over cromossomal.
Da mesma forma ¢ possivel troca de alelos entre locais homologos dentro de uma molécula de DNA.

Se a estrutura dos genes ¢ alterada neste processo diz-se que ¢ uma recombinacdo nao balanceada que ¢
rara em relagdo 4s recombinagdes normais.

As recombinases sdo as enzimas que catalizam estas reacgdes.
Durante a meiose ocorre o crossing over de dois cromossomas.

O crossover cromossomal ocorre entre dois cromossomas emparelhados durante a profase I da meiose,
permutando alguma porgao distal do seu DNA, podendo ocorrer entre cromossomas homoélogos, quando
se cindem e tornam a unir mas com diferentes pegas terminais.

A recombinacgdo crossover pode ocorrer entre duas duplas hélices de DNA que tenham sequéncias muito
semelhantes e entrem em contacto uma com a outra. Assim podem ocorrer crossover por exemplo entre
repeticdes Alu dentro do mesmo cromatideo ou entre sequéncias similares de dois cromossomas
completamente diferentes.

Existem outros tipos de recombinacdes, por exemplo recombinagdo sitio-especifico conservado, em que

um elemento moével de DNA se insere numa hélice de DNA de forma semelhante ao crossover, através de
enzimas chamadas integrases.
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Na recombinagdo por transposi¢do ou outra forma de recombinacdo sitio-especifico, as integrases
recombinam o elemento movel para interactuar com o DNA alvo ndo necessitando de hélices idénticas no
DNA.

Recombinacdo homologa (knockout) e recombinacdo
nao-homologa (Homologous recombinations & Knockout Mouse)

Recombinacido homologa

Para operar a substituicdo de um alelo por outro construido, sem afectar outros locus do genoma, utiliza-
se a recombina¢dao homdloga ou mais simplesmente a recombinagao.

Para isto ¢ necessario conhecer a sequéncia do DNA do gene que se pretende substituir.
De posse deste conhecimento € possivel substituir qualquer gene por um construido a nosso gosto.

Vamos utilizar dois exemplos para apreciarmos em detalhe a recombinagdo homologa (Figuras 11, 12, 13
e 14) e a ndo-homologa.

figurall

1° — Esquema do gene a ser modificado

continua 0 <=—=GCATGCATGCATGCAT Gene | GCCAATGCAATGAATT ==seontinua o
DNA <—=CGTACGTACGTACGTA alvo CGGTTACGTTACTTAA = DNA
A sequéncia codificadora da proteina expressa ¢ a contida na caixa e € essa que vai ser

substituida por outra modificada construida “in vitro”. Salienta-se que esta sequéncia alvo ¢ flanqueada
acima e abaixo ou seja a sua esquerda e a direita pelas sequéncias indicadas pelas abreviaturas.

2° — Construcdo do gene modificado

Esta construgdo pode conter diversos alelos (funcionais uns e ndo funcionais outros se assim se
pretender), diversos genes ou genes marcadores (por exemplo de resisténcia a certos antibioticos, etc).
Além destas inser¢des a constru¢do pode incluir ainda algum DNA flanqueador (idéntico aquele que
flanqueou o gene alvo em 1°) de um e de outro lado da construgao.

figura 12
GCATGCATGCATGCAT GCCAATGCAATGAATT Marcador
negativo para
CGTACGTACGTACGTA CGGTTACGTTACTTAA seleccio

Salienta-se que as sequéncias acima e abaixo a esquerda e a direita do gene modificado sdo idénticas as
que se encontraram em 1° , e que o marcador positivo se situa entre estas sequéncias, € o marcador
negativo situa-se a direita, fora das sequéncias similares.
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3° — Alinhamento do DNA construido “in vitro”
com o0 DNA alvo contido nas células alvo

A construcdo “in vitro”’de DNA ¢ adicionada s células que contém o DNA alvo que nos interessa, e
durante a divisdo celular quando os cromossomas homologos se alinham no plano metafasico o DNA
construido encontra o gene alvo e a recombinacdo ocorre dentro das sequéncias homoélogas idénticas.

figura 13
GCATGCATGCATGCAT 3CCAATGCAATGAATT [Marcado
T
CGTACGTACGTACGTA CGGTTACGTTACTTAA |nesativo
X X
<———GCATGCATGCATGCAT Gone | GCCAATGCAATGAATT —_
alvo

<——CGTACGTACGTACGTA CGGTTACGTTACTTAA =——>

A recombinagdo pode ocorrer em qualquer local dentro das sequéncias flanqueadoras dos genes alvo e
modificado. (vide diagrama seguinte)

Uma vez feita a recombinacdo no interior das células a nova peca de DNA fica inserida num cromossoma
da célula.

Um tnico locus foi substituido pela constru¢ao mutada e por algum do DNA flanqueador do gene mutado
permanecendo o resto do genoma inalterado podendo o cromossoma modificado replicar-se francamente

nas células em divisdo.

4° — Produtos finais da recombinacao homoéloga

figura 14
GCATGCATGCATGCAT Ciene GCCAATGCAATGAATT [Marcado
alvo r
CGTACGTACGTACGTA CGGTTACGTTACTTAA neoativa|
X X

< GCATGCATGCATGCAT GCCAATGCAATCGAATT ==

<<——=CGTACGTACGTACGTA CGGTTACGTTACTTAA ===

O cromossoma ( =—— =) contem agora uma parte das duas sequéncias flanqueadoras assim como

o gene modificado contendo um marcador positivo que substituiram o alelo alvo inicial. Este, o alelo alvo
inicial recombina-se com parte da construgdo e depois € catabolizado pela célula.
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Recombinacdo ndo-homologa

Se o vector ou seja a construcao anteriormente referida se alinha com uma regiao nao-homoéloga do
genoma celular a recombinacdo ocorre ao acaso € o marcador negativo |:| ¢ incorporado no
genoma tal como se representa seguidamente.

Alinhamento ndo-homologo

figura 15

GCATGCATGCATGCAT GCCAATGCAATGAATT  |Marcado

T
CGGTTACGTTACTTAA |negativo

CGTACGTACGTACGTA

X X

<= GGAATTCCAATTCCGAATTCCATTGCCATATTCGTCCGGAAT =—>

<—= CCTTAAGGTTAAGGCTTAAGGTAACGGTATAAGCAGGCCTTA =

Produtos finais da recombinacdo ndo homologa

figura 16
GCAATTCCAATTCCGAATTCCATTGCCATATTCGTCCGGAAT

CGTTAAGGTTAAGGCTTAAGCTAACGGTATAAGCAGGCCTTA

«— GGATGCATGCATGCAT GCCAATGCAATGAATT

Marcado

<= CCTACGTACGTACGTA CGGTTACGTTACTTAA ! —

Estes produtos finais da recombinac¢ao nao-homdloga permitem que estas células onde existem
sobrevivam a presenc¢a de um dado antibidtico no meio de cultura (dado possuirem um marcador positivo
para esse efeito) mas em multiplicagdes subsequentes num outro meio de cultura com um substrato
utilizavel pelo marcador negativo, ndo metabolizando portanto o substrato do meio de cultura apenas as
células que ndo contém este ultimo marcador sobrevivem como ¢ o caso das células em que ocorreu
recombinac¢do homologa.

1.8 - Obtencao de animais “knockout”

A obtencdo de um animal com um gene knockout implica que ambos os alelos desse gene sejam
substituidos por um alelo inactivo, o que pode ser alcancado através das etapas referidas seguidamente
servindo-nos por exemplo de ratinhos e utilizando a recombina¢cdo homodloga para substituir um alelo,
seguindo-se depois cruzamento selectivo com duas ou mais geragdes até isolar animais com ambos 0s
alelos com genes inactivados ou knockout.
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1* etapa — Isolar de um animal com determinadas caracteristicas (por exemplo ratinhos de pelagem
cinzenta) um embrido no estadio de blastocisto.

2% etapa — Remover células estaminais embridnicas destes blastocistos e cultiva-las em meio de cultura
adequado.

3% etapa — A sequéncia nucleotidica da constru¢dao contendo o gene mutado desejado ¢ transfeccionada
para estas células estaminais da 2% etapa seleccionando depois aquelas células em que ocorrer a
recombina¢do homologa (vide recombinag¢do homologa e ndo-homologa).

4* etapa — Recolher da cultura as células seleccionadas onde ocorreu a recombinag@o homologa e injecté-
las num novo blastocisto de um animal com caracteristicas diferentes das do animal da 1? etapa (por
exemplo ratinho de pelagem branca).

5% etapa — Estes ultimos blastocistos injectados, constituem quimeras, sendo depois inoculados numa
fémea pseudo gravida com as caracteristicas das do animal da 4" etapa e a gestacdo levada até ao seu
termo.

6" etapa — Dos animais nascidos alguns ratinhos serdo brancos normais e outros quimeras. Dos ratinhos
que sdo quimeras alguns derivam de células estaminais recombinantes que produzem manchas cinzentas
nos animais, facilmente identificaveis.

7* etapa — Cruzar estes ratinhos quiméricos com manchas cinzentas com ratinhos brancos normais. Sera
possivel obter descendéncia de pelagem cinzenta de animais heterozigétos de recombinagdao homologa.

8* etapa — Cruzar os heterozigotos cinzentos (+/H) e genotipar a descendéncia cinzenta. Identificar os
recombinantes homozigotos (H/H) e cruza-los para obter uma linha de ratinhos em que ambos os alelos
foram knockout.

Como teremos oportunidade de ver mais adiante (em clonagem e transgenese) ¢ possivel, através de
outras metodologias diferentes da que acabamos de referir, obter em bovinos a inactivagdo nos mesmos
cromossomas de dois alelos de um mesmo gene que ndo se exprime em condi¢des normais, estando
portanto silenciado (como por exemplo o gene da imunoglobulina — ou seja o gene IGHM) e de dois
outros alelos de outro gene que se exprime em condi¢des normais (como por exemplo o gene PRNP
exprimindo a proteina prionica).

1.9 - Manipulacao genética de animais para fins experimentais

Através da manipulagdo genética dos animais pretende-se alcangar diversos objectivos que temos vindo a
abordar ao longo destes textos.

Um desses objectivos, € ndo menos importante, ¢ o de reproduzir nos animais, modelos experimentais de
doengas varias muito importantes, com fundo genético que afectam os seres humanos e ndo so.

Compreende-se neste contexto que ¢ essencial para que se possam produzir estes animais experimentais,
conhecer diversas circunstancias que passamos a referir.

1) Saber aquilo que caracteriza num dado ser vivo um determinado processo patoldgico.
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2) Conhecer a forma ou as formas moleculares através das quais se exprime esse processo patologico
e identifica-las na sua estrutura bioquimica e biofisica o mais detalhadamente possivel.

3) Identificar ao nivel do genoma quais sdo as sequéncias responsaveis pela expressdo das formas
moleculares referidas em 2).

4) Como se depreende qualquer uma das anteriores alineas necessitam de profundos e extensos
estudos que passam inclusivamente pelas bases de dados existentes sobre os diversissimos tipos
de proteinas conhecidas e pelos genomas ja sequenciados parcialmente ou na totalidade.

Para este efeito torna-se necessario conhecer a estrutura primaria precisa das proteinas envolvidas no
processo patologico e através destas deduzir os RNA mensageiros que lhe correspondem e as sequéncias
do DNA a partir das quais eles sdo transcritos e regulados (hd sempre o problema dos intrées que
interligam os exdes codificadores dessas proteinas ndo serem conhecidos).

Como se infere isto sdo tarefas ciclopicas apenas realizaveis em centros de investigacao desenvolvidos.

5) Depois ¢ preciso inferir como as sequéncias de DNA funcionam no desenrolar de todo o processo
patologico em causa, e € nessa fase que € necessario criar os modelos animais experimentais.

6) Para isto s@o necessarios animais cujos fenoétipos, fisioldgicos, sequéncias gendémicas, etc,etc,
sejam bem conhecidos pelos investigadores, como ¢ o caso sobretudo do ratinho e da ratazana,
animais cujos genomas foram sequénciados completamente para que fossem possiveis estudos
desta natureza.

7) Torna-se agora necessario averiguar dentro das sequéncias de DNA enddgeno dos animais a
utilizar para fins experimentais, se eles possuem sequéncias homologas, analogas das do gene ou
genes responsaveis pelo processo patologico referido em 1).

Aqui aflora como extraordinariamente importante os estudos feitos ao longo dos tempos, como por
exemplo se o processo patologico de 1) ¢ um processo monogénico ou poligénico, isto ¢é, se estd
envolvido nele um gene ou diversos genes.

Sao conhecidos muitos processos patologicos monogénicos mas muitos outros existem poligénicos.

A talho de foice diga-se que as producgdes animais das espécies pecudrias sao processos poligénicos o que
condiciona extraordinariamente a sua manipulag@o genética para melhoria das suas produgdes.

8) No entanto de uma maneira geral, ¢ necessario construir animais experimentais, em que se
promove a modificagdo no seu genoma (alguns animais experimentais resultam de mutagdes
espontaneas, vide adiante) introduzindo e/ou manipulando o gene responsavel pelo processo
patologico que se pretende estudar.

Pode ser preciso pois construir “in vitro” um DNA exdgeno que contenha as sequéncias implicadas na sua
expressao e regulacdo, DNA exdgeno esse que espelha o gene enddgeno identificado e caracterizado na
situagdo patologica em estudo, e depois inseri-lo através das biotecnologias disponiveis em celulas
adequadas que gerem depois animais vidveis para efeitos de estudo mais profundo de todo o processo
patologico.
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Muitos genes tém sido identificados através das propriedades bioquimicas das proteinas por eles
expressas ou pela semelhanga da estrutura primaria da proteina expressa com outras proteinas cuja
estrutura primaria ¢ conhecida e que se encontra inscrita e anotada em bases de dados de centros
internacionais prestigiados.

Induzindo mutagdes num determinado gene “in vitro” e depois introduzindo essa mutante no genoma de
uma célula ou de um animal, para substituir a copia normal desse gene nesse genoma, podem os
investigadores averiguar depois “in vivo” como as coisas se passam. Isto constitui a base do knockout dos
genes.

Repetimos esta manipulagdo para substituir um gene normal por um gene mutado num dado ser vivo,
estard muito simplificada se se conhecer a sequéncia gendmica completa desses genes vivos.

Em quaisquer circunstancias a manipulagdo pode seguir as seguintes etapas:
1* — No caso da sequéncia do genoma ser conhecida,

A- “Isolamento” do gene pretendido
B- Zona ou local do DNA gendmico em que se situa esse gene.
C- Constru¢ao de uma mutante desse gene

2* — No caso da estrutura primdria da proteina ser conhecida,

A- Isolamento da proteina e respectiva sequéncia

B- Sintese de um oligonucleotido correspondente a essa proteina ou seja ao gene em causa

C- Localizagao desse gene no DNA

D- Constru¢do de uma mutante desse gene (neste caso corre-se sempre o risco dos intrdes
desse gene ndo figurarem na mutante construida do gene).

Como vimos existem diversas técnicas para introduzir genes estranhos ou modificados num gene
enddgeno de um animal, mas na maioria dos casos nao ¢ substituido o gene endégeno, mas ocorre sim a
integracao de mais copias do gene estranho (transgenes) sendo os animais seus portadores transgénicos.

2 - Outros exemplos de manipulacdes genéticas dos animais

2.1 - Obtencio de animais experimentais

Alguns animais surgem espontdneamente como modelos de certas doengas humanas.

Outros animais sdo produzidos artificialmente para este efeito através de diversas metodologias
transgénicas e de gene “targeting”.
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Animais experimentais como modelos de diversas doencas
(Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 21.4)

A “constru¢dao” de animais experimentais que possam servir como modelos de determinadas doencas
sobretudo humanas, pode ser conseguida com tecnologias transgénicas € com tecnologias de gene
“targeting”.

A obtencao destes modelos animais permite estudar em grande detalhe as bases fisiologicas envolvidas na
doenga do modelo, bem como averiguar da eficicia de novos tratamentos entretanto descobertos.

No entanto alguns animais experimentais utilizados como modelo para estudo de doengas humanas,
surgiram espontaneamente, enquanto outros foram construidos artificialmente através de diversas
metodologias.

Até hd pouco tempo a maioria destes animais modelos experimentais resultavam de mutagdes
espontaneas (vide quadro 4 seguinte) ou eram induzidas essas mutagdes por altas doses de produtos
quimicos mutagénicos ou por raios X, que geram contudo mutacdes ao acaso.

Hoje as tecnologias por transgenese e gene “targeting” sobretudo em ratinhos, tém permitido ir muito

mais além (vide quadro 5 seguinte) pois possibilitam promover a alteracdo desejada num gene alvo
escolhido.
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Mutante animal

Ratinho NOD

Ratinho mdx

Cao hemofilico

Coelho WHHL
(Watanable heritable
hyperlipidemic)

Suinos ateroescleroticos

Ratinho Splotch

NF damselfish
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Quadro 4

Exemplos de animais modelos experimentais,
resultantes de mutacGes espontaneas
(adaptado de Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 21.2)

Aspectos fenotipicos e
patogénese molecular

Diabetico, ndo obeso, imitando a
diabetes mellitus humana dependente
da insulina

Distropia muscular ligada a X
(mutacdo no gene distrofina
do ratinho)

Homologo da hemofilia B humana
(mutacdo missense no gene
do factor IX canino)

O homologo humano ¢ a
hipercolesterolémia [delec¢do de quatro
coddes do gene receptor das
lipoproteinas de baixa
densidade (LDLR)]

Hipercolesterotemia marcada

Pigmentagdo anormal

Homologo da neurofi-
bromatose humana do tipo I
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Quadro 5

Modelos de doencas humanas em animais experimentais

obtidos por transgenese ou por gene targeting

(adaptado de Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 21.3)

Doenca humana ou
fendtipo anormal

- Fibrose quistica

- B- talassemia

- Hipercolesterolemia e
ateroesclerose

- Doencga de Gaucher

- Sindroma fragil X

- Gene da proteina de

Gerstmann — Straussler-

Scheinker (GSS) com

Gene Método para construcao
de modelo animal

CFTR Inactivacao por inser¢ao
do gene targeting

HBB (B globina) Idem
Genes da apoliproproteina, Idem
por ex: APOE
Idem
FM RI Idem

Gene da proteina

sindroma de mutagao missense

- Ataxia spinocerebelar
do tipo I (SCA 1)

- Doenga de Alzheimer

pridnica (PRNP) Idem
SCA 1 Integracao do gene
(ataxina) mutante da ataxina

humana com repeti¢des
do tripleto expandido

APP (proteina Integracdo da mutante
percursora APP cDNA em todo
B-amiloide) 0 comprimento

sob o controle de um
promotor derivado do
factor de crescimento
derivado das plaquetas
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Os animais potencialmente utilizdveis como modelos de doengas humanas vao desde os primatas aos
ratinhos, ratazanas, zebrafish, ovinos e suinos, cada um deles com caracteristicas proprias diferentes,
sendo uns mais adequados para determinadas doencas do que outros. Por ex: para estudos de fibrose
quistica humana, os ovinos experimentais parecem ser melhor do que os ratinhos.

Além das objecgdes de natureza social levantada a utilizacdo de animais experimentais, ha no entanto
algumas espécies animais mais aceites pela opinido publica em geral.

Por outro lado a possibilidade da existéncia de zonas ortologas ou sejam homodlogas nas regides
subcromossomais humanas (entre as doencas humanas que se pretendem reproduzir) com os animais
experimentais, assumem grande importancia.

A forma mais simples para criar um modelo de animal para determinada doenga em que esteja envolvido
um simples gene, ¢ construir um ratinho knockout para este gene. E necessario primeiro isolar o gene
ortologo do ratinho e utilizar um segmento dele para operar o knockout do gene endégeno em celulas ES
do ratinho utilizando a metodologia do gene “targeting” atras esbocada.

Como referimos segue-se a injec¢do destas celulas ES modificadas num blastocisto de uma mae de
aluguer e depois continua o desenvolvimento e as ninhadas geradas com a mutacdo desejada nas suas
linhas germinativas sdo cruzadas e rastreadas para assinalar a presen¢a da mutagao imprimida.

Normalmente o objectivo consiste em obter a completa auséncia da expressao desse gene (null allele) mas
por vezes o alelo mutante retem ainda alguma expressao.

A modelagem de doengas complexas como a ateroesclerose, hipertensdo essencial, diabetes, etc (doencas
poligénicas) ¢ muito dificil necessitando-se no futuro da constru¢do de modelos mais adequados que os
actuais. Muitos modelos de doencas humanas sdo dificeis de construir no ratinho dada a diversidade das
vias bioquimicas e do fundo genético dos humanos para os animais.

2.2 - Geneterapia em animais

A geneterapia e outros meios terapéuticos moleculares sdo novos meios para tratamento de doencas
baseados na genética.

A maioria das doengas humanas e admite-se que o mesmo sucede nos animais, sdo doengas poligénicas
nas quais se incluem doengas cardio-vasculares, asma, cancro, diabetes, artrite reumatoide, obesidade,
alcoolismo e esquizofrenia, etc,etc, envolvendo portanto cada uma delas, multiplos genes, efeitos
ambientais e respectivas interacgoes.

Tudo isto sdo matérias em profundo estudo para aplicacdo em seres humanos e que passam inclusive pela
utilizagdo de animais de experiéncias para este efeito.

A sua utilizagdo concreta para situagdes de ambito dos animais de companhia ou das espécies pecudrias €
muitissimo mais incipiente, ndo se afigurando por ora aplicagdes utilitdrias pelo menos no préoximo
futuro, o que ndo significa que se deixem de abordar alguns principios em que se baseiam estas
biotecnologias.

Tudo depende da patogénese de cada situagdo patoldgica, podendo admitir-se diferentes estratégias para
a geneterapia a desenvolver, tal como se esquematiza na figura 17 seguinte (Strachan, T. &
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Read,A.P.,1999 — cap. 22.1), em situa¢des um tanto diferenciadas, a referir:

Geneterapia classica

a) Terapia por aumento da expressdo de um dado gene.
b) Terapia por inducdo da morte directa de celulas “doentes”.
c¢) Terapia com morte de células doentes desencadeada através de células imunitarias.

Geneterapia nio classica

d) Terapia por inibi¢ao da expressdao de um dado gene.
e) Terapia com correc¢do da mutagdo num dado gene.

Experimentam-se neste momento para efeitos terapéuticos, em vez dos métodos tradicionais, novos
processos baseados na engenharia genética com a produgdo de proteinas recombinantes e vacinas
geneticamente construidas.

Figura 17
Geneterapia classica

a)Terapia por um aumento da expressao de um gene
(adaptado de Strachan, T & Read, A.P., 1999 fig. 22.1)
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Para esta finalidade induz-se, por exemplo, a expressdo de genes normais clonados em microorganismos
ou em animais transgénicos (biorreactores, vide quadro 6 seguinte) ou manipulam-se os genes implicados
na producdo de anticorpos (em ordem a obter novos anticorpos € mesmo anticorpos humanizados, a partir
de diversas espécies animais) ou produzem-se vacinas através de etapas de engenharia genética.

A expressao geneterapia envolve a utilizacao de células do doente, células geneticamente modificadas por
incorporagdo de genes, segmentos de genes ou mesmo oligonucleotidos, directamente nas células do
proprio doente (geneterapia “in vivo”) ou para células modificadas “in vitro”e depois devolvidas ao
doente (geneterapia “ex vivo)(Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 22.2.1) .

Com estes tratamentos podem vizar-se doengas infecto-contagiosas, cancros, doencas hereditarias, ou
doencgas imunitarias, através, da geneterapia classica, da expressdo de um produto que ndo existe no
doente, ou matando as células doentes directamente ou activando as cé¢lulas imunitarias, ou na geneterapia
ndo classica inibindo a expressdo de genes ou corrigindo os seus defeitos restaurando a normalidade.

A geneterapia habitual ¢ exclusivamente realizada em células somaticas nos seres humanos dadas as
questdes €ticas envolvidas em processos desta natureza operadas em células das linhas germinativas.

Quadro 6

Produtos farmacéuticos produzidos por clonagem transgénica
(adaptado Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 22.1)

Produto Processo patoldgico em que ¢ aplicado
- factor de coagulacdo sanguinea VIII - Hemofilia A
- factor de coagulacdo sanguinea IX - Hemofilia B
- Eritropoietina - anemia
- Insulina - Diabetes
- Hormona de crescimento - Deficiéncias no crescimento
- Activador do plasminogenio tissular - Desordens tromboticas
- Vacina hepatite B - Hepatite B
- interferdo - Hepatite cronica leucemia celular
- interferdo - Esclerosa multipla
- interferdo - Infec¢des em doentes com
granulomatose cronica

Interleucina — 2 - Carcinoma celular renal
- Factor estimulador de colonias

granulocito (G-CSF) - Neutropenia post quimioterapia
- Dnase (desoxiribonuclease) - Fibrose quistica

A utiliza¢do de microorganismos ou de animais biorreactores para a obtencao destes produtos do quadro
6 anterior depende de diversas circunstancias e possuem diversas caracteristicas, embora pare¢a desenhar-
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se uma maior vantagem na utiliza¢do dos animais biorreactores transgénicos construidos especialmente
para este efeito, dado a tradugdo e posterior metabolizacdo das proteinas expressas, ser mais vantajosa nos
animais, bem como o isolamento, a purificagdo dos produtos obtidos.

As células animais sdo vantajosas relativamente as células microbianas para efeito da producdo de
proteinas recombinantes ou sejam os animais transgénicos biorreactores.

No caso das proteinas recombinantes segregadas pelos animais através do leite, o transgene ¢ construido
contendo um promotor mamario especifico, como pode ser o caso do gene da caseina.

No quadro 7 seguinte (Primrose, S.B. et ali., 2001, table 14.4) referem-se uma série de proteinas
recombinantes produzidas nas secre¢des de animais biorreactores.

Quadro 7
Secregdo Espécie animal Produto
Leite Ratinho - B lactoglobulina de ovino(1987)
- activador do plasminogénio lissular humano(1987)
- Urocinase humana (1990)
- Hormona de crescimento humana (1994)
- Fibrinogénio humano (1996)
- Factor de crescimento de nervo humano (1999)
- Spider silk (1999)
Coelha - Eritropoietina humana (1996)
Ovino - antitripsina _ 1 humana (1991)
Caprino - activador do plasminogenio tissular humano
(1991)
Soro sanguineo Coelho - antitripsina _ 1 humana (1991)
suino - anticorpos recombinantes (1991)
Urina Ratinho - hormona de crescimento humana (1998)
Semen Ratinho - hormona de crescimento humana (1999)

2.2.1 - Aspectos da geneterapia classica
(Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 22.2)

Os genes terapéuticos podem ser introduzidos nas células directamente ou indirectamente e ficarem
integrados nos cromossomas ou fora destes (episomas) e aquela introdu¢ao pode ser efectuada fora do
organismo do doente (“ex vivo”) ou dentro deste (“in vivo™). No primeiro caso sdo as células em cultura,
transformadas pela introdu¢do do gene seleccionadas e cultivadas “in vitro” que sdo depois introduzidas
no doente convindo pois que se trate de células autdlogas para evitar rejeigoes.

Em circunstancias muito especiais a transferéncia de genes pode ser feita directamente “in vivo” para os
tecidos do doente por vezes com a utilizagdo como veiculos de lipossomas e certos vectores virais.
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Os genes terapéuticos a transferir devem ter certas caracteristicas ndo podendo ser muito grandes, ndo
sendo pois genes convencionais, devendo conter a sequéncia codificante completa, flanqueada por
sequéncias reguladoras adequadas com promotores eficientes.

A integracdo dos genes exdgenos em cromossomas pode permitir a perpetuacdo do gene através da
replicacdo celular e inclusive chegar 4s células germinativas, mas pode também ter desvantagens se essa
inser¢do ocorrer ao acaso, pois nestas circunstancias a sua localizagdo pode variar muito de célula para
célula e podem até ndo ser expressos, ou originar a morte da célula ou ainda ocorrer a possibilidade de
formagdo de cancro por perturbacio dos genes envolvidos na divisdo ou proliferacdo celular.

Ha situagdes em que sdo construidos sistemas para inserir genes no interior das células mas fora dos
elementos cromossomais o que lhes pode permitir expressar-se em elevadas concentragdes para efeitos
terapéuticos 0 que em certas situagdes cancerigenas humanas tém sido ensaiado.

Na geneterapia o método a utilizar para a transferéncia do gene exdgeno depende do tecido alvo e das
circunstancias, se as células sdo para cultivar “ex vivo” ou se ¢ para actuar “in vivo”, cada um desses
métodos com vantagens e inconvenientes.

Nas células humanas a transdu¢do com vectores virais mamiferos ¢ um veiculo preferido para estas
transferéncias dada a sua alta eficiéncia. Mas a necessidade da inocuidade em relagdo aos virus
recombinantes, levou a notavel incremento dos sistemas vectores ndo virais para esta geneterapia, quer
através de lipossomas (eficiéncia baixa de tranferéncia, o DNA muitas vezes ndo se integra nos
cromossomas, sendo a expressao transitéria), injeccdo directa, ou com bombardeamento em particulas
metalicas que revestem o DNA exogeno (a sua eficiéncia também ¢ baixa tal como a sua integracdo) ou
por endocitose mediada por receptor especifico a superficie da célula (parece ter diversos
inconvenientes).

2.2.2 - Aspectos da geneterapia nao classica

2.2.2.1 - Geneterapia e inibicao de gene alvo e correccao de mutaciao “in vivo”.
(Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 22.3)

Nos seres humanos a inibi¢do da expressdao de um dado gene “in vivo” parece particularmente adequada
para o tratamento de cancros, doencas infecciosas e desordens imunoldgicas, através do knockout da
expressdo de um gene especifico. Também parece que este processo podera servir para tratar certas
desordens hereditarias.

A expressdo de um dado gene pode ser inibida “in vivo” por varios processos € a diversos niveis
nucleicos e proteicos (vide figura 18 seguinte). Assim:

1* via) Por mutagenese “in vivo” desse gene tornando-o ndo funcional, a recombinacdo homoéloga
permitindo a mutagénese especifica de um dado local no DNA. Esta técnica s6 recentemente foi realizada
em células somaticas dipldides e ¢ pouco eficiente.

2% via) Por bloqueio da transcri¢do desse gene.

3* via) Ao nivel da traducdo inibindo esta por moléculas anti-sense ou por ribozimas.

4 via) Ao nivel proteico, bloqueando os mecanismos post-traducio ou a exportacdo de proteinas.
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Figura 18

A geneterapia pode basear-se na inibicdo especifica
de um determinado gene “in vivo”’por diversas vias
ou ainda pela correc¢do da mutagdo ao nivel
da sua traducdo ou da sua expressao
(adaptado de Strachan T & Read, M.P., 1999 fig. 22.8)
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Legenda

Na 1* via o gene ¢ mutado através da recombinacdo homdloga, sendo convertido numa forma nao
funcional.
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Na 2% via ¢ bloqueada a expressdao do gene mutado ao nivel da transcri¢do ligando-lhe um oligonucleotido
(TFO) formando um triplex especifico com este gene, na regido promotora.

Na 3? via ao nivel do m RNA formado pelo gene mutado funcional a ligagdo de um oligonucleotido anti-
sense especifico para o gene ou de i RNA bloqueia a tradugdo. Pode-se actuar com um gene anti-sense
que codifique um ribozima em qualquer dos casos com destruicdo do RNA.

Na 4% via a inibicdo ao nivel da proteina/polipeplido ¢ possivel utilizando genes que produzam a formagao

de anticorpos intracelulares (intrabodies) ou aptameros que inibam o funcionamento da proteina.

2.2.2.1.1 — A nivel nucleico

A — Gene “targeting”

Para a 1? via ja vimos anteriormente como pode ser alcancado este objectivo.

B — Inibi¢ao da transcri¢ao

Na 2% via o DNA pode formar hélices triplas, e, desde que se construa um oligonucleotido especifico do
gene, este terd fortes possibilidades de emparelhar com uma sequéncia definida do DNA onde se encontra
o gene pretendido, inibindo a transcri¢cao do gene.

Esta hibridizacao da hélice tripla ocorre através de pontes de hidrogénio de Hoogsteen.

C-Inibicao ao nivel do RNA

Cl-Transgenes RNA anti-sense

Na 3% via da figura anterior a terapéutica anti-sense ¢ feita com oligonucledtidos ou polinucleétidos para o
RNA, especificos para o gene, podendo esta constru¢io, ser mesmo um ribozima.

A interaccdo entre moléculas de RNA sense e RNA anti-sense podem levar a formacao de duplexes
estaveis, que podem interferir na expressdo dos genes ao nivel da transcri¢ao, processamento do RNA ou

traducao.

Existem em pequena extensdo nos eucariotas, ao contrario dos procariotas, mecanismos de regulacao de
genes através de RNA anti-sense.

A introdug¢do de constru¢des RNA anti-sense ou oligonucledtidos anti-sense numa célula pode
desencadear a inibi¢do temporaria de determinados genes.

A transformacdo de células com transgenes anti-sense construidos (em alguns casos com inser¢cdo do
transgene em relagdo ao promotor) pode promover inibi¢des de genes a longo prazo.

A eficiéncia desta transformacao ¢ muito variada tal como por vezes a sua especificidade.

Um oligonucledtido que seja complementar na sua sequéncia de um m RNA € pois como uma sequéncia
anti-sense.
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Os oligonucledtidos ou polinucledtidos anti-sense construidos podem ligar-se ao RNA m
especificamente, inibindo a sua traducdo e levando a sua destrui¢do. A transferéncia destes oligo ou
polinucledtidos sintetizados, para o citoplasma celular e nticleo ocorre, mas ndo se ligam ao DNA de
cadeia dupla dado o seu “desenho” particular.

C2 — ODN, oligodeoxinucleotidos anti-sense ¢ PNA

Por vezes oligodeoxinucleotidos anti-sense (ODN) sdo construidos facilmente e podem também através
de lipossomas migrar através do citoplasma até ao nucleo, tal como os oligonucledtidos.

Os ODN sao menos susceptiveis ao ataque por nucleases do que os oligorribonucleotidos, embora as
extremidades destas moléculas possam ser modificadas quimicamente para obstar a este acontecimento.

Os anti-sense ODN parecem ser de preferir para este efeito pois induzem a destruicdo do m RNA com
que se hibridam através de ribonucleases especificas intracelulares, as Rnase H, que cinde a hélice de
RNA.

Ha bastantes exemplos de ensaios de geneterapia de cancros em seres humanos através de tecnologias
anti-sense, contudo as legitimas espectativas criadas necessitam que sejam previamente esclarecidos
inesperados efeitos ndo anti-sense.

Também acidos nucleicospeptidicos (PNA) construidos sinteticamente, em que as bases nucleicas sdo
ligadas a uma estrutura pseudopeptidica, possuem uma melhor flexibilidade que as moléculas de DNA ou
RNA, o que lhes permite hibridar mais estdvelmente com as moléculas de DNA ou RNA alvo, sendo
ainda mais resistentes a degradacdo nucleasica, sendo uma outra hipdtese alternativa a utilizacdo de
oligonucleétidos anti-sense.

Ainda, por outro lado, ribozimas dotadas de actividade enzimdatica numa das suas duas partes
componentes, enquanto a outra parte ¢ uma sequéncia especifica para interaccdo com moléculas de RNA
alvo, tém sido utilizadas para cindir substratos de RNA com que emparelham especificamente.

C3 — Ribozinas

As enzimas ribozimas sdo moléculas de RNA que realizam cisdes em locais especificos de moléculas de
RNA substrato e em alguns casos promovem também reacc¢des de unido.

Determinadas moléculas de RNA podem ser alvejadas através da incorporagdo de centros cataliticos de
ribozimas em moléculas particulares de RNA anti-sense, e depois de alvejadas as moléculas de RNA sdo
degradadas.

Por engenharia genética ¢ possivel desenhar sequéncias de reconhecimento, para o ribozima artificial, que
sejam complementares de determinadas moléculas de m RNA podendo cindir zonas escolhidas nas
moléculas de RNA mutadas inibindo assim a expressdao do gene correspondente.

E possivel construir um ribozima artificial que corte uma determinada sequéncia de um m RNA, basta
escolher no alvo uma GUC (ou um tripleto variante) e depois desenhar o ribozima que contenha o
componente catalitico habitual mas flanqueado por sequéncias complementares das sequéncias que

flanqueiam o tripleto escolhido no m RNA alvo (figura 19).

Os ribozimas tém vantagens em relacdo as simples moléculas anti-sense de RNA, uma vez que podem ser
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reciclados apds intervirem e inactivar diversas moléculas de m RNA.

E possivel construir ribozimas para inibirem especificamente determinados genes nos eucariotas,
inclusivemente em linhas celulares de mamiferos.

Ha profundos estudos em curso sobre constru¢ao de vectores transportando multiplos ribozimas.

Também a expressdo de ribozimas especificos de determinado tecido esta assinalado.

Figura 19

Inibicdo de genes ao nivel do RNA
com ribozimas e construcdo destes

5' ucC WAAT RNAmM
mutado

5' Ribozima
construido

Centro catalitico
de Ribozima

A construgdo foi realizada em ordem a que as sequéncias dos bragos 3' e 5' do ribozima fossem
complementares das sequéncias 5' e 3' que flanqueiam o local da cisdo e splicing GUC do RNA m
especifico mutado que se pretendia alvejar.

Portanto basta escolher uma sequéncia apropriada GUC (ou um triplete variante) no RNAm alvo e
desenhar o ribozima em ordem a que este possua o centro catalitico normal flanqueado pelas sequéncias

complementares necessarias.

Contudo, como o RNA ¢ muito instavel, ¢ desejavel para geneterapias eficazes sintetizar e transferir para
as células alvo genes codificadores do ribozima que se pretende.
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Figura 20

Caso especial de reparacio
de mutacdo ao nivel de m RNA

por ribozima
(adaptado de Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — fig 22.10)
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o Ribozima promove a cisdo do
mRNA e a unido entre a por¢ao
do m RNA nio contendo a
mutag¢do (a restante por¢ao do
mRNA ou seja a que contem a
muta¢do mas ligada a porgao 3'
Ribozima ¢ catabolizada) e a porc¢ao do
proprio ribozima que corresponde
a sequéncia 3' do gene A

mRNA
sem mutagao

Este exemplo da figura 20 corresponde a utilizagdo de um ribozima terapéutico que vai reparar por gene
“targeting” o defeito genético ao nivel do m RNA.
Se o transcrito m RNA contem uma mutagdo nonsense ou missense ¢ possivel desenhar ribozimas

especificos que cortam o RNA acima da mutagdo e depois corrigir o transcripto. Esta biotecnologia esta
ainda no seu inicio.
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2.2.2.1.2. - Inibicdo ao nivel proteico

Anticorpos intracelulares (intrabodies) e aptameros

Na 4 via esquematizada anteriormente a inibi¢do da expressdo ao nivel proteico pode ser feita
construindo aptameros oligonucleotidos (aptameros sdo pois oligonucleotidos que se ligam a sequéncias
proteicas especificas de interesse)ou anticorpos intracelulares (intrabodies) que especificamente inactivam
a proteina formada pelo gene em causa.

Os anticorpos intracelulares (intracorpos) podem ser construidos, tal como os aptameros oligonucleotidos
e proteinas mutantes que inibam o desempenho de um polipéptido especifico.

As células podem ser transformadas com constru¢des de ¢ DNA que induzam a expressao de anticorpos
intracelulares, os intrabodies, para determinados alvos.

Os anticorpos sendo grandes proteinas multiméricas além do local para interac¢do com o antigénio
possuem ainda na sua estrutura partes que ndo sdo essenciais para a inibi¢do proteica intracelular.

Na constru¢do destes ¢ DNA para induzirem a formagdo destes “intrabodies” desenham-se formas
modificadas dos anticorpos que podem inclusivamente ser dirigidas para um determinado compartimento
subcelular, citosol, nicleo, mitocondrias, etc.

Tém sido estudados anticorpos deste tipo para diversas finalidades por ex: para abolir a actividade de
oncogenes, conferir resisténcia a virus, etc.

Os anticorpos intracelulares sdo construidos através do desenho de genes codificantes de anticorpos
intracelulares e ndo extracelulares como ¢ habitual, possuindo uma simples cadeia polipeptidica contendo
um dominio varidvel da cadeia pesada e um dominio variavel da cadeia leve, unidos por um ligador
peptidico, e mantendo a afinidade do anticorpo original (parent) e que podem inactivar dentro do
compartimento subcelular que interessa uma molécula celular especifica de uma proteina causadora de
doenga, podendo assim tratar certas doengas infecciosas.

Os aptameros oligonucleotidos adequadamente seleccionados tém capacidade para se unir com uma
sequéncia proteica que interessa mas a sua capacidade real para geneterapia ainda ndo foi ensaiada tal
como o desenho do gene para a utilizacao de proteinas mutantes.

Em resumo pode afirmar-se que uma mutacao patogénica € passivel de correc¢ao artificial “in vivo”, mas
¢ muito ineficiente quer ao nivel do DNA quer do RNA e por ora ainda ¢ insusceptivel de aplicagdo
clinica.

2.2.3 — Geneterapia em desordens hereditarias
(Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 22.4)

Dado o provavel interesse futuro destas matérias em medicina veterinaria, ndo queremos deixar de fazer
um apanhado em relacao aquilo que se sabe e vai sendo feito ou tentado em seres humanos.

No que se refere as doencgas hereditarias humanas o sonho de aplicar tecnologias genéticas moleculares

para a sua cura tém sido muito ilusorio, reconhecendo-se hoje as suas limitagdes bem como a necessidade
de se alcancarem métodos de transferéncia de genes mais indcuos e eficientes.
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Ocorre ainda que muitas desordens genéticas sdo de tratamento mais dificil do outras, estando muitas
vezes em jogo complexos interactivos de diferentes loci genéticos e factores ambientais o que rouba
eficdcia a geneterapia directa.

Aquelas doengas resultantes de uma simples deficiéncia do produto de um gene especifico sdo de mais
facil tratamento podendo as altas taxas de expressdo de um alelo normal introduzido ser suficiente para
ultrapassar a deficiéncia genética.

As desordens hereditarias recessivas sao quase sempre devidas a mutacdes com a simples perda da funcao
e em principio sdo as desordens hereditarias mais facilmente tratdveis por geneterapia.

O primeiro ensaio de tratamento de uma doenga hereditaria por geneterapia foi a iniciada em fins de 1990
por a deficiéncia de adenosina deaminase (ADA) numa crianga. Esta doenca induz uma imunodeficiéncia
severa combinada sobretudo em limfocitos T. O gene da enzima ADA ¢ pequeno e muito estudado, e as
celulas T sdo obtidas com facilidade para cultura posterior, facilitando a geneterapia “ex vivo”.

Existem outros tratamentos para esta doenca além de geneterapia.

Esta geneterapia inclui as seguintes quatro etapas:
(Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 22.4.2)

1) Clonagem de um gene ADA normal num vector retro viral

2)Transfec¢do do gene ADA recombinante para culturas de linfocitos T, ADA negativos, isolados
do doente.

3)Identificacdo, isolamento e cultura dos linfocitos T ADA positivos

4)Re-implantagdo destas células no doente

Esta tecnologia ndo permite a cura , mas sim um tratamento que necessita ser repetido varias vezes. O
tratamento com éxito necessita da transferéncia eficiente do gene para celulas estaminais da medula
Ossea, mas estas sao muito dificeis de isolar nos seres humanos ¢ a sua inser¢ao com vectores retrovirais €
muito deficiente.

A combinag¢do de varios tipos de tratamento para esta doenga tem melhorado alguns aspectos como por

ex: menor numero de infecgdes, mas ¢ evidente que € necessario introduzir consideraveis melhorias na
geneterapia para que este tipo de tratamento seja um sucesso.
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Mostra-se no quadro 8 seguinte alguns exemplos
de ensaios de geneterapia em desordens
hereditarias em seres humanos
(Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — Tab.. 22.5)

Quadro 8
Desordem Celulas alteradas Estratégia da geneterapia
Deficiéncia ADA Celulas T e celulas Ex vivo GAT utiliza retrovirus
estaminais hematopoieticas recombinantes ou lipossomas
para inserir o gene ADA
Fibrose quistica Epitelio respiratorio In vivo GAT usando adenovirus
recombinante ou lipossomas
para inserir o gene CFTR
Hipercolesterolémia Células hepaticas Ex vivo GAT usando retrovirus
para transmitir o gene do
receptor LDL (LDLR)
Doenga Glucocerebrosida Celulas estaminais Ex vivo GAT usando retrovirus
de Gaucher hematopoieticas para transmitir o gene (GBA)

GAT = Terapia com aumento do gene.

Na hipercolesterolemia familiar, hd deficiéncia nos receptores para as LDL que sdo normalmente
sintetizados no figado e por um simples gene. Para esta geneterapia ¢ obtido cirurgicamente um
fragmento hepatico e a partir dele sdo feitas culturas de células hepaticas que serdo infectadas depois com
retrovirus contendo o gene humano normal LDLR.

As células geneticamente assim modificadas sdo depois devolvidas ao doente através de um catéter
aplicado num ramo do sistema venoso portal. Esta metodologia aguarda no entanto avangos significativos
da eficiéncia da transferéncia do gene.

Noutra situacdo patolégica dos humanos, a fibrose quistica devido a mutagdes no gene CFTR que
perturba o transporte de ides Cl através das celulas epiteliais, o principal orgdo atingido ¢ o pulmao.
Infelizmente ndo sdo conhecidos métodos para cultura de células pulmonares no laboratorio e dai terem
sido tentados processos in vivo, utilizando adenovirus como vector do CFTR ou lipossomas veiculados
por um broncoscdpio ou por via nasal. Dificuldades vérias sobretudo nas doses de vectores a utilizar, e
complicacdes subsequentes tem tornado esta terapia ineficaz.

Também na distrofia muscular de Dachenne uma desordem recessiva severa ligada ao cromossoma X dos
humanos, a geneterapia ndo tem progredido devido a falta de sistemas de transferéncia de genes
adequados.

2.2.4 - Geneterapia em situacoes neoplasicas e doencas infecciosas
(Strachan, T. & Read, A.P.,1999 — cap. 22.5)

Numerosos ensaios neste dominio da geneterapia do cancro tém sido realizados baseados numa estratégia
em promover a morte de células cancerosas através da introdugdo de genes codificadores de toxinas, etc,
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e noutras estratégias provocando respostas imunologicas fortalecidas. Diversos exemplos de geneterapias
contra cancro estdo descritas (Strachan, T. & Read,A.P.,1999 — cap. 22.7).

Em certas situagdes tem-se procurado alvejar simples genes como por exemplo o gene TP 53, ou os genes
KRAS anti-sense.

No entanto os resultados concretos fazem sentir a necessidade de melhores métodos para a transferéncia e
expressao dos genes utilizados, bem como respostas antitumorais eficientes.

No que se refere a geneterapia de doencgas infecciosas as estratégias ensaiadas passam pelas tentativas de
provocar respostas imunologicas especificas ou pela destrui¢do especifica das células infectadas baseadas
todas elas no conhecimento do ciclo evolutivo do agente infeccioso.

As geneterapias ex vivo para situagdes cancerosas humanas passam na maioria das vezes pela tentativa de
recrutar celulas do sistema imunitério para destruir as celulas tumorais. E o caso da transferéncia de genes
como o factor de necrose tumoral  (TNF — ) para linfocitos infiltrantes de tumores pretendendo-se
aumentar a eficacia anti tumoral destes. No entanto além dos efeitos adversos colaterais para os seres
humanos deste factor, também a sua fraca eficiéncia para ser introduzido em linfocitos humanos ¢ notoria.

Em animais de experiéncia tem sido tentado modificar as celulas tumorais murinas com a inser¢ao de
diversos genes codificadores de diversas citocinas (diversas interleucinas), TNF _ , interferdo — (IFN),
factor estimulador de colonias de macrofagos (GM-CSR), com resultados satisfatorios mas quando se
passa das células tumorais para tumores solidos de um certo tamanho os resultados ja sdo menos
satisfatorios.

Também a modificacdo de células tumorais do doente, modificadas geneticamente com uma série de
genes para , imunizar doentes pode aumentar a resposta imunitaria dos hospedeiros, mas ¢ muito dificil o
crescimento de células tumorais “in vitro”, embora a cultura de fibroblastos seja mais facil.

A geneterapia “in vivo” em certos tipos de cancro humano tem sido ensaiada por modificagdes genética
das celulas tumorais como no caso de certos melanomas, tumores colorectais € uma série de tumores
solidos, utilizando a injeccdo directa de lipossomas contendo um gene codificador de HLA- 7 ou 2-
microglubina, Noutras circunstancias tem sido utilizado retrovirus com veiculo de um gene codificador de
um proquimico que confere sensibilidade para morte da célula apds a subsequente administracdo do
quimico adequado.

No caso da geneterapia ensaiada em doengas infecciosas, tal como no caso dos cancros as células
infectadas podem ser mortas directamente (por inser¢ao de um gene codificador de uma toxina ou produto
analogo) ou indirectamente favorecendo a resposta imunoldgica contra o agente infeccioso em causa.

Como ja referimos o objectivo nestas circunstancias passa pela interferéncia no ciclo vital do agente

infeccioso, podendo em certas circunstancias actuar ao nivel do bloqueio da infec¢@o ou da inibi¢ao ao
nivel do RNA ou ainda ao nivel das proteinas expressas.
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1 - INTRODUCAO

A clonagem animal ¢ a reproducdo assexuada de um individuo em que a descendéncia deste tem um
genoma nuclear essencialmente idéntico ao seu (Mullins, L. J. 2003)

Hé diversos tipos de clonagem sendo os de maior interesse para nos os seguintes:

Tipo 1- a partir de uma célula original, por divisdo mitdtica gera-se um grupo de células
geneticamente idénticas. A célula original cria um novo conjunto de cromossomas e divide-os pelas duas
células filhas. E o que acontece, por exemplo, nas culturas celulares feitas a partir de uma tunica célula
inicial.

Tipo 2- a partir de um DNA original podem produzir-se, por técnicas de biologia molecular
adequadas, por exemplo, por PCR, uma série de moléculas idénticas a original, o que ¢ designado por
clonagem molecular ou clonagem de DNA.

Tipo 3- a partir de um embrido, por fraccionamento deste, podem produzir-se animais idénticos. E
isto que sucede naturalmente com os gémeos idénticos, quando se encontra o estadio com duas cé¢lulas
apenas. Nos bovinos, a partir de embrides com 4 e 8 células (blastdbmeros) podem ser obtidas células
individualizadas, e implanta-las em diferentes maes de aluguer, podendo depois desenvolver-se
normalmente produzindo as respectivas crias (clones).

Tipo 4- neste outro tipo de clonagem a transferéncia ou transplante do nticleo (N.T.) de uma célula
de um organismo para um o6cito ao qual foi removido o nucleo pode permitir a criagdo de um ou mais
animais geneticamente idénticos.

Clonagem nuclear, transferéncia de nucleo ou transplante nuclear (N.T) corresponde pois a
introducao de um nacleo de uma dada célula dadora, adulta, fetal ou embrionaria, num odcito enucleado,
produzindo um embrido clonado. Este ¢ transferido para o utero de uma fémea recipiente e tem potencial
para gerar um novo ser, um clone da célula dadora do ntcleo o que constitui a clonagem reprodutiva(ver
esquema seguinte). As tecnologias para clonagem podem ser um tanto varidveis consoante as espécies
animais onde sdo ensaiadas, tornando-se necessario para o efeito um bom conhecimento do processo
reprodutivo que ocorre em cada espécie animal, e dos possiveis obstaculos que podem surgir numa dada
espécie.
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Esquema geral da N.T
Célula dadora do Oocito
nuacleo
\ / Enucleagio
N.T. Oocito
enucleado

Fusao ou injecgdo e
activacao

v

Desenvolvimento

v

Blastocisto

As células dadoras de nucleo (podem ser ou ndo transfectadas) sdo seleccionadas, podendo ser
sincronizadas antes da N.T.

Os odcitos sdo enucleados por remogdo dos cromossomas na metafase, assim como o primeiro
corpo polar (Kiihholzer, B. et Prather, B.S., 2000)

As células dadoras do nucleo sdo depois transferidas para debaixo da zona pelucida do oo6cito onde
sao fundidas e activado o o6cito ou entdo o nucleo da célula dadora pode ser injectado no citoplasto do
odcito.

As células, quando diferenciadas e em cultura, ttm um didmetro menor relativamente aos
blastomeros o que pode dificultar a fusdo da célula dadora de nucleo com o citoplasto recipiente (oocito
enucleado) (Wells, D.N. et alii 1997; Lavoir, MC et alii 1997; Dominic, T et alii, 1999) uma vez que o
prévio alinhamento eléctrico das células se torna impossivel dado o diferente tamanho das células, o que
tem levado alguns investigadores ao alinhamento manual das células ou 4 manipulacdo do meio em que
isto decorre (Kiihholzer, B. et Prather, B.S., 2000).

A injecg¢do intracitoplasmica da célula dadora tem permitido obter descendéncia em ratinhos
(Wakayama, 1998), bovinos (Goto, K, 1997) e suinos (TAO, T, 1999).
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Apos a fusdo simultanea e activacdo, o nucleo doado ¢ completamente remodelado o que implica
trocas entre a célula dadora de nucleo ou o nticleo doado e o citoplasto (oocito enucleado) ( Prather, R.S,
1989).

Com odcitos préactivados ou envelhecidos, com baixos niveis de MPF (factores de promogdo da
maturacao) a quebra do envolucro nuclear ndo ocorre ou ocorre s6 parcialmente (Barnes, FL, 1993)

Utilizando para a N.T células diferenciadas ¢ necessario um mais elevado grau de reprogramacao
(facilitado por altas taxas de MPF) do que com os blastomeros de embrides em fases iniciais.

No passado a modificagcdo genética dos animais domésticos nao conseguia ser finamente controlada.
Hoje com a tecnologia da N.T. ¢ possivel dispor das bases para criar alguns animais domésticos com
modificagdes genéticas especificas e precisas, e através de uma diversidade de tipos celulares,
embridnicos, fetais e adultos, como dadores de nucleo.

Como referiremos mais adiante, a fase do ciclo celular das células dadoras de nucleo ou receptoras
destes, sdo muito importantes nos desenvolvimentos subsequentes.

Nas fontes dadoras de caridtipos foi possivel verificar que nos bovinos, as células estaminais
embridnicas nao t€m permitido até hoje gestagdes até ao seu termo, em consequéncia de deficiéncias, ou
auséncia de cotiledones e respostas hemorragicas nos carunculos (Kiihholzer, B. et Prather, B.S., 2000).
Também tentativas para a partir de células germinativas primordiais (PGC), estabelecer células
germinativas embrionicas (EG) semelhantes 4s células estaminais embridnicas, ndo produziram
descendéncia em virtude dos embrides resultantes serem pequenos e com placentas anormais. No entanto
foram produzidos vitelos por N.T. a partir de fibroblastos fetais (Wells, DN, 1997; Libelli, J B, 1998;
Zakhartchenko, V, 1999), e caprinos a partir de linhas celulares fetais cultivadas e com odcitos maturados
“in vivo” (Baguisi, A, 1999) ou “in vitro” (Keefer, CL, 1999).

Apo6s mais de uma década de estudos, ndo tem sido possivel isolar linhas de células estaminais
embrionicas (ES) de qualquer espécie de animal doméstico com excep¢do dos ratinhos e mais
recentemente de frangos (Pain, B. et alii 1999, Prelle, K. et alii, 1999).

Contudo tém sido isoladas e até transfectadas células germinativas primarias (PGC), células
embridnicas que originam os gametas, que podem ser cultivadas como células germinativas embrionicas
(EG) muito parecidas com as ES e que podem ser transfectadas directamente.

Tém sido isoladas células PGC de frangos e mamiferos, as primeiras podendo chegar a produgdo de
descendéncia, enquanto que com as dos mamiferos tem sido dificil que elas, apds transformacao,
originem células da linha germinativa.

Na N.T. em suinos, a eficiéncia da clonagem ¢ bastante menor que a alcancada noutras espécies o
que ¢ justificado com a mais alta sensibilidade dos odcitos porcinos para o flurocromo utilizado
rotineiramente nessa biotecnologia, e ao alto conteudo lipidico dos odcitos porcinos, bem como a uma
transi¢do maternal zigotica precoce.

No entanto, tém sido assinalados éxitos em suinos, a partir de fibroblastos fetais (Du, ZT,
1998;TAO,T, Boquistac, 1999, TAO,T et alii, 1999) e de fibroblastos transfectados.
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Na técnica de N.T. pode ser transferido apenas o ntcleo ou pode a célula intacta ser injectada ou
integrada no odcito enucleado, e neste ultimo caso a célula dadora do ntcleo tem que ser fundida com o
odcito e o embrido reconstruido activado por um curto pulso eléctrico.

No caso dos ovinos os embrides resultantes da N.T. sdo cultivados 5, 6 dias e aqueles que parecem
ter um desenvolvimento normal (cerca de 10% das fusdes efectuadas) sdo implantados em maes de
aluguer, conseguindo-se assim animais vivos, € tornando possivel a introducdo muito mais precisa de
modificagdes genéticas nos animais se iSso porventura interessar (transgenese).

A ovelha Dolly criada em 1996 na Roslin Institute, foi o primeiro animal clonado a partir de uma
c¢lula dadora de nucleo, extraida da glandula mamaria de um ovino com 6 anos.

A utilizagdo de células diferenciadas para N.T. teve pela primeira vez €xito com ovinos, foi o caso
da utilizagdo de células mamarias adultas cultivadas (Wilmut, I, 1997), e hoje nao restam davidas depois
destas experiéncias com células adultas diferenciadas terem tido €xito inclusive em bovinos, que estas
células diferenciadas podem ser reprogramadas como ¢ o caso de células cumulus (Kato, 1998), células
murais da granulosa (Wells, 1999) e células mamarias (Vignor, 1999 , Zakhartchenko, 1999). No entanto
a capacidade de producao de descendéncia ainda ¢ muito baixa e ao redor de 1% como veremos adiante.

As células adultas diferenciadas ndo se encontram pois modificadas geneticamente de forma
irreversivel e o seu DNA pode ser reprogramado para dirigir o desenvolvimento embridnico.

Apos 1996 foram clonados, por diversos grupos e em diversos paises, ratinhos, bovinos, ovinos,
caprinos e suinos, havendo no entanto maiores dificuldades para a clonagem de coelhos, ratazanas,
macacos, caes, gatos e solipedes, o que talvez se deva as diferengas que existem nas primeiras fases de
desenvolvimento embrionico entre as diversas espécies aminais. Assim nos ovinos € seres humanos, o
embrido divide-se até as 8-16 células antes dos genes do nucleo efectuarem o controlo desse
desenvolvimento, enquanto nos ratinhos esta transi¢do embridnica nuclear ocorre logo no estddio das
duas células.

O sucesso alcangado com embrides reconstruidos por N.T. originando nado vivos € muito baixo em
todas as espécies animais sendo em média cerca de 1%.

A ineficiéncia da clonagem por N.T. € pois muito elevada e no ratinho e noutros animais conhece-se
a importancia, neste contexto, da escolha da célula dadora de nucleo (somatica, germinativa, embrionaria,
fetal ou adulta, quiescente ou em divisao activa) e do oocito.

Por outro lado muita da descendéncia destas clonagens por N.T. morre ainda durante a gravidez
(muitas vezes por desenvolvimento anormal da placenta), ou pouco depois do nascimento, devido a
problemas respiratorios ou cardio-vasculares.

Pode suceder ainda que diversos bovinos e ovinos clonados nasgam muito maiores do que os
animais normais ndo clonados (vide adiante Sindroma LOS — Large Offspring Syndrome)

Uma explicacdo plausivel para estas anormalidades ocorrendo nas situagdes de clonagem por N.T.
de células somaticas adultas, pode ser a do estado de metilagdo do DNA das células somaticas dadoras do
N.T. terem uma diferente estrutura da cromatina, daquela que se observa no esperma e no 6vulo, tal como
a reconfiguracdo da estrutura da cromatina apods a fertilizacdo decorrerem diferentemente nas duas
situagoes.
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Uma reprogramag¢do incompleta ou desapropriada do ntcleo transferido pode ocorrer dentro de
algumas horas apds a activagdo dos embrides reconstruidos, e dai a desregulagdao da expressdao dos genes
e a impossibilidade do embrido ou feto se desenvolverem normalmente.

A N.T. necessita portanto de ntcleos intactos e com cromossomas funcionais.

A N.T. necessita por outro lado de odcitos e de maes de aluguer para levar os embrides clonados até
ao seu termo, devendo estes ser dentro da mesma espécie e de ragas muito proximas.

A N.T. pode ser utilizada com duas finalidades, assim:

1°- Para obter copias idénticas de determinados animais (clones) com finalidades de produgdo
animal ou outras (clonagem reprodutiva).

2°- Para produzir cé€lulas em cultura para depois as utilizar em animais vivos, por exemplo na
clonagem terapéutica, apds introducao ou ndo de modificacdes genéticas desejaveis (transgenese) nessas
populagdes celulares.

Em termos praticos a clonagem referida em 1° tem sido utilizada em bovinos e suinos, as espécies
de maior interesse pecudrio, devendo para ser eficazes essas clonagens ser integradas sistematicamente
nos programas de reproducdo, preservando a diversidade genética.

No 2° caso pode visar-se além da clonagem terapéutica directa, a produgdo de proteinas terapéuticas
para utilizagdo (animais biorreactores) por exemplo, em seres humanos ou inclusivamente a
xenotransplantagao de 6rgaos e tecidos ou mesmo para outras manipulagdes genéticas desejaveis, como,
por exemplo, a produgdo de animais experimentais, correccao de patologias diversas, geneterapia, etc...

Assim tém sido produzidas proteinas humanas no leite de ovinos, caprinos e bovinos transgénicos
(por exemplo: alfa-1- antitripsina para o tratamento da fibrose cistica e enfizemas).

Também suinos geneticamente modificados t€ém sido apontados como possiveis dadores de 6rgaos
apos N.T., em que genes de suinos foram deletados para eliminar o gene da alfa-galactose transferase,
responsavel por criar grupos de carbohidratos nos tecidos suinos em grande parte responsaveis pela
rejeigdo imediata de um orgdo de suino transplantado para um ser humano.

Os transplantes celulares obtidos de determinados dadores sdo passiveis de rejeigdo pelos animais
receptores, a ndo ser que essas células derivem do proprio animal receptor (células autdlogas)

A clonagem por N. T. a partir de animais adultos e a partir de diversos tipos de células prova pois,
que o oocito e o embrido em fases iniciais t€ém capacidade para reprogramar a cromatina do nucleo até
originar células plenamente diferenciadas.

Os nucleos dadores tomados de embrides em estadios de desenvolvimento progressivo, originam
correlativamente, uma menor propor¢cao de embrides reconstruidos que chegam a termo. (Willmut, I,
1997)

E também conhecido que células estaminais embrionicas podem gerar diversos tipos de tecidos e
que células estaminais adultas perdem muita desta capacidade.

As células estaminais embrionicas (ES) derivam da massa de células interior (ICM) de embrides

muito em inicio de formagao e as de ratinho mantidas em condi¢des de cultura adequadas podem manter-
se indefinidamente “in vitro” sem se diferenciarem, constituindo linhas celulares.
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As ES sdo dificeis de obter e ndo tém sido isoladas como linhas celulares a partir dos animais das
espécies pecuarias.

Algumas populacdes de células estaminais adultas podem originar diversos tipos celulares. Estas
células consoante as suas proveniéncias t€ém vantagens e desvantagens relativas para diversos tipos de
aplicagoes.

As linhas ES tém uma tremenda capacidade para se replicar e adaptar a modificagdes genéticas
nelas introduzidas.

Veremos adiante noutro tema as caracteristicas de algumas células, totipotentes (ES), pluripotentes e
diferenciadas.

A obtencao de clones a partir da N.T. de células somaticas foi conseguida mais facilmente em cinco
espécies animais, ovinos (1996), bovinos (1998), ratinhos (1998), caprinos (1999) e suinos (2000). (ver

quadro seguinte da historia da clonagem N.T.)

Historia da clonagem N.T. a partir das células somaticas adultas

1952 | Briggs e King clonaram razinhas

1996 | Foi clonada a ovelha Dolly, o primeiro mamifero a ser clonado a partir de uma
c¢lula adulta

1998 | Foram clonados ratinhos

1998 | Foram clonados bovinos

1999 | Foram clonados caprinos

2000 | Foram clonados suinos

2001 | Foi clonado um gato

2002 | Foram clonados coelhos

2003 | Foram clonados ratazanas

2003 | Foram clonados um macaco € um cavalo

2004 | Foram clonados bovinos em série

2005 | Foi clonado um canideo

No entanto, inicialmente noutras espécies animais, esta N.T. a partir de cé¢lulas somaticas permitia o
desenvolvimento de embrides mas nao a obtencao de descendéncia, era o caso das ratazanas, coelhos,
caes, gatos e alguns primatas. Contudo a medida que as metodologias biotecnologicas foram evoluindo
foram clonados por N.T. a partir de células somaticas gatos (2001), coelhos (2002), ratazanas (2003),
solipedes (2003) e canideos (2005).

Estas diferencas entre as diversas espécies animais no €xito da N.T. a partir de células somaticas
foram verificadas também anteriormente com outras metodologias tais como a cultura de embrides ou a
congelacdo de embrides.

Diversos tipos de células tém sido utilizadas com éxito como dadoras para N.T.. Contudo parece
que algumas células terminalmente diferenciadas ndo sdo aptas como dadoras para N.T., apesar de se
conseguir descendéncia a partir de células da mesma linhagem mas em estadios mais precoces do seu
desenvolvimento.
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Os embrides reconstituidos por N.T. que conseguem originar descendéncia viavel sdo por ora em
numero inferior a 1%, como ja se referimos, independentemente do protocolo utilizado ou do tipo de
célula dadora de nucleo. Esta situagdo parece resultar de falhas que se vao acumulando ao longo de todos
os estadios de desenvolvimento do embrido, embora 10-50% dos embrides produzidos se desenvolvam
até ao estadio de blastocisto.

Por outro lado apds a transferéncia dos embrides para as fémeas receptoras, ocorrem mais perdas em
todas as fases da gestacdo, muitas vezes associando-se a morte com anormalidades varias, ou mesmo sem
anormalidades.

Em experiéncias realizadas no Roslin Institute em Edimburgo, com ovinos clonados, apurou-se que
42% dos cordeiros morrem poucos dias apds o nascimento. Nas anormalidades assinaladas encontram-se
anormalidades placentarias, pulmonares, cardiovasculares e outras.

Potencialmente algumas células dos tecidos adultos t€ém sido isoladas e cultivadas, podendo, apos
transferéncia dos tecidos para meios de cultura “in vitro”, originar cé€lulas filhas convertidas noutros tipos
de células, em circunstancias apropriadas.

Esta conversdao em diferentes tipos de células ocorre através de mecanismo ainda relativamente
desconhecido, mas factores no meio ambiente local t€ém papéis criticos neste controlo da diferenciagao
das células adultas em outros tipos especificos de cé¢lulas, ou seja, na sua plasticidade.

Esta plasticidade € necessaria para esta conversdo, quer ao nivel do nucleo quer das proprias células,
ao nivel do DNA, podendo admitir-se que nos factores do ambiente extra-celular que regulam esta
plasticidade se encontrardo no caso das N.T. proteinas intracelulares do odcito receptor do nucleo
transferido ou do embrido.

Admite-se que ocorra uma sequéncia de modificagdes na expressdao dos respectivos genes, durante
esta plasticidade mais do que a perda de actividade de certas regides do DNA.

Isto terd inicio logo apos a formagao do embrido, que inicialmente sera controlado pelas proteinas e
mensagens contidas no oocito quando da ovulagao.

2 - OS OOCITOS E AS CELULAS DADORAS DE NUCLEO NA CLONAGEM NT

No que se refere a eficiéncia da clonagem por N.T. admite-se que se possa ampliar esta através do
aumento da uniformidade dos odcitos recipientes e das células dadoras de nucleo (Miyoshi, K. Et Alii,
2003)

Os odcitos sofrem um longo periodo de desenvolvimento que se inicia logo na primeira metade da
vida fetal.

No entanto para que possa ocorrer a fertilizacao € necessaria uma fase final de maturacao que ocorre
antes dele ser libertado do ovario na fémea adulta.

Esta maturacao antes da ovulagdo decorre no ambiente do foliculo ovérico em que o odcito €

envolvido por células cumulus que constituem como que uma nuvem de células granulosas. No que se
refere ao odcito propriamente dito, por fora da sua membrana plasmatica, encontra-se um involucro sem
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células, a chamada zona pelucida, e depois uma massa viscosa de células cumulus intimamente aderentes
umas as outras.

No momento da ovulagdo a parede do foliculo rompe-se libertando algum liquido folicular,
juntamente com uma massa de odcito — células cumulus. Esta massa passa depois “in vivo” no
infundibulum, entra na ampola do oviducto onde as células cumulus sdo perdidas rapidamente e a
fertilizagao ocorre logo a seguir, se for caso disso
(http://www.ansci.cornell.edu/courses/as150/labs/lab3.html)

No entanto ap0s intervengoes cirurgicas adequadas aquela massa de oocito — células cumulus pode
ser aspirada de foliculos puncionados na fase final da maturagdo, para posteriores manipulagdes “in vitro”
com microscopios de dissecao e obtengao de oocitos ou de células cumulus.

O odcito nos bovinos ¢ uma célula muito grande com cerca de 100 micras, enquanto cada célula
cumulus tém cerca de 10 micras.

Curiosamente em odcitos de bufalas (Warriach, H. M. e Chohan, K. R., 2004) aqueles que tém um
seu redor camadas intactas de células cumulus e camadas mais espessas, tém melhor competéncia
meiotica e maior eficdcia para maturagao “in vitro”.

2.1 - ALGUNS ASPECTOS DOS OOCITOS RECIPIENTES
(MIYOSHI, K. ET, ALII, 2003)

Nos processos de transplantacdo dos nucleos estdo envolvidos a enucleagdo dos odcitos, a fusdo e
activacao de células e ainda os processos de cultura “in vitro” dos embrides, além de varios outros

processos, todos eles implicados na eficiéncia da obtencdo de descendéncia clonada.

Sendo o o6cito (citoplasto) a tnica célula que reprograma o nucleo transplantado, constitui s por si
uma fonte condicionadora dos resultados obtidos com a clonagem.

Por outro lado, a preparagdo do nucleo transferido para ser reprogramado tem profundas
implicagdes em todo este contexto.

Ha que proceder, pois, a selec¢cdo do odcito recipiente para a N.T. a partir de células diferenciadas.

E conhecido na fertilizagdo “ in vitro” (Wang, WH et alii, 1997) que o processo de maturagdo do
o6cito ¢ crucial para a obtencdo de oocitos de qualidade aptos a serem fertilizados e originarem um
desenvolvimento embridnico normal.

A manutenc¢do desadequada dos odcitos origina falhas e anormalidades (Moor, BM.et alii, 1998)

H4 sugestdes de que elevadas concentragdes de actividade de factor MPF
(maturation/meiosis/mitosis-promoting factor) sao precisas para reprogramar o nucleo transferido de uma

célula ja diferenciada.

A actividade deste factor MPF ao longo da maturagdo dos odcitos ¢ maxima nas etapas I (MI) e MII
(Campbell, KHS et alii, 1998).
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Estudos comparativos feitos com oocitos MI e o6citos MII em mamiferos parecem indicar que os
odcitos MII sdo mais apropriados para clonagem a partir de células diferenciadas sendo o MPF necessario
mas nao suficiente para se obter o madximo desenvolvimento dos embrides, reconstruidos.

Parecem existir diferencas na qualidade dos o6citos consoante eles sdo maturados “in vitro” ou “in
vivo”, sendo necessario metodologias para identificar os melhores para a clonagem (Miyoshi, K. et alii,
2003)

Também os odcitos derivados de animais pré- pubres em relacdo a animais adultos, revelam nos
bovinos, didmetro menor e reduzidas concentragdes proteicas (Duby, RT et alii, 1996, Gandalfi, F. et alii,
1998; Leveske, J.T et alii, 1994; Khatir, H et alii, 1998), alem de diferencas ultra estruturais e
citoquimicas.

Também apo6s maturacao “in vitro”, relativamente a “in vivo”, os oocitos derivados de bovinos pré-
pubres revelam menores taxas de MPF e MAPK (mitogen-activated protein kinase) e receptores inositol
1,4,5- trifosfato € menor capacidade para originar blastocistos, parecendo suceder o mesmo em suinos.

2.2 - ALGUNS ASPECTOS DAS CELULAS DIFERENCIADAS COMO DADORAS PARA N.T.
(Mi1yosHI, K. ET ALIIL, 2003)

Tém sido utilizadas para este efeito, como ja vimos, diversos tipos de células tais como células
embridnicas, fibroblastos, c¢lulas da glandula mamaria, células cumulus, células do oviduto, leucocitos,
células da granulosa, células germinativas, células hepaticas, etc... quer de animais adultos quer de recém
nascidos, fetais, machos e fémeas, pelo menos nos bovinos ( Brem e Kuhholzer, 2002).

Nao parece quanto & produgdo de blastocistos que a sua eficdcia varie muito, excepto no caso
extremo em que se comparam as células musculares do tecido fetal com células hepaticas adultas de
macho.

Também nao parece, comparando fibroblastos fetais e adultos de bovino, que ocorram diferencas no
que se refere a fusdo, segmentagao e formacao de blastocistos (Niemann, et alii, 2002).

A cultura “in vitro” das células dadoras, antes da N.T. pode originar alteragdes genéticas.
Normalmente, sdo utilizadas células com menos de 10 passagens, mas em bovinos Kubota, C. et alii,
2000 alcangaram éxitos com células com 10 e 15 passagens.

Normalmente sao utilizadas para a N.T. células dadoras quiescentes paradas nas fases G0/G1 do
ciclo celular, tendo o método especifico para a paragem do ciclo celular nestas fases, importancia na
sobrevivéncia fetal de termo e na sobrevivéncia dos recém nascidos (Gibbons et alii, 2002).

Tém sido utilizadas metodologias para este efeito & base de inibidores reversiveis do ciclo celular
(Alesst, F. et alii, 1998).

As células podem ser sincronizadas nas etapas G0/G1 com a ajuda de caréncia de soro sanguineo no
meio da cultura e paragem do crescimento quando as células em cultura atingem a sua confluéncia. Tem
sido utilizada a roscovitina, um inibidor especifico da CDKz (Cyclin dependent Kinase) para este efeito,
parecendo tratar-se de um inibidor reversivel.
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Atente-se que diversas linhas celulares derivadas do mesmo tecido ou 6rgao (Kato, Y. et alii. 2000)
podem diferir quanto a sua eficiéncia para efeitos de clonagem. Isto tém sido verificado pelo menos em
bovinos e suinos, o que talvez se deva a diferentes efeitos epigenéticos.

3 - OUTROS FACTORES QUE CONTRIBUEM PARA A INEFICIENCIA DA CLONAGEM POR N.T.
(MULLING; L.J. ET ALII, 2003)

Em primeiro lugar a enucleagdo do odcito significa um trauma enorme para esta célula tal como as
condi¢des em que vao ser cultivados e ainda a agressdo da introducdo de um nucleo (dador) por
microinjec¢ao ou electrofusdo. A activagao do o6cito € o seu “timing” € a sua reprogramagao a operar
antes dos destinos a serem tomados pelas células emergentes, tais como a diferenciagdo do trofoblasto, a
implantagdo e o desenvolvimento dos tecidos embridnicos e extra embridnicos, sdo outras etapas que
podem estar na base de limita¢des varias.

Uma complicacao significativa na N.T. de células somaticas ¢ o mau funcionamento do trofoblasto
levando a insuficiéncias da placenta. Cerca de 1/3 dos embrides clonados em vacas e ovinos abortam
durante a gestacao (Paterson, L., 2002).

Nos bovinos as perdas em fases mais tardias (apds 90 dias de gestagdo) chegam a 40% nas N.T.
somaticas, enquanto os embrides clonados (por fusdo de blastomeros com odcitos enucleados) se ficam
nos 4,3% e nos 0% na fertilizagdo “in vitro” (Heyman, Y. et alii. 2002).

A superacumulac¢do de fluido placentario afecta 40% das gravidezes com embrides clonados.
Nos ratinhos clonados a placenta ¢ 2 a 3 vezes maior do que nos fetos nao clonados.

Também apds N.T. as perdas por morte dos recém nascidos e a produgao de descendéncias
anormais sao comuns.

Nos bovinos, o peso a nascenca de vitelos clonados por N.T. de células adultas somaticas ¢ mais
elevado do que nos vitelos de IVF (in vitro fertilization) e a taxa de sobrevivéncia mais baixa (Heyman,
Y. et alii. 2002).

Muita da descendéncia clonada morre nas primeiras 24 horas apds o nascimento em virtude de
perturbacdes respiratorias e cardiovasculares, surgindo ainda outras complicacdes como gestagdes
prolongadas acumulagao de fluidos e 6rgaos dilatados.

A enucleagdo dos odcitos € normalmente feita por micromanipulagdo e a introdu¢do do nucleo
dador no odcito € feita por microinjec¢do ou por fusdo, parecendo que quanto mais maduro estiver o
odcito melhor recipiente sera para a N.T.

No nucleo transplantado ocorre “disassembly” em consequéncia das elevadas concentragdes de
MPF (factor promotor da maturacao) no citoplasma oocitico em metafase II (MII) havendo sugestoes,
como referimos anteriormente, de que quanto mais maduro estiver o o6cito melhor receptor sera para a
N.T..

ApoOs a activacao artificial (quimica ou eléctrica) do odcito transplantado, ocorre o “reassemble”
nuclear.
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A activacdo apds a N.T. parece ser vantajosa para o desenvolvimento subsequente embora ndo seja
essencial no caso dos bovinos (Kubato et alii, 2000), e nos ovinos a activagao tardia ndo tem efeito. Nem
os zigotos activados nem os oocitos activados sdo recipientes apropriados para a N.T.

3.1 - N.T. DE CELULAS SOMATICAS

No quadro seguinte faz-se uma comparagao das eficiéncias da clonagem por N.T., em roedores, a
partir de diversas células somaticas.

Eficiéncia da clonagem em ratinhos por N.T. a partir de células somaticas (in Mullins, L. J. et

alii, 2003)

C¢lula dadora de nucleo % de blastocistos | % de descendéncia viva

produzidos gerada
Embrido de duas células 29 10
Embrido de quatro células 22 6
Embrido de quatro células 83 57
Embrido de oito células 17 3
Cumulus - 2
Cumulus N.T. + activagao 30-345 2-3
imediata
Cumulus N.T. + activagao 42-61 1-3
1-3 horas
Fibroblasto fetal (N.T. em 30 1-3
serie)
Cortex cerebral fetal - 5,5

Nos ratinhos a reprogramagdo dos nicleos embridnicos parece ser restringida apds a activagdao do
genoma embrionico que ocorre na etapa das duas células e dai a baixa eficacia da N.T., a partir de células
adultas, no ratinho.

3.2 - EFICACIA DA CLONAGEM POR N.T. DE CELULAS SOMATICAS EM DIVERSAS ESPECIES
ANIMAIS

Dado o seu inegével interesse, visto permitir, independentemente das espécies animais, tipo de
células dadoras de nucleo e tecnologias utilizadas, averiguar da baixa eficacia da clonagem por N.T.
transcrevemos no quadro seguinte os dados compilados por Lesley Paterson (Scientific Secretary to lan
Wilmut, Gene Expression and Development, Roslin Institute, July 2002) sobre a eficiéncia da clonagem
por N.T. de células soméaticas em diversas espécies animais.

Estes dados resumem os elementos colhidos nas cinquenta referéncias bibliograficas trabalhadas por
Lesley Paterson, e que até julho de 2002 abordavam esta matéria.

Atende-se a diversas caracteristicas tais como a idade das células dadoras de nucleo, o seu tipo, a
percentagem de embrides formados a partir dos odcitos N.T., o numero de gestagdes produzidas
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(inclusive com o numero total de recipientes), o nimero de gestagdes perdidas, o namero de nado vivos
(inclusive a percentagem de embrides totais transferidos), o nimero de sobreviventes e a eficacia da
clonagem, ou seja, o nimero de animais vivos expressos como a percentagem do numero total de oocitos
N.T.

No quadro em aprego e no caso dos ratinhos, as duas colunas referentes ao numero de gestacdes
(namero de recipientes) e ao numero de gestagdes perdidas no bovinos, suinos, ovinos, caprinos, gatos e
coelhos, sdo substituidas por uma unica coluna correspondente ao numero de implantagdes, revelando
quantos fetos foram implantados nos uteros mas que eram subsequentemente reabsorvidos.
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Eficikncia da clona

em por N.T. de cululas somb6ticas

spécie aj da Tepobd dade o o Qles doRfitieka eflidds embridedNtalessohrostehcgeia da clonagem %Bef.
Bovina Adulta Cumulus 39,4% 3(3) 0 5 (83,3%) 2 5,0% 11
% (34) 3 3(7,30) 3 0,0% T2
Oviduto 39.3% 2(2) 0 3 (75%) 2 2,0% 11
4 (14) 2 2 (11,8%) 2 0,8% 12
Uterina 3(7) 2 2 (14,2%) 0 2.0% 12
Granulosa 00,4% T0 (100%) 10 .00 19
_ 2 (2,7%) 1 0,5% 14
16,0% 31 (97) 73 S 8 0.7% 5
Gl mambria 16,1% 2 (2) T T ( 25%) T 0.4% 16
16,8% 4(31) 2 2 (4,4%) 2 0,7% 17
Muscular 14,2% 8 (20) 4 4 (15,3%) 1 0,8% 18
Fibroblasto 53,50 B(12) s T (6.25%) 0 T.10% 16
1(5) 0 1(16,7%) 0 0,6% 19
11,9% 15 (36) 9 6 (7,4%) 4 0,5% 20
16.5% G (1) 5 T (3,8%) T 0.3% 21
24 (48) 12 12 (20,3%) 4 2,8% 12
31,1% 6 (37) 4 2 (4,6%) 1 0,8% 17
7 25 (133) 36 S 3 7 72
cem nascidoj Fibroblasto 5(13) 3 2 (12,5%) 2 1,1% 12
Fhgado 4 (8) 2 2 (20%) 1 1,3% 12
Testiculo T(1) 1 0 1 0,0% 12
Fetal Fibroblasto 4,6% 17 (22) 11 6 (7,6%) 6 0,3% 23
22,7% 8 (12) 7 2 (8,7%) 1 0,4% 24
T1.7% 5 (12) 5 0 7 0.0% 21
2 (6) 1 1 (14.3%) 1 3,8% 12
27,5% 52 (115) 33 25 (11,3%) 11 0,9% 25
11 (40) 5 (3 5 7 22
T10 (247) 50 30 (00%) ! 7 |
Germinativa 22,7% 8 (17) 7 1(3,5%) 0 0,2% 27
FHgado T(3) T 0 7 0.0% 12
etal p/ Adulto | Som6tica 535 (2170) 432 106 82 ? 28
Stina Adulta Fibroblasto 2 (5) | 2 (0.0%) 2 0,0% 70
Granulosa 2 (10) 1 5(0,8%) 5 0,1% 30
cem nascidoj Fibroblasto 9,5% 1(5) 0 4 (0,9%) 2 31
Fetal T(0.00%) T 0.2% 32
3 (0) 2 1 | 0.1% 32
5 (10) 3 2 (0,3%) 1 0,2% 34
Som6tica 4(0,7%) 4 0,5% 35
Ovina Adulta Gl mambria 10,50 1(13) 0 1(3,4%) 1 0,4% 36
Granulosa 30,4% 2 (4) 1 1 1 4,3% 37
11,9% 31 6 (6,7%) 1 0,6% 38
Fetal Fbroblasto 27,50 B(10) 2 3 (7,00) 2 7% 30
13,6% 11 (24) 2 7 (10,4%) 5 1,4% 39
_ 39 (75) 31 4 (3,3%) 0 ? 40
19,0% 17 (42) 3 12 (17,5%) 3 3.4% 21
aprina ulta ranulosa ,07/0 I
4 (8) 0 7 (7,7%) 6 7,2% 43
cumulus 2 (29) 0 3 (1,3%) T 0.7% 1z
Fetal Fibroblasto 1(6) 0 2 (3,7%) 1 2,1% 43
5 (13) 0 6 (6,2% 3 1,6% 45
5 (23) 0 B (2.200) 5 0.0% 25
32,1% 6 (15) 3 5 (13,2%) 5 3,1% 47
Somé6tica 3 (2,7%) 3 1,1% 48
Cumglus ou Fibroblasto

Gato/Coelho Adulta 2 (8) 1 1 1 ? 49
Adulta cumulus 10 (04) 3 5 (0,600) 2 0.5% B0

atinno ulta umulus umeros de iImplantasxes ,2/0 ,07/0
86 (2,3%) 80 1,1% 2
2.1% | 3% 2 5.8% 3
3(0,7%) 0 4
46,0% 6 (2%) 0,9% 5
7 ?5,7 B/lo) 2,:;% 5
52,80 0 (5,30) 2,80 15
Firbroblasto _ 3 (1,1%) 1 04% 6
21,8% 134 5 (1,7%) 5 0.0% 7

cem nascido

Sertoli 23,6% ** 235 16 (3,6%) 11 0,9% 8
Fetal Firbroblasto 16,4% 73 5 (1,1%) 2 0,2% 9
Glonadas 55, 1% G (2.7%) 5 T.5% 2
Neurais 29,7% o 11 3,1% 10

*

nl de oycitos N.T. exceptp ni de oycitos sobreviventes
nl de oycitos cultivados
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3.3 - N.T. DE CELULAS ESTAMINAIS EMBRIONICAS (ES) EM RATINHOS

O embrido se explantado, portanto com os seus tecidos transferidos para um meio artificial, pode
originar linhas celulares estaminais embrionicas pluripotentes o que tem sido conseguido por ora a partir
de ratinhos e humanos mas ndo a partir de animais de especies pecuarias.

Estas linhas celulares estaminais embrionicas (ES), como ja referimos, derivam das ICM dos
blastocistos, sendo pluripotentes e cultivaveis “in vitro” durante muitas passagens, sem a aneuploidia
podendo gerar ratinhos quiméricos se injectadas em blastocistos receptores diploides ou tetraploides
gerando todos os tecidos embridnicos e fetais.

No quadro seguinte refere-se a eficiéncia da clonagem em ratinhos por N.T. a partir de células
estaminais embrionicas (ES), (in Mullins, L. J. et alii, 2003)

Caracteristicas
Caracteristicas da célula| % de blastocistos | % de descendéncia viva
ES dadora de ntcleo produzidos gerada
Interfase 28 -
MII 56-70 -
Linha “inbred” 22 1,8
Linha F1 22 3,5
80% de confluencia 49 9
60-70% de confluencia 22 1
Passagem n° 19 47 5
Passagem n° 22 27 0,2

As células estaminais embrionicas das primeiras passagens ou replicagdes, produzem fetos em
melhores condi¢des do que as células estaminais ja passadas muitas vezes, podendo observar-se nestes
ultimos casos diversas anormalidades nos fetos, com mortalidade post-natal (Nagy, A. et alii, 1993)
indicando portanto perdas de potencial de desenvolvimento.

Conforme veremos mais tarde (reprogramacao), durante a pré-implantacdo do embrido, a maioria do
DNA do genoma, torna-se menos metilado, com os blastocistos com baixas taxas de metilagdo.

Os niveis fetais de metilacdo sdo adquiridos apds a implantagao do embrido e pela metilagdo de
novo (Kapri, T. et alit 1992). Nos genes “imprinting”, cuja expressdo depende da origem paterna ou
materna, a regulagdo da metilacao ¢ um tanto diferente da ocorrida na pré-implantagao.

4 - CLONAGEM DE MAMIFEROS POR N.T. E EXPRESSAO DE ALGUNS GENES
(WESTHUSIN, ML.E., 2003)

Como temos vindo a referir, na clonagem dos mamiferos por N.T., ocorre a transferéncia de um
nucleo de uma célula dadora obtida do animal a ser clonado, para um odcito recipiente a que foram
removidos os cromossomas em metafase (nucleo).

O nucleo dador transferido € depois reprogramado em ordem a dirigir o desenvolvimento do novo

embrido, geneticamente igual ao da célula dadora desse nucleo. O embrido obtido pode ser transferido
para uma mae adoptiva onde a gesta¢ao decorrera até ao seu termo com o nascimento de um clone.
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Como vimos, em geral e independentemente da espécie animal, apenas 1 a 5% dos embrides obtidos
por esta forma sobrevivem até ao seu termo.

Esta demonstrado (Westhusin, M.E., 2003), que embrides e fetos produzidos por N.T. tém perfis de
expressao de genes diferentes dos embrides e fetos normais obtidos por processos naturais.

Em alguns casos, por exemplo o mRNA codificador de IGF-II ¢ super expresso nos blastocistos

clonados e subexpresso nos fetos clonados, comparativamente a embrides e fetos obtidos por fertilizagao
normal (Wigner et alii, 2000 in Westhusin, M.E., 2003).

Também os IL-6, FGF-4 ¢ FGFr2 sdo anormalmente expressos em algumas morulas e blastocistos
obtidos por N.T. (Daniels, R. et alii, 2000).

E de admitir que apos a N.T. uma reprogramacao genética inadequada seja responsavel por uma
expressao de genes aberrante durante a embriogenése e constitua a principal causa de falhas no seu
desenvolvimento.

As condi¢des de cultura dos embrides bovinos pré-implantados condicionam naturalmente a
expressao dos seus genes (Wrenzycki, C., 2003)

O pertil da expressao dos genes de embrides pré-implantados murinos ¢ bovinos, ¢ diferente dos
embrides produzidos “ in vitro” para os embrides derivados “in vivo” tal como se refere no quadro

seguinte:

Embriées pré-implantados

Genes Produzidos “in vitro” Produzidos “in vivo”

Conexina 43 - +
b Lif (factor inibidor da + -
leucemia bovina)
Lif- receptor + -
Hsp 70 1 (proteinas de | Reguladas positivamente Menos reguladas
choque térmico) positivamente
Glut-1 (transportador de | Reguladas negativamente Menos reguladas
glucose) negativamente

+ = Positivo

- = Negativo

Aceita-se que alteragdes persistentes na expressao normal dos genes, sobretudo ao nivel das suas
metilacdes, sejam a causa do LOS (Large Offspring Syndrome) que afecta cerca de 1/3 das crias bovinas
resultantes das transferéncia de embrides produzidos “in vitro™.

5 - PRODUCAO DE BOVINOS CLONADOS POR N.T., TIPOS DE CELULAS DADORAS E UM
EXEMPLO DE CLONAGEM POR N.T. DE UM BOVINO
(FORSBERG, E. J. ET ALIIL, 2002)

Diversos tipos de células de bovino tém sido utilizados para a N.T. e obtencdo de embrides,
procurando-se identificar quais os tipos celulares que produzem crias mais saudaveis e que possuem
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caracteristicas de crescimento mais adequadas para suportarem manipulacdes genéticas como por
exemplo de transgénese.

Hé consideravel variagdo entre diversos tipos de células obtidas a partir de um mesmo animal, o
mesmo sucedendo para o mesmo tipo de c€lulas mas obtidas de diversos animais.

Foi possivel verificar em N.T. que células fetais em cultura sdo mais adequadas do que as células
adultas para a iniciacdo da gravidez e produgdo de crias, com excepg¢ao das células cumulus do foliculo
ovarico.

As células fetais da “genital ridge” (GR) neste estudo (Forsberg, E. J. et alii, 2002) foram as que
permitiram mais altas taxas de iniciacdo da gravidez e de nascimento de crias, bem como melhores
caracteristicas proliferativas quando cultivadas. Estas células GR cultivadas utilizadas na N.T. e
transferencia de embrides, iniciaram gravidezes em 40% das 197 vitelas recipientes e de todas as
recipientes 9% geraram vitelos.

Por outro lado as GR cultivadas duplicavam-se 85 vezes ao todo e 75 vezes apos diluicdo para
subsequente cultura a partir de uma unica célula.

Contudo, células transfectadas (transgénicas) tém uma taxa de inicia¢dao de gravidezes e producao
de crias inferior 4s observadas em células ndo transfectadas(22% contra 32% no primeiro caso ¢ 3,4%
contra 8,9% no segundo caso).

Os primeiros tipos de células utilizadas para clonagem de mamiferos por N.T. foram retiradas de
embrides em pré-implantagdo (Sims e First, 1994; Willadgen, 1986; Keefer et alii, 1994; Mclaughlin et
alii, 1990; Kato e Tsumoda, 1993; Chesne et alii, 1993), mas a pequena quantidade de células obtenivel
levou ao seu abandono (Peura et al, 2001; Stice e Keefer, 1993) tendo-se passado a utilizar no caso do
ratinho células estaminais embrionicas (ES) extraidas sobretudo das células da massa interna do
blastocisto o que permitia obter grande nimero de linhas de células que podiam ser geneticamente
modificadas (Tsumoda e Kato, 1993; Stice et al, 1996; First et al, 1994).

Mas se certas linhas de células ES de ratinho permitiam a clonagem desta espécie animal, inclusive
tinham capacidade para fazer a integracdo de transgenes por recombina¢do homodloga, as células
estaminais embrionicas das espécies pecuarias, como os bovinos e suinos, ndo o t€ém permitido pelo
menos até agora, dada a dificuldade em as propagar (Piedrahita, 2000;Whekler, 1994) e as estabilizar em
linhas celulares, e ndo se modificavam geneticamente por recombinacao homologa.

Um grande avango nesta matéria consistiu na clonagem da ovelha Dolly (Wilmut et alii 1997) feita
a partir de células de epitélio mamario de um animal adulto.

A clonagem de cabras, ratinhos, bovinos, suinos e outras espécies animais tém sido realizadas
utilizando para a N.T. c€lulas ndo embridnicas (Baguisi et alii, 1999; Betthauser et alii, 2000; Cibelli et
alii, 1998; Kato et alii, 1998; Onishi et alii, 2000; McCreath et alii, 2000; Pace et alii, 2002; polejaeva et
alii, 2000;Strelchenko et alii, 1998; Wakayama et alii, 1999; Wells, et alii, 1997, Wells et alii, 1999).

Como ja referimos, diversos tipos de células tém sido utilizadas para este efeito, como ¢ o caso de
fibroblastos adultos, fibroblastos fetais e células adultas da cumulus ou da granulosa.

81



| CLONAGEM POR TRANSFERENCIA DE NUCLEO (NT) NOS ANIMAIS |

Arat, S et alii, 2005 referem ter conseguido clonar embrides de bovino a partir de células dadoras de
nlcleo provenientes de massas musculares de carcagas de bovino armazenadas a temperaturas de
refrigeragdo (O° C.) durante 72 horas.

Também as cé€lulas germinativas embrionicas derivadas de “genital ridges” fetais tém caracteristicas
que lhes permitem a incorporagdo de transgenes “in vitro” (Piedrahita et alii, 1998; Resnick et alii, 1992;
Shamblott et alii, 1999; Surani, 1999; Lavoir et alii, 1994; Lavoir et alii, 1997; Dehaise et alii, 1995;
Matsui et alii, 1992) o mesmo sucedendo com fibroblastos fetais ovinos (McCreath et alii, 2000).

5.1 - EXEMPLO SUMARIO DE UMA CLONAGEM POR N.T. EM BOVINO
(FORSBERG, E. J. ET ALIIL, 2002)

O 1solamento e cultura de células de varias proveniéncias, por exemplo “genital ridges”, tecidos
corporeos fetais (sem incluir cabega e visceras) ou pavilhdo auricular comeca pela remog¢ao asséptica dos
tecidos e sua fragmentacdo com laminas, em meio adequado contendo uma protease, seguindo-se uma
curta incubacdo de 45 minutos a 37°C. Seguem-se novas desagregacoes através de crivos adequados,
diluicdo em meio apropriado e centrifugacao.

Uma porc¢do deste sedimento obtido contendo 50.000 — 100.000 células € cultivado em meio de
cultura proprio, sobre uma camada de células alimentadoras de ratinho, inactivadas mitoticamente,
contida em placas ou frascos para cultura de células contendo um meio de cultura complexo que pode em
algumas circunstancias incluir certos factores de crescimento e recombinacao.

A cultura ¢ desenvolvida a 37°C numa atmosfera de ar himido contendo 5% de CO2 e ap6s 5-7 dias
as concentragdes dos factores de crescimento e recombinagdo sdao reduzidas e apos 9-12 dias de cultura
sa0 mesmo removidos.

Apo0s as células em cultura confluirem umas com as outras sdo passadas (distribuidas por novos
recipientes com meio de cultura) utilizando processos standard (Forsberg, E. J. et alii, 2002).

Cerca de 100 destas células sao depois cultivadas como se referiu atras.

As células sdo analisadas na sua morfologia e depois aspiradas as células seleccionadas, por
micromanipulacao.

Como veremos oportunamente, no caso da transgenése, optimizado o tipo de célula dadora de
nucleo e construido o DNA pretendido ¢ realizada a transfec¢do por electroporacao utilizando para o
efeito reagentes comerciais adequados e os protocolos de transfeccdo recomendado pelos fabricantes
desses reagentes.

Quanto aos oocitos para células recipientes dos nucleos dadores, sdo aspirados de ovarios colhidos
no matadouro e amadurecidos durante a noite em meio adequado contendo hormona luteinizante, num

incubador a 38,5°C num ambiente contendo 5% de CO2.

Apo6s 16-17 horas a camada de células cumulus expande-se e em cerca de 70% dos odcitos sdo
extrudidos os primeiros corpos polares.

Os oocitos sdo depois desprovidos das células cumulus por agitagdo em Vortex e a cromatina corada
com corante adequado em meio contendo citocatalasina.
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A citocatalasina nas cé€lulas vivas promove o desaparecimento do citoesqueleto de actina inibindo os
movimentos da celula.

Os odcitos corados e em suspensdo, em gotas do seu meio de manutencao e sob 6leo mineral, sdo
depois desprovidos de ntcleo através de delicada micromanipulacao.

Por outro lado as células dadoras de nucleo isoladas sdo incubadas numa solugdo de protease e
parecida com aquela que continha os odcitos. Depois sdo distribuidas numa suspensao que contenha
apenas uma cé€lula, sendo esta lavada com o meio anterior e utilizada para N.T. dentro de 2-3 horas.

Uma tnica célula dadora de nticleo com o tamanho 6ptimo (12-15um) ¢ inserida no espago
perivitelino do odcito enucleado, sendo a fusdo da membrana plasmatica da célula e do o6cito promovida
pela aplicagdo de um pulso electronico de 90v 15u segundos numa solugdo adequada contida numa
camara de 500pm.

Segue-se a cultura em meio adequado e os embrides N.T. sdo depois activados e incubados, lavados
e re-incubados e novamente cultivados. Pode seguir-se uma segunda N.T. (reclonagem) apoés
desagregacao dos embrides N.T. no estado de moérula e nova clonagem em o6citos por estes blastomeros
provenientes das morulas, seguindo-se nova cultura em meio adequado.

Os embrides de boa qualidade morfoldgica sdo transferidos para fémeas recipientes adequadas.
Blastocistos de grau 1 ou 2 (IETS, 1998) podem ser transferidos para recipientes (1 a 3 embrides
/recipiente).

6 - CLONAGEM EM CANIDEOS
A clonagem por N.T. em canideos, depois de muitas experiéncias falhadas, veio a ser alcangada
recentemente (Lee, B.C. et alii..., 2005) pela equipa de médicos veterinarios de W. S. Hwang na Coreia

do Sul.

A tecnologia utilizada para se alcancar este €xito nos canideos baseou-se no conhecimento das
dificuldades de maturagao dos “o6citos” caninos “in vitro”.

A equipa do Prof. Hwang promoveu a matura¢do “in vivo” dos o6citos obtidos.

Como ja referimos o sucesso das clonagens por N.T. a partir de células somaticas (SCNT) depende
da qualidade, disponibilidade e maturagdo dos o6citos nao fertilizados.

Sucede que ao contrario dos outros mamiferos, nos canideos a ovulagdo ocorre primeira profase
meiotica, amadurecendo depois os odcitos dois a trés dias na regides distais do oviduto (Lee, B. C. et alii,
2005).

Nas experiéncias do Prof. Hwang os odcitos maturados “in vivo” na metafase II ap6s 72 horas post
ovulac¢do, eram recolhidos por irrigag¢do (flushing) dos ovidutos.

As células dadoras dos nucleos foram fibroblastos obtidos por biopsia da pele do pavilhdo auricular

de um galgo macho afegdo e que foram cultivadas com 2 a 5 passagens (com transferéncia das células em
pleno desenvolvimento para novo recipiente com o meio de cultura adequado (Lee, B. C. et alii, 2005)).
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Os odcitos nao fertilizados eram enucleados por micromanipulagdo, e uma tUnica célula dadora
transferida para cada o6cito enucleado. Seguia-se a fusdo do par e apos esta ocorrer a activagao.

Depois os oocitos activados eram transferidos para os ovidutos ou cornos uterinos de recipientes
adequadas em momentos apropriados das fases de desenvolvimento dos embrides.

Foram colhidos de cada cadela cerca de 12 odcitos, tendo sido construidos 1.095 embriGes caninos
que foram transferidos para 123 cadelas, tendo as gestagdes sido confirmadas por ultrasonografia.

A gravidez s6 se verificou quando a transferéncia de embrides ocorria antes das 4 horas, apos a
activagdo dos odcitos o que parece ser crucial para o éxito da clonagem.

Apenas dois fetos chegaram a termo, e os dois caes que resultaram das 123 cadelas recipientes
representam apenas uma eficiéncia de 1,6% o que é considerado muito pouco face aos resultados
alcancados por exemplo em gatos e cavalos (Shin et alii, 2002; Galli et ali1, 2003).

Um dos caes clonados sobreviveu e o outro morreu aos 22 dias em consequéncia de uma pneumonia
de aspiragao mas sem anomalias anatomicas observaveis, post mortem.

Aguarda-se que no futuro se consigam obter linhas de células estaminais embrionicas de canideos
que permitam encarar clonagens terapéuticas.

7 - CLONAGEM DE GATOS “FELIS DOMESTICUS”
(SHIN, T. ET ALII, 2002)

Experiéncias em 2002 de clonagem por N.T. em gatos tendo como cé¢lulas dadoras de ntucleo,
fibroblastos adultos, ndo permitiram gerar animais vivos (Shin, T. et alii, 2002). Esses fibroblastos
adultos eram isolados a partir da mucosa oral de um gato adulto macho, passados 3 a 7 vezes em cultura ,
sendo essas células congeladas e armazenadas em azoto liquido e depois descongeladas e fundidas com
ovulos de gata amadurecidos “in vitro”. Estes odcitos eram enucleados por micromanipulagdo quando em
metafase e depois transferidos para fémeas recipientes sincronizadas.

Este objectivo ja foi no entanto conseguido utilizando como células dadoras do ntcleo para a N.T.
células cumulus em cultura primaria, obtidas de uma fémea adulta.

Comprovou-se o €xito do clone obtido através dos seguintes parametros:

- Anélise do DNA das células cumulus para a N.T.

- Anélise do DNA dos leucécitos do sangue do animal dador de nacleo

- Anélise do DNA dos leucocitos do sangue da mae de aluguer

- Anélise do DNA do esfregao swab oral do gatinho clonado

- Anélise do DNA da amostra de controlo de outro felideo e comparagdo com bases de dados
genéticos de gatos

- Anélise de 7 loci microsatelites especificos ndo ligados altamente polimorficos de felideos.

Todos estes pardmetros confirmaram que o gatinho clonado era um clone.

A coloracdo da pelagem do gatinho clonado, como sucede com outros animais idénticos
geneticamente mas com pigmentacoes de diversas cores, nao ¢ exactamente a mesma do animal dador do
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nucleo, pois a pigmentacdo multipla e variada dos animais deve-se ndo s6 a factores genéticos mas
também a factores de desenvolvimento que nao sao controlados pelo genotipo.

Curiosamente, experiéncias efectuadas ja em 2005 pela equipa do Prof. W. S. Hwang na Coreia do
Sul (Yin, W. J. et alii, 2005) ja permitiram fazer a clonagem de gatos por N.T. a partir de células
somaticas fibroblasticas fetais e adultas da pele, como dadoras de nucleo.

Os odcitos nestas experiéncias foram obtidos a partir da desintegracao de ovarios em meio Hepes-
tamponado TCM 199 e seleccionando os complexos cumulus odcito (COC) com massa de células
cumulus compacta e cor escura. O ooplasma homogéneo era cultivado e maturado em meio TCM 199 +
10% de soro bovino fetal durante 12 horas.

Os gendtipos de animais clonados eram idénticos aos das linhas celulares dadoras de nucleo.

A clonagem reprodutiva alcangada em gatos ja estd no dominio da exploracao comercial na medida
em que nos U.S.A. a empresa Genetic Saving & Clone, Inc. se propde fazer clonagens de gatos a pedido
dos donos dos animais a clonar e com o dispéndio de mais ou menos 32 000 dolares U.S.A estabelecendo
para o efeito o seguinte calendario:

Tempo necessario
Pet Banking 21 dias
Producao de embrides 14 dias
Gestacao 65 dias
Desmama 60 dias
Total 160 dias

Se no futuro for possivel estabelecer linhas celulares estaminais embrionicas a partir de N.T. em
gatos sera possivel antever promissoras clonagens terap€uticas nesta espécie animal, feitas a partir de
c¢lulas do proprio animal doente e com riscos minimos ou ausentes no que se refere a
histocompatibilidade. Serd um novo tipo de desempenho na clinica destes animais de companbhia.

Escusado sera dizer que a utilizagdo de equivalentes praticas biotecnoldgicas em canideos e noutras
espécies animais revolucionara a pratica da clinica veterindria.

Dado o seu interesse, € para efeitos puramente informativos, salientamos seguidamente as principais
etapas utilizadas na clonagem de gatos (Shin, T. et alii, 2002), quanto aos seguintes aspectos:

1° Recuperacao de odcito e sua maturagdo “in vitro”

2° Enucleacao

3° Cultura de células e preparagdo de células dadoras

4° Transplante de nucleos (N.T.), electrofusdo e activacao de oocitos

5° Sincronizagdo das fémeas recipientes e transplante de embrides

1° RECUPERACAO DE OOCITO E SUA MATURACAO “IN VITRO”
Foram recolhidos, em clinicas veterindrias, por ovariohisterectomia de rotina tractos reprodutivos de

fémeas normais com mais de 6 meses, sendo os ovarios retirados e lavados com meio adequado e
fragmentados e seccionados com bisturis em ordem a libertar os 6vulos maternos.
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Estes 6vulos eram depois maturados “in vitro” através de cultura em meio complexo (TCM 199 da
Sigma) suplementados e incubados numa atmosfera propria a 38°C.

2° ENUCLEACAO

ApoOs a maturagdo “in vitro”, os évulos eram desprovidos das células cumulus que os envolvem,
através de pipetagens vigorosas durante 3 minutos num meio tamponado suplementado com
hialuronidase, apds o que os odcitos eram colocados em placas de Petri contendo um meio tamponado
suplementado inclusive com citocatalasina (esta droga, como ja referimos, despolimeriza o citoesqueleto
de actina e inibe os movimentos do odcito) e sendo enucleados com a ajuda de uma pipeta de vidro
chanfrada montada num micromanipulador, estando a operagdo a ser conduzida num microscopio
adequado.

A eficécia da enucleagdo era controlada por observagdo em luz ultravioleta.

3° CULTURA DE CELULAS E PREPARACAO DE CELULAS DADORAS DE NUCLEO PARA N.T.

Como ¢ sabido, a eficiéncia das células para este efeito ¢ varidvel consoante o tipo de células
utilizadas.

Obtencao de fibroblastos adultos - Colhidos por biopsia da mucosa oral de gato adulto macho, sdo
cultivados em meio de cultura complexo suplementado e incubados. Apos 3 a 7 passagens sao recolhidos,
congelados e guardados em azoto liquido, sendo depois antes da N.T. (3 a 5 dias antes) descongelados e
mantidos em determinadas condigdes.

Obtencao de células cumulus — Era feita a partir de culturas primarias de células cumulus recolhidas
de gatas adultas preparadas antecipadamente. Assim eram administradas 4s gatas por via intramuscular
150-200 IU de pregnant mare serum gonadotropin (PMSG, Sigma- Aldrich, St Louis) e passadas 75-84
horas injec¢ao de human chorionic gonadotropin (hCG, Chorulon, Intervet Inc., Millsboro, DE).

48 horas ap0s esta ultima injec¢do os ovidutos das gatas tratadas eram fluidificados (flushing) com
meio adequado sendo os 6vulos nao fertilizados recolhidos cirurgicamente.

Os 6vulos eram colectados a partir deste liquido de lavagem com a ajuda de um estereomicroscopio.
As células cumulus eram separadas do ovulo por pipetagens vigorosas em meio adequado suplementado
com hialuronidase, sendo depois colocadas noutro meio, lavadas por centrifugacao e colocadas em meio
apropriado para serem cultivadas durante cerca cinco dias a 37°c numa atmosfera controlada.

4° TRANSPLANTE DE NUCLEO (N.T.), ELECTROFUSAO E ACTIVACAO DO OOCITO
As células anteriores dadoras de nucleo eram tripsinizadas e colocadas em placas de Petri contendo
um meio adequado, sendo depois micromanipuladas em ordem a ter uma unica célula dadora de nucleo
para ser introduzida no interior do espaco perivitelino do 6vulo enucleado.
A dupla célula dadora/6vulo enucleado, ¢ equilibrada numa solu¢ao adequada e ¢ transferida para

uma camara de electrofusdo com a mesma solucdo, sendo a fusdo das duas células introduzida pela
aplicacdo de 2, 3.0 KV/cm 25usec DC pulses, gerado por um aparelho proprio.
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A dupla fundida ¢ retirada da camara de electrofusdo e incubada em meio e condigdes proprias e
passadas duas horas sdo retiradas desta incubacdo e novamente equilibradas na solucao adequada,
colocadas novamente numa camara de fusdo contendo o mesmo meio e aplicada nova electrofusdao com
2x, 1,0 KV/cm 50usec pulses, 5 segundos.

O ovulo clonado ¢ depois removido da camara de fusdo, lavado e incubado em condi¢des
complexas num meio suplementado com um inibidor de sintese proteica.

Os embrides clonados sdo depois cultivados num meio de cultura suplementada, durante 1 a 3 dias.

5° SINCRONIZACAO DAS FEMEAS RECIPIENTES E TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

A sincronizagdo do estrus nas gatas recipientes do embrido a transferir, era alcangada com o
protocolo de tratamento hormonal indicado em 3° na obtencao de células cumulus.

Os embrides clonados referidos em 4° eram transferidos cirurgicamente para o oviduto das gatas
recipientes.

As gestacdes eram acompanhadas por ultrasonografia transabdominal.

8 - CLONAGEM DE SOLIPEDES

A clonagem de equinos depara com a dificuldade da falta de optimiza¢do da maturagdo de odcitos
“in vitro” (Woods, G. L. et alii, 2003) e dos sistemas de cultura dos embrides.

A activacdo de odcitos em muitos animais parece estar associada com as concentragdes
intracelulares de calcio (Kline, 1992). Por exemplo, o perfil de célcio intracelular nos odcitos de equinos
¢ inferior ao da dos odcitos de bovinos.

As concentragdes de calcio nestas biotecnologias de clonagem para obtengdo de uma muar foram
aumentadas nos meios utilizados para cultura “in vitro” e manipulagdo (Woods, G. L. et alii, 2003), tendo
sido conseguidos por estes autores em 2003 a clonagem por N.T. de uma muar a partir de células fetais.

Para isso foi estabelecida uma linha celular de fibroblastos a partir de um feto de muar.

Os oocitos foram obtidos de uma égua através de uma aspiracao transvaginal guiada por ultrasons e
tratados com hialuronidase para remocao das células cumulus.

Apenas os embrides mantidos e activados em meio com elevadas concentragdes de célcio (3 vezes e
6 vezes) originaram gestagdes € no nascimento de uma muar macho de termo.

Woods, G. L. et alii, 2003 referem, que o ntcleo das células de muares, pode dirigir o
desenvolvimento completo embrionico e fetal e que os odcitos de equideos mantidos nas condigdes que
indicam podem reprogramar os nucleos das células somadticas equinas originando desenvolvimento fetal
até ao seu termo.

Galli, C. et alii, 2003 referem ter clonado um poldro a partir de um animal adulto, no caso a propria
¢gua que serviu de mae de aluguer foi a dadora de nucleo para N.T.
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As linhas celulares foram obtidas de fibroblastos equinos por biopsia da pele.

Os odcitos foram obtidos por maturagdo “in vitro” de odcitos foliculares recuperados de ovarios
equinos colhidos em matadouros.

Os embrides eram reconstituidos por fusdo celular com fibroblastos e apenas os embrides fundidos
eram activados e cultivados “in vitro” até ao estado de blastocisto, sendo estes transferidos para éguas
recipientes por meios ndo cirirgicos.

9 - CLONAGEM DE RATAZANAS (RATTUS NORVEGICUS)

As ratazanas sao animais experimentais de muito interesse para diversissimos estudos no ambito das
patologias humanas e animais.

No entanto, a obtencao de linhas celulares estaminais embrionicas (ES) nestes animais ndo tem sido
alcancada ao contrario do que sucede nos ratinhos, o que tem criado enormes dificuldades em certo tipo
de estudos das patologias comparadas, na medida em que as ratazanas sdo animais de eleicdo e com
muitas vantagens para determinadas investigacdes relativamente aos ratinhos e a outras espécies animais.

Por outro lado e apesar de se conhecer ha relativamente pouco tempo todo o genoma destas duas
espécies animais (ratinhos e ratazanas) a producao e obtengdao de mutacdes pontuais (targeted mutations)
nas ratazanas nao tem sido conseguida dada a indisponibilidade de linhas ES para esse efeito. Situagdo de
resto comum com outras espécies animais.

No entanto, tal como ja referimos, apds a constru¢do da ovelha Dolly com as tecnologias para
clonagem a partir do transplante de nucleos de células somaticas (SCNT) esta situacdo modificou-se
passando a ser possivel alcancar clonagens em diversas espécies animais, mais facilmente numas espécies
que noutras.

No caso das ratazanas, apenas em 2003, Qi Zhou e col. alcangaram este objectivo € como vimos
anteriormente nos gatos, cavalos e muar, isto foi conseguido algum tempo antes e nos canideos apenas em
2005.

No caso das ratazanas foi gerada descendéncia fértil clonada, através da regulacao da activacao dos
odcitos (Zhou, Q. Et alii, 2003).

Com efeito referem Qi Zhou et col. neste trabalho que a coordenagdo finamente regulada entre a
transferéncia de nicleo e o momento da activagao do odcito € critica para o €xito da clonagem.

Na ratazana esta coordenacao esta dificultada pelo facto de quase todos os odcitos se activarem
espontaneamente, “although abortively” dentro de 60 minutos apds a sua remocao dos ovidutos (Zernicka
— Goetz, 1991).

Esta situagdo de tao rapida e incompleta activacao dos oocitos ndo ocorre noutras espécies animais,
que tém sido clonadas por N.T. (Zhou, Q. et alii, 2003).

Para se alcancar €xito nas clonagens torna-se necessario adoptar e processo de SCNT a fisiologia do
odcito.
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A activacdo dos odcitos € travada pela inactivagao do factor promotor da maturagao (MPF) através
de uma via de degradacao proteosémica mediada por ciclinas.

Em termos praticos o desenvolvimento da activacdo dos odcitos evidencia-se ao nivel do odcito pela
formacdo de uma marcada producdo de citoplasma. Em oo6citos mantidos em condigdes standard
evidenciam-se dois conjuntos separados de cromatidios, mas se estiverem num meio adicionado de MG
132, que ¢ um inibidor de proteases, observa-se uma placa apenas de metafase estabilizada.

No trabalho de Q. Zhou e col. refere-se que para alcangar este ultimo efeito os investigadores
utilizaram o MG 132 que ¢ um inibidor de proteases que bloqueia reversivelmente a primeira transi¢ao
metafase — anafase da meiose na ratazana (Josefsberg, et alii, 2000) estabilizando reversivelmente a
maioria das metafase MII do odcito até as 3 horas.

Para clonagem com éxito de ratazanas e obtengdo de descendéncia vidvel, torna-se necessario
recolher os oocitos na prevencao de MG 132 nas condigdes descritas (material e métodos in Zhou, Q. et
ali1, 2003) e realizar a SCNT a partir de fibroblastos fetais em cultura sincronizada, dentro de 30 minutos
apo6s a remocgao da droga MG 132.

10 - CLONAGEM DE COELHOS (ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

A clonagem de coelhos tem sido conseguida pela N.T. de células somaticas (SCNT) mas apenas a
partir de células cumulus frescas e nao cultivadas (Chesne et alii 2002 Nat. Biotechnol. 20, 366-369 in
Yang, F. et alii, 2005).

Mas quando se pretende ir mais além da simples clonagem, como por exemplo para a transgénese,
as c¢lulas dadoras de nucleo necessitam ser cultivadas e modificadas geneticamente antes de
transplantadas.

Yang, F. at col. 2005 referem ter conseguido, com metodologias que descrevem, utilizar células
cumulus e fibroblastos cultivados como dadores para a SCNT com €xito, mas com uma eficiéncia muito
baixa, qualquer que fosse o tipo de células cultivadas e utilizadas.

11 - CLONAGEM POR TRANSFERENCIA DE NUCLEOS (N.T.) ENTRE DIFERENTES
ESPECIES ANIMAIS

Este tipo de estudos constitui um meio para averiguar das interac¢des entre o citoplasma de uma
célula de uma dada espécie animal com o nucleo de uma célula dadora de outra espécie animal o que
pode ter interesse, por exemplo, na conservacao de espécies em risco de extingao.

Numchaisrika, P. et alii, 2005 estudaram a hipotese de desenvolver “in vitro” um embrido clonado
de elefante asiatico utilizando como célula receptora um oécito de coelha, sendo as células dadoras de
nucleo obtidas da pele do pavilhdo auricular de um elefante asiatico (Elephus maximus) recém nascido.

As metodologias descritas neste trabalho permitiram obter a fusdo das células somaticas de elefante

com o ooplasma de coelha, podendo os odcitos de coelha servir como receptores para suportar o
desenvolvimento de embrides de elefante clonados, até a etapa de “blastocisto”.
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Noutra experiéncia (Sansinéma, M. et alii, 2005) utilizaram citoplastos de bovino como possivel
receptor da transferéncia de nucleos a partir de células somaticas de outras espécies (i SCNT) admitindo
que possam esses citoplastos servir como recipientes universais para aplicacdes na conservagao de
espécies exoticas. Contudo neste mesmo estudo foi verificado “ in vitro” que o desenvolvimento destas
metodologias ndo resultava, admitindo-se que a interac¢do inter mitocondrial entre células dadora e
receptora possa ser responsavel por este bloqueio observado.

Noutros estudos com Yak (Poephagus Mutus) (Su, L. et alii 2005) foi tentada a clonagem de
fibroblastos da pele de yak fémea de 5 anos em citoplastos recipientes de bovino (Bos taurus). Os
resultados obtidos sugerem que os odcitos de bovino possuem capacidade para programar e reactivar o
genoma de nucleos de células somaticas diferenciadas de yak.

12 - PERSPECTIVAS NA CLONAGEM TERAPEUTICA

Muitas situacdes patologicas dependem de alteragdes num unico tipo de células. Sendo estas
substituiveis por células estaminais, células progenitoras ou células diferenciadas “in vitro”, ¢ possivel
desencadear terapéuticas que ndo provoquem reac¢des imunologicas adversas desde que se gerem
blastocistos por N.T. a partir do ntcleo de células somaticas do proprio doente, blastocistos que
fornecerdo para transplantacdo as células estaminais embrionicas diferenciadas e autdlogas para
terapéuticas do doente (clonagem terapéutica).

E possivel extrapolando, antever para um futuro proximo a clonagem terapéutica eficiente em
situacdes patologicas que se podem estender sobretudo aos animais de companhia depois de estudos
subsequentes que esclarecam muitos dos problemas pendentes neste contexto, passando nao sé pela
obtencao de clones celulares funcionais e compativeis com o recipiente, mas também com um grau de
pureza celular que afaste reacgdes indesejaveis.

Se a partir dos proprios doentes humanos, forem isoladas células somaticas adultas que forem dadoras de
nucleo para clonagem de oocitos dos blastocistos resultantes, forem obtidas linhas de células estaminais
embrionicas que revelem genomas idénticos aos das células dadoras de nucleo, assim como,
histocompatibilidade serd dado um passo extraordinario em frente neste dominio.

Isto sobretudo se as clonagens forem obtidas com €xitos percentuais muito interessantes, revelando
técnicas de isolamento de células dadoras de nucleo e sua manipulagdo até a introdugdo em odcito
recolhido e seu desenvolvimento, muito correctas € muito superiores aquilo a que se esta habituado neste
tipo de clonagem.

No entanto, a extrapolacao destas resultados para aplicagdes clinicas ndo esta por ora nos horizontes
dos investigadores.

Por outro lado, a extrapolacdo para a possivel clonagem terapéutica em animais domésticos, esbarra
ainda na barreira de ndo se ter conseguido por enquanto o isolamento de linhas celulares estaminais
embridnicas vidveis nestes animais.

No entanto, como teremos oportunamente de abordar mais adiante noutro tema, quando tratarmos
de linhas e linhagens de cé€lulas animais, estaminais, progenitoras e células com outros graus de
diferenciacdo, tém sido alcancados alguns éxitos terapéuticos em diversas espécies animais, a partir de
variados tipos de células.
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13 - A CLONAGEM E A PERFORMANCE DOS ANIMAIS

Sera o melhoramento das ragas de animais de basear nas estratégias a base da clonagem, sendo de
considerar como obsoletos os métodos tradicionais de melhoramento animal?

A esta questdao colocada por Van Vleck em 1999 responde ele interrogando-se sobre.... “como deve
ser definido um animal 6ptimo e se esta defini¢do deve ser mudada consoante o tempo, o local e as
exigéncias do mercado”. E avanga de seguida, antes de responder a esta pergunta, que antes de lancar a
clonagem como método de melhoramento genético ¢ necessario saber se um animal ¢ perfeito devido ao
seu fenotipo ou ao seu genotipo.

A clonagem na melhor das hipoteses, e segundo este autor Van Vleck, ¢ mais um dos métodos de
melhoramento animal a juntar a tantos outros como a inseminag¢do artificial, a sexagem do sémen a
ovulagdo multipla, a transferéncia de embrides sexagem de embrides e fertilizagdo “in vitro”. No entanto,
admite a longo termo que a utilizacdo da clonagem necessita ser mais aprofundada sobretudo para ser
mais eficiente no melhoramento das caracteristicas quantitativas das producdes animais.

Por ora, a clonagem dos animais das espécies pecuarias pode ser feita com a finalidade hipotética de
transmitir caracteristicas hereditarias vantajosas de indole produtiva, provenientes de animais reportados
como superiores a média, ou visando a obtencdo de descendéncia por essa clonagem em tempo
relativamente mais curto do que através de reprodugao normal.

No entanto, como teremos oportunidade de ver mais adiante, em relagdo a producdo de leite em
vacas Holstein, as coisas nao parecem passar-se desta forma (Norman, H. D. et alii, 2004).

Por outro lado, os bovinos clonados aparentemente saudaveis ndo podem ser considerados animais
fisiologicamente normais (Chavatte-Palmer, D. et alii, 2002) pelo menos até aos 50 dias de idade .

No entanto, Cindy Tian et alii, 2005, referem quanto a adequacao para o consumo publico, que a
carne e o leite de bovinos clonados em mais de 100 parametros estudados, relativamente a testemunhas
adequadas, ndo sao estatisticamente diferentes e encontram-se dentro dos valores considerados normais.

Podera pois admitir-se, que a clonagem de espécies pecuarias com a finalidade de melhores
performances das produgdes animais, ndo € por ora vantajosa.

Poder-se-a no entanto, vislumbrar outra frente de utilidade, com a utilizacao da clonagem por N.T.
para a obtencdo de animais transgénicos e aqui as perspectivas podem ser outras e talvez mais amplas, ja
havendo alguns exemplos palpaveis.

Nas tecnologias para clonagem dos animais, o fraccionamento de embrides (ETS) (Willadsen, S.
M., 1987 ref. in Norman H. D. et alii, 2004) e a transferéncia de nucleo (ETN) a partir de embrides (Robl,
J. M et alii, 1987 ref. in Norman H. D. et alii, 2004) foram introduzidas para producdo de bovinos
leiteiros nos anos de 1980 (Norman H. D. et alii, 2004).

No fraccionamento dos embrides, o embrido extraido de um animal dador, é seccionado
cirurgicamente (habitualmente em dois segmentos ou quatro) e os semi-embrides transferidos para
animais recipientes com os ciclos reprodutivos sincronizados com os do animal dador.

Em fins de 1987, Robl, et alii, referiram como produzir diversos animais a partir de um unico
embrido, através da transferéncia de nucleos (ETN). O embrido dador era colhido e o nucleo de cada
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célula deste era transferido para outra célula recipiente, a que tinha sido retirado o ntcleo e o embrido
gerado por esta célula com o nucleo transferido era por sua vez, transferido para um animal recipiente
onde gerava um animal diferente, podendo assim obter-se uma familia de clones.

No caso dos animais clonados por ETN, levantou-se a questdo de se os gendtipos de uma familia de
clones seriam idénticos, dado que embora o0 DNA nuclear fosse idéntico o DNA mitocondrial diferia.
Esta questdo continua hoje a ser profundamente investigada e debatida.

Nos U.S.A. a Associagdo Holstein (Brattleboro, V.T.) registou os primeiros bovinos clonados por
fraccionamento de embrides em 1982, e por transferéncia de nucleo em 1989, o que originou grande
excitagdo na industria, pois admitia-se que os animais seleccionados para serem clonados possuiriam um
mérito genético superior que se transmitiria a descendéncia (Norman, H. D. et alii, 2004).

O ntimero de animais clonados por ETS registado no Holstein Association nos U.S.A. aumentou de
4 em 1982 para 246 em 1985, mas depois nos anos seguintes declinou significativamente, sobretudo para
os machos, e 0 mesmo se passou com os animais clonados por ETN de 1988 até 2002.

As producdes leiteiras destes animais clonados por ETS e ETN foram ligeiramente mais baixas do
que nos animais nao clonados utilizados como testemunhas, embora a composi¢ao do leite (gordura e
proteina) fosse sensivelmente idéntica a das testemunhas.

Também a ontogenia dos bovinos clonados para lactagdao tem sido averiguada (Pace, M. M. et alii,
2002).

Neste estudo bovinos foram clonados por N.T. derivados de linhas celulares ndo embridnicas
distintas, (34) entre Janeiro de 1998 e Fevereiro de 2000. Cerca de 25% (535/2170) de animais recipientes
que receberam os embrides reconstruidos iniciaram gestagoes, e destas 19,8% (106/535) originaram
nados vivos, sucedendo que 77% (82/106) destes bovinos clonados subsistiram saudaveis e produtivos até
a data de publicagdo do trabalho (Dezembro de 2001).

Apesar de grandes diferengas no seu peso a nascenca, as suas velocidades de crescimento,
performance reprodutiva e caracteristicas de lactacdo sdo semelhantes aquelas de bovinos leiteiros ndo
clonados testemunhas.

Estdo assinalados (Miyashita, N. et alii, 2002), notdrias diferencas nos comprimentos dos telomeros
entre bovinos clonados a partir de diversos tipos de células, musculares, oviduto, mamarias e da pele do
pavilhdo auricular, utilizando o “Southern blot” como método de analise.

Os comprimentos dos telomeros em bovinos clonados por N.T. de células musculares de um touro
velho eram mais compridos do que no animal dador, embora dentro dos limites de variagdo nos animais

normais.

Sucedeu o contrario quando os dadores de nucleo foram as células do oviduto e epiteliais mamarias
de vaca velha.

Também bovinos clonados a partir de células embridnicas, tal como a sua descendéncia, revelaram
telomeros mais longos do que os controlos da mesma idade.

Parece pois, aceitar-se que a clonagem em si ndo restaura o reldgio telomerico, mas talvez se possa
sugerir que a N.T. pode desencadear um alongamento do telomero consoante o tipo de células dadoras.
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Também, como ja referimos anteriormente, (Chavatte-Palmer, P. et alii, 2002) vitelos obtidos por
clonagem por N.T. (a partir de células somaticas) embora aparentemente saudaveis ndo podem ser
considerados fisiologicamente normais pelo menos até aos 50 dias de idade, atendendo aos seguintes
parametros estudados: peso dos animais, temperaturas, factores hematolégicos e bioquimicos,
concentragdo de IGF-I e IGF- II, IGFBP, GH, insulina, glucose, leptina, T4 e cortisol.

No que se refere aos suinos (Martin, M. et alii, 2004) também as performances de animais clonados
por N.T. (a partir de fibroblastos fetais) em relacdo a animais nao clonados, tem sido averiguada. O tempo
de gestacao média, o tamanho das ninhadas, o peso a nascenca ¢ a desmama de machos e fémeas foram
semelhantes dos animais clonados para os ndo clonados, tal como secedeu com as propor¢des de nado
vivos e sobreviventes a desmama.

Também quanto a performance reprodutiva de touros clonados (Tecirlioglu, R.T. et alii 2005) em
trés touros clonados por SCNT foi comparada a qualidade do seu sémen com o do sémen de dois touros
dadores. Foi examinado o volume do ejaculado, a concentragdo de esperma e a mobilidade caracteristica
do sémen congelado/descongelado, bem como a capacidade de fertilizagdo de cada sémen. A performance
reprodutiva (“in vitro” e “in vivo”) foi semelhante nos dois grupos de animais testados.

Clonagem em série por transferéncia de ntlcleos a partir de células somaticas em touros, podem
permitir uma seleccao de machos para reproducao em mais curto espaco de tempo e mais barata do que os
processos tradicionais, apesar das baixas eficiéncias da clonagem e das altas taxas de mortalidade fetal e
de recém-nascidos .

Kubota, C. et alii, 2004, referem que em clonagens em série em touros, os clones da primeira e
segunda geragdo pareciam saudaveis e possuiam comprimentos normais dos respectivos telomeros, mas
nao conseguiram produzir clones de terceira geracao, o que leva a admitir que de geragdo em geragao se
torna cada vez mais dificil a clonagem, o que permite especular ser impossivel conferir imortalidade
genética ao DNA individual através de clonagens em série.

14 - LARGE OFFSPRING SYNDROME (LOS) NOS ANIMAIS

Embrides de bovinos e ovinos expostos a uma série de ambientes ndao habituais, como por exemplo,
tecnologias de produ¢do de embrides “in vitro” antes da etapa de blastocisto, originam descendéncia
invulgarmente desenvolvida, com grande peso a nascenga € com uma série de defeitos organicos,
passando por gestacdes prolongadas, trabalhos de parto muito dificeis (distécias), perdas fetais e
neonatais, constituindo aquilo que se designa por LOS -Large Offspring Syndrome (Young, L.E. et alii,
1998).

Este conjunto de circunstancias tem limitado a transferéncia destas modernas tecnologias
reprodutivas, como a producdo de embrides “in vitro” ou por N.T., para a pratica agricola e
biotecnoldgica.

A cultura de embrides “in vitro”, a transferéncia assincrona de embrides para ambientes uterinos
“avancados” a transferéncia nuclear (N.T.) e exposi¢cao materna a dietas com altos niveis de ureia, estao
implicadas no aparecimento deste sindroma LOS.

A produgdo “in vitro” dos embrides bovinos aumenta a incidéncia de anormalidades cromossomais,

tal como perturba o metabolismo embridnico ao nivel da glucose, lipidos, lactato, piruvato e acidos
aminados, relativamente aos embrides “in vivo” (Thompson, J. G., 1997).
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Nos embrides de ratinhos produzidos “in vitro” (tal como nos humanos) nao esta assinalado o
sindroma LOS que referimos anteriormente, nem nos suinos, coelhos e hamster, nem nos ratinhos de N.T.
(Young, L.E. et alii, 1998).

O aspecto mais saliente do sindroma LOS ¢ o grande tamanho a nascenca dos animais (por vezes o
dobro do normal), apesar de na gestacdo dos ovinos ser detectado um superdesenvolvimento do feto ja
aos 21 dias (ref. Young et alii, in Young, L.E. et alii, 1998).

As distocias estdo associadas com os tamanhos exagerados dos animais a nascenca, € a gestacoes
sdao frequentemente mais prolongadas, podendo ainda surgir dificuldades respiratérias, e na suc¢do do
leite ou ainda morte pre-natal stibita (ref. Walker et alii, 1998 e Garry, et alii, 1998 in Young, L.E. et alii,
1998).

Por outro lado nos vitelos clonados sugere-se que o metabolismo energético alterado pode ser a
causa da fraqueza apos o nascimento e mortalidade. No momento do nascimento alguns destes vitelos
revelam hipotermia, hipoglicemia e alguns ainda acidez metabdlica severa e hipoxia. Também estdo
assinalados nestes animais ao nascer, concentracdes de glucagon correlacionadas com o peso a nascenga
dos animais (Young, L.E. et alii, 1998).

Também alteracdes grosseiras em diversos orgaos estao assinaladas nestes animais LOS, tais como
aumento das massas musculares, alteragdes da composi¢do em fibras de tecido muscular, displasias
cerebelar e conformagao anormal do esqueleto e da face.

No entanto, a incidéncia de LOS, apds a manipulagdao dos embrides varia entre 0 e quase 100%.

As tecnologias de clonagem tém evoluido e ao mesmo tempo tém revelado a ocorréncia do
sindroma LOS apos transferéncia de ntcleos (N.T.) de células adultas ou fetais em cultura (ref. Wilmut et
alii, 1997, b. e Schinietke, et alii, 1997 in Young, L.E. et alii, 1998).

15 - ALGUMAS PERSPECTIVAS DA CLONAGEM POR N.T. DOS ANIMAIS

As caracteristicas produtivas dos animais, numa perspectiva de producdo animal, parecem
corresponder a expressao de diversissimos genes que intervém em cada uma das facetas produtivas dos
animais (carne, leite, 1as, ovos, etc).

Isto parece desde ja apontar para a dificuldade de introduzir modificagdes genéticas correspondentes
a cada um desses conjuntos de genes.

Nestas circunstancias a simples clonagem, sem a introducao de modificagdes genéticas dos animais
com as melhores caracteristicas de producao animal, parece por ora o tinico caminho disponivel.

Veremos adiante, quando desenvolvermos o tema da transgénese, que no caso dos peixes € mariscos
as coisas parecem nao ser bem assim, pois a introdugdo, por exemplo, apenas do gene da hormona de
crescimento nesses animais, tem permitido a obteng¢ao de ganhos consideraveis na rapidez e condigdes de
desenvolvimento desses animais.

Ficarao portanto, para modificagdes genéticas (transgénese) genes particulares, normalmente um, e

correspondentes promotores. Isto querera dizer que por ora estas modificagdes genéticas podem
corresponder por exemplo; aos animais knockout para modelos de variadissimas situagdes patologicas; ou
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aos animais sem expressao PrP (proteina prionica); ou a ovinos com o gene da fibrose quistica; ou aos
suinos sem estruturas nas superficies celulares responsaveis pela rejeicdo hiperaguda do transplante dos
seus tecidos para outras espécies animais; ou ainda a producao de leite, sangue ou ovos dos animais de
determinado tipo de proteinas dotadas de valor terapéutico sobretudo para seres humanos.

Portanto, por ora os multigenes implicados como factores indicativos de melhores performances de
producao animal, serdo talvez alcancados através de simples clonagem sem modificagcdes do DNA ou seja
sem transgénese. O que sair fora disto, aspectos qualitativos, podera recair na manipulagao genética do
DNA endogeno do animal por alteragdo deste ou mesmo pela introducdo de construgdes de DNA
exogeno.

Por outro lado, a clonagem por N.T., nas espécies animais em que ndo tem sido possivel até hoje,
obter e isolar linhas de células estaminais embrionicas, pode ser uma ferramente basica para operagdes de
transgénese de diversa indole.

Mesmo que se venha a considerar que a simples clonagem terd pouco interesse nas espécies
pecuarias com finalidades produtivas, algumas clonagens terap€uticas ja imprimem novas nuances a toda
esta problemadtica, sobretudo quando aplicadas aos animais de companhia.

Ocorre ainda, que em todas as manipulagdes genéticas nos animais, que vizem finalidades
terapéuticas, produtivas ou de qualquer outra natureza, a clonagem como técnica basica ¢ neste momento
e por ora, uma ferramenta indispensavel para se poder com precisdo, ¢ de forma seleccionavel e
controlavel, oferecer essas manipulacdes.

Clonagens, construcdes de material genético, manipulagdes celulares de células dadoras e/ou
receptoras de nucleo, condicionamento de fémeas de aluguer, ou das condi¢des de manuten¢do e/ou
diferenciacdo celular, e meios de analise e controlo de todas estas etapas sdo as pedras basilares da
biotecnologia animal.

A clonagem dos animais das espécies pecudrias parecem ser mais eficientes (maior frequéncia de
sucesso) do que nos ratinhos (Capecchi, M.R., 2000). Uma das causas desta situagcdo ¢ a possivel
diferenga no tempo associado com cada uma das primeiras divisdes celulares, bem como a rapidez com
que os produtos da expressao dos genes do zigoto sao necessarios para manter o desenvolvimento normal
das diversas espécies.

Tudo isto pode ser a causa de ocorrerem diversos tempos para que um nucleo somatico entrando no
citoplasma do odcito, mude a sua programacdo de nicleo somdatico para uma programacao de nucleo
embridnico.

Embora a clonagem dos animais ndo pareca aumentar o valor comercial das espécies pecudrias, ela
poderd como técnica de base permitir nestes animais, a producdo de produtos terapéuticos, por
transgenese, tal como xenotransplantagdes para seres humanos e até a salvaguarda de espécies porventura
em vias de extingao.

Contudo ndo pode esquecer-se que o meio envolvente dos animais clonados contribui para a sua
individualidade e um descendente clonado podera ser muito diferente do seu progenitor.
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1- INTRODUCAO

Em 1981, Gordon, J.W e Ruddle, F.H. criaram a expressao “ Transgénico’’para expressar animal (no caso
ratinho) geneticamente modificado pela transmissdo de um DNA estranho para um embrido em inicio de
formagao.

Hoje esta expressao aplica-se a um animal que tenha um genoma modificado pela integracdo estavel de
uma sequéncia genética recombinada “in vitro” (Rulicke, T.et Hubscher, U 2000), ou seja moléculas de
DNA construidas “no tubo de ensaio” unindo fragmentos de DNA que normalmente ndo sdo contiguos
(transgene ou tg).

Por transgénese e gene “targeting”(alvejar um determinado gene), podem entender-se fendmenos com a
mesma base mas com “nuances” diferentes. Com efeito, a transgénese pode consistir em introduzir um
gene exdgeno (dador) ndo existente num genoma receptor, enquanto gene “ targeting”, mais
precisamente, pode consistir na introducdo de um gene exogeno correspondente a um dado gene
endogeno existente no genoma receptor, mas esse gene exogeno esta manipulado em ordem a conter
informacdo que induza o silenciamento, a correc¢do ou a super-expressdo do gene cognato do genoma
receptor. Dito de outra forma gene “targeting” ¢ uma metodologia especifica dentro da transgenese.

Da mesma forma houve que considerar diferentes nuances entre clonagem terapéutica e geneterapia. No
caso da clonagem terapéutica pode-se simplesmente recorrer a obten¢@o de clones de células funcionais
que substituam uma dada populagio de células analogas lesadas. E o caso por exemplo da obtengdo a
partir de células indiferenciadas da medula 6ssea, ou de outros tecidos, de clones celulares susceptiveis de
substituirem células lesadas nas massas musculares, inclusive cardiacas, vasos, figado, rim, sangue, etc.
Na geneterapia tem que se descer a um outro nivel, na medida em que se tem que intervir na estrutura de
um dado gene, manipulando-a consoante interesse, e depois na maior parte dos casos introduzir essa
modificacdo num vector adequado que possa ser direccionado eficazmente para células , tecidos ou
orgdos alvo.

Através do gene “targeting” ¢ possivel substituir sequéncias de DNA endégeno numa determinada
localizagdo , por um DNA exdgeno construido(James,J. et Robbins, J, 1997). Para isto torna-se necessario
uma recombinag¢do homdloga do DNA exdgeno, por exemplo electroporado para células receptivas
adequadas, como pode ser o caso de células estaminais embridnicas totipotentes (ES), ou outro tipo de
células pluripotentes.

Habitualmente a constru¢cdo do DNA exo6geno contém marcador ou marcadores escolhidos que permitem
nos processos de selec¢do que se seguem identificar as poucas células em que ocorreu a recombinagao
homologa, na populacao celular em causa.

A constru¢do de DNA exdgeno consiste habitualmente de extensas regides de homologia com aquelas
que flanqueiam o local a alvejar no DNA enddgeno, e contém normalmente pelo menos um ou dois
marcadores escolhidos. Depois torna-se necessario que as sequéncias endogenas correspondentes, sejam
rompidas, com os elementos de DNA criticos para a transmissdo e/ou traducdo do gene enddgeno a serem
substituidos ou por uma sequéncia que contém inclusive um marcador escolhido ou por uma sequéncia
ndo codificadora indcua. Pode assim gerar-se por exemplo um alelo inactivo ou seja um locus do gene
que nao ¢ transcrito nao se produzindo portanto o polipéptido funcional correspondente.

Referem-se, genericamente, no quadro seguinte alguns dos métodos ensaiados para obten¢do de animais
transgénicos( Wheeler, M.B.,2003)
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1 — Transferéncia por retrovirus do DNA construido

2 — Microinjecgao do transgene construido no prontucleo de ovos fertilizados

3 — Injeccdo em cavidades de blastocitos, de células estaminais embrionicas(ES), células
germinativas embrionicas(EG) ou outro tipo de células adequadas previamente expostas ao trangene

4 — Transgene veiculado pelo esperma durante a fertilizagdo “in vitro”

5 — Transferéncia do DNA para células e embrides, mediada por lipossomas

6 — Electroporagao do transgene para esperma, 6vulos, embrides ou outras células adequadas

7 — Biolistica ou seja a injec¢do em determinado tipo de células, do transgene misturado com
pequenas particulas metalicas

8 — Transferéncia para oocitos enucleados, de nucleo(N.T.) contendo o transgene, doado a partir de
células embridnicas ou somaticas adequadas

As vantagens permitidas por este ultimo método em relagdo aos métodos de microinjec¢@o no pronucleo,
ou a transferéncia por retrovirus, sdo ineludiveis, como veremos adiante.

Antes do advento da N.T. a transgenese era na maior parte das vezes feita por injec¢do do DNA exdgeno
no prontcleo de um ovo fertilizado, sendo portanto a inser¢do desse DNA ex6geno no genoma enddgeno,
ao acaso ( ao contrario do que sucede no gene “targeting”), sendo diversas copias desse DNA exo6geno
colocadas no genoma endogeno, habitualmente num ponto e num arranjo, molécula a molécula de cabeca
com cauda ou de cabega com cabega ( James, J.e Robins,1997). Esta colocagdo ou ponto de inser¢cdo ndo
pode neste caso ser controlada, tal como ndo pode ser controlado o nimero de copias a inserir.

Assim, neste processo ao acaso, ¢ impossivel prever ao contrario do gene “targeting”, os locais dessa
insergao.

Naquelas circunstancias a expressdo do transgene serd superimposta aquela dos genes enddgenos. Por
outro lado a colocacdo ao acaso deste DNA exo6geno no genoma endogeno pode ter efeitos mutagénicos
(roturas, rearranjos, delec¢ao do DNA flanqueador) embora estes efeitos tendam a ser recessivos( James/
e Robins, J.J.1997).

Comparacio da trangénese com o gene “‘targeting”

Gene “targeting” Transgenese por injec¢ao
pronuclear do transgene
Locus de inser¢ao Altamente especifica e em local Ao acaso e em local
conhecido desconhecido
Numero de copias inseridas Uma cépia Virias copias concatameros
Consequéncias Mutagenese de inser¢ao?

Efeitos de posi¢ao?
Expressao dependente do numero
de copias?
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Os efeitos da injeccdo pro-nuclear do transgene serdo pois inser¢des de multiplas copias do transgene em
locais ao acaso do genoma, sendo a maioria dos genes integrados susceptiveis aos efeitos de
silenciamento cromossomal que reprimem a expressdo. A natureza repetitiva do locus transgene e as
sequéncias cromossomais no local da inser¢ao ou proximas deste, contribuem para os efeitos anteriores.

Se a introdugdo do transgene convenientemente construido for feito por clonagem N.T. pode obter-se a
inser¢do precisa de uma unica copia em local definido o que permite ultrapassar alguns dos efeitos
desencadeados pela injec¢@o pro-nuclear do transgene.

Transgenese e gene “targeting” sdo por vezes utilizados com finalidades diferentes como ja deixamos
implicito, sendo a transgénese utilizada para ganhar novas fungdes enquanto o gene targeting ¢ utilizado
para aumentar ou suprimir fungdes existentes.

Assim por gene “targeting” pode alvejar-se a redugdo de produtos indesejaveis ou o inverso (como por
exemplo certo tipo de conteudo lipidico na carne) e na transgénese a produ¢do de produtos desejaveis
(como por exemplo produtos farmacéuticos no leite, sangue ou ovos) (Capecchi, M.R.,1989).

Através do gene “targeting” pode escolher-se o gene a ser modificado e o tipo de modificacdo a
introduzir.

O gene “targeting” € pois utilizado para modificar o genoma hospedeiro.

Nos animais sdo conhecidas inumeras doengas genéticas e 4 medida que os genes responsaveis por essas
doengas forem identificados e clonados serd possivel a concep¢do e ensaio de novos protocolos
terapéuticos inclusive a geneterapia, ferramentas estas um tanto diferentes dos simples transplantes
celulares de variadissimos tipos de células estaminais, ou outras compativeis e utilizdveis em
diversissimas situacdes patoldgicas inclusive de caracter ndo genético.

Sao pois perspectivas terapéuticas novas que permitirdo novos horizontes de intervengao clinica com
cariz cada vez mais centrado no paciente individual e que passardo até pelo rastreio da eficicia ou
adequacdo de um dado farmaco para patologias concretas.

2 - ALGUMAS CARA@TERfSTICAS PARA O GENE “TARGETING”
EM ESPECIES PECUARIAS. (CLLARK.,J:2000)

Até a relativamente pouco tempo a tnica forma para conseguir animais de espécies pecuarias modificados
geneticamente consistia na injeccdo directa de novas sequéncias de DNA no pronutcleo de um évulo
fertilizado(injec¢do pro-nuclear)descrita por Hammer, R.E.et alii,1985.

Como referimos com esta metodologia ndo era possivel controlar o local em que se integrava o transgene
no DNA nem o numero de copias integradas no DNA (consequentemente com niveis de expressdo
imprevisiveis) nem tornando possivel a modificacdo dos gene endogenos do proprio animal.

No ratinho e com a utilizagdo de linhas de células estaminais embrionicas(ES) foi possivel ir mais além
inclusive a modificacdo de genes enddgenos do proprio ratinho, e se introduzidas essas células num
embrido em inicio de formagdo podia-se conseguir a formacdo de linhas germinativas contendo a
modificacdo introduzida.
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Estas linhas de células estaminais embrionicas do ratinho quando transfectadas com DNA exdgeno
possuem ainda capacidade para recombinacdo homoéloga o que permite a introducdo de modificagdes
genéticas com precisao.

Hoje os ratinhos sdo modificados geneticamente com facilidade, quer através de delec¢des,substituicdo ou
modificacdo de genes escolhidos.

Infelizmente estas linhas de células estaminais embrionicas ndo tém sido isoladas por ora a partir das
espécies pecuarias .

Contudo como ja referimos, a tecnologia da clonagem por transferéncia de nticleos (N.T.) derivados de

células em cultura (Campbell, K.H.S.et alii, 1996;Wilmut,I et alii.1997) veio permitir nas especies
pecuarias, uma alternativa, para alcangar as modificagdes genéticas desejadas.

2.1 — Caracteristicas das células para transgenese por N.T.

A N.T. e as modificagcdes genéticas que podem ser introduzidas no nucleo antes da clonagem, com
precisdo, tornam possivel transmitir estas modificacdes para as linhas germinativas dos animais das
especies pecuarias.

E necessario no entanto desenvolver células que mantenham a sua totipoténcia ou pluripoténcia para N.T.
apos modifica¢des genéticas varias imprimidas.

Como Ja referimos anteriormente a clonagem por N.T. tem sido conseguida em ovinos, bovinos, caprinos
e suinos(Polejaeva, J.A. et alii,2000) e mais recentemente noutras espécies de animais.

Nos bovinos estdo assinaladas eficiéncias destas N.T. da ordem dos 10%( sobreviventes em relagdo aos
blastocistos transferidos) embora se assinale elevada mortalidade peri-natal e consequéncias nefastas a
longo termo.

Como células dadoras de nucleo para N.T: diferentes tipos somaticos estdo referenciados, inclusive
fibroblastos adultos e fetais, células do ovario, musculares e do epitélio mamario, todas elas derivadas de
tecidos adultos ou fetais, e depois cultivadas em laboratdrio( culturas primarias).

As células somaticas podem ser modificadas geneticamente antes da N.T. permitindo transmitir essas
modificagdes as linhas germinativas. Para isso as células podem ser, transfectadas, por exemplo com as
construcdes exogenas de DNA, seleccionadas depois e testadas para saber da modificacdo genética
operada antes da N.T. sendo as células modificadas geneticamente seleccionadas antes da N.T., sendo
nessas circunstancias todos os animais nascidos, transgénicos.

As células utilizadas na maioria das experiéncias de N.T. em espécies pecudrias sdo células somaticas
primarias que diferem entre si quanto 4 sua resposta quando sdo seleccionadas, bem como quanto a
frequéncia da modificagdo genética e condi¢des de crescimento.

Normalmente a modificagdo genética baseia-se na recombinagdo entre a constru¢do de DNA transfectado
e as sequéncias homoélogas no genoma das células (Capecchi,M.R.,1989) o que implica o
emparelhamento destas sequéncias, seguido pela quebra do DNA e troca entre o vector da modificagdo e
as sequéncias cromossomais endogenas. O vector normalmente contém duas regides complementares das
sequéncias cromossomais, e entre estas duas regides, uma regido ndo homologa que muitas vezes contém
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um marcador seleccionado, como por exemplo resisténcia a um dado antibidtico ou um fluorocromo. A
recombinacdo de cada lado do ,marcador origina a inser¢ao precisa no cromossoma € a0 mesmo tempo
delecta parte ou todo o gene em alvo.

Esta modificagdo genética precisa operada ¢ muito rara ocorrer na populagdo celular em causa (talvez
uma em cada 10 células) sendo necesSario dispdr de métodos para identificar e seleccionar as células que
correctamente receberam a modificagdo genética (dai a importancia de ter introduzido nessa modificagdo
genética um marcador adequado).

Um tipo de células muito utilizado na clonagem por N.T. como referimos sdo os fibroblastos fetais ovinos
e bovinos que proliferam rapidamente “in vitro”e podem ser eficientemente transfectados por
electroporag@o ou por lipofeccdo. Mas mesmo assim este tipo de células somaticas em relagdo as células
estaminais embridnicas ¢ muito menos eficiente para receber modificagdes genéticas tornando necessario
0 seu enriquecimento em cultura para se poder detectar e seleccionar as modificagdes genéticas
introduzidas.

Viérios tipos de vectores podem ser utilizados para alcangar as modificagdes genéticas pretendidas, mas a
estratégia metodoldgica que ndo recorre a promotores € reputada como originando maior enriquecimento
das modificagdes genéticas, o que necessita no entanto que o gene alvo seja expresso. Se o gene alvo nao
¢ expresso no tipo de células utilizado tudo se complica, sendo necessario escolher um tipo de célula
dadora de ntcleo que exprima o gene a modificar geneticamente.

As células modificadas geneticamente e destinadas a N.T.(provenientes de uma unica célula
seleccionada) sdo expandidas em ordem a fornecer células para N.T. e suficiente DNA para se confirmar
se a modificagdo genética pretendida foi ou ndo conseguida. Mas como a eficiéncia alcangada, desta
modificagdo genética ¢ relativamente baixa ¢ preciso rastrear um grande numero de clones candidatos.
Uma vez isoladas potenciais células candidatas, sdo necessarias andlises do DNA (por exemplo por PCR
ou Southern blotting, vide adiante ) para identificar o locus modificado geneticamente e discriminar os
alelos modificados geneticamente dos ndo modificados geneticamente.

Nas células somaticas, recorda-se, ha pelo menos duas copias de cada gene autossomal, das quais apenas

uma ¢ modificada geneticamente( veremos adiante casos em que foi possivel modificar geneticamente
dois alelos).

2.2 — Vida util das populacoes celulares somaticas

As células somaticas dos animais das espécies pecudrias relativamente as células estaminais embridnicas
dos ratinhos t€ém uma esperanca de vida limitada. Com efeito as células estaminais embrionicas do ratinho
sdo células pluripotentes que se podem dividir muitas vezes em cultura sem perder a sua capacidade para
gerar linhas germinativas, podendo as alteragdes genéticas nelas introduzidas, e depois essas mesmas
células serem seleccionadas e multiplicadas sem entrarem em senescéncia.

No caso dos fibroblastos fetais ovinos em culturas primdrias estas células podem dividir-se 80-100 vezes
antes de pararem de se multiplicar, e senescer. Contudo esta ¢ a longevidade das melhores células pois
sucede que a maioria das culturas primdrias de células sdo heterégeneas e uma grande quantidade dessa
populacdo de células tem uma vida média bastante mais curta. Calcula-se (Clark,J. 2000) que sdo
necessarias cerca de 45 duplicacdes das populagdes celulares para se conseguir produzir células
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modificadas geneticamente para N.T., isto utilizando células somaticas derivadas de fetos e utilizando
uma metodologia envolvendo a electroporacao, seleccdo e rastreio.

Trabalhando com esta vida média natural destas populagdes celulares (relativamente limitada) ¢ dificil,
com as tecnologias por ora disponiveis, introduzir uma ou mais modificacdes genéticas nos respectivos
genomas.

Hé no entanto meios para aumentar esta vida média das células cultivadas, como por exemplo a
transfeccdo das células com genes codificando telomerases.

E no entanto necessario que a inser¢do destas telomerases ndo comprometa a totipoténcia ou
pluripoténcia das células em cultura.

Nos ovinos os telomeros degradam-se a um ritmo de cerca de 0,59 Kb por ano, “in vivo”, mas nas
culturas “in vitro” esta degradagdo ¢ muito mais rapida ( Shiels,PG et alii, 1999).

2.3 — Alsumas outras caracteristicas susceptiveis de manipulacao
pelo gene “targeting” dos animais
(Clark. J., 2000)

As modificag¢des nas linhas germinativas introduzidas pela modificacdo genética e ao contrario do que
sucede na injeccdo pro-nuclear, sdo habitualmente recessivas (por exemplo o knockout) ou co-
dominantes (por exemplo modificagdes de genes). E assim necessario modificar ambos os alelos para
verificar efeitos fenotipicos. Isto pode ser alcangcado na reproducdo convencional, mas nas espécies
pecudrias leva varios anos até ser alcancado, por exemplo duas geragdes para obter homozigotos a partir
de animais heterozigotos. Isto nos bovinos pode levar 3-4 anos, podendo ser eliminada uma geragdo se a
modificacdo genética for introduzida nas células macho e fémea e os animais clonados, cruzados.

Nas xenotransplantagdes de orgdos animais, tecidos ou células, a rejeicdo aguda ¢ um obstaculo
poderosissimo.

A tecnologia do knockout de genes implicados nas epitopes responsaveis por essa rejeicdo abre novas
perspectivas a toda esta problematica.

Esta tecnologia do knockout de genes também poderd ser aplicada na obtengdo de resisténcia a certas
doencgas como por exemplo as prionoses. Tém sido construidos ratinhos e até bovinos e ovinos com estas
caracteristicas.

Também tém sido construidos ratinhos e outros animais knockout em diversos genes, utilizaveis como
modelos para o estudo de diversas doengas humanas e animais(ratinhos e ovinos para estudo da fibrose
quistica por exemplo).

A velocidade de crescimento dos animais, a melhoria dos seus indices de conversao dos alimentos, a
qualidade da carne, leite, l1as e ovos por ex: sdo objectivos a ter em conta nas exploragdes das espécies
pecuarias e as modificagdes genéticas que vao nesse sentido sdo desejaveis. Ha diversos exemplos neste
contexto como sucede com os fenodtipos da garupa dupla em certas racas de bovinos devido a mutagdes
naturais ocorridas no gene da miostatina. O knockout deste gene em bovinos , ovinos e suinos podera
aumentar a quantidade de carne produzida por esses animais(Pirottin,D.,et alii,2005).
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Na maioria dos casos os genes knockout apenas revelam o seu efeito quando sdo homozigotos, pois
tendem a ser mutagdes recessivas. No entanto a utilizagdo do “inbreeding” para este efeito pode levar a
depressdo consequente desse “inbreeding”.

Além da completa supressdo da funcdo de um gene submetido a knockout, podem induzir-se
modificagdes genéticas de outro tipo como por exemplo a substituicdo de genes dos animais por genes
com fungdes idénticas mas humanos, a fim de produzir proteinas de interesse terapéutico para os seres
humanos ou mesmo para efeitos de diagnostico (vide adiante).

2.4 — Caracteristicas da construcio dos transgenes (Tg)

A taxa e perfil de expressdo de um transgene, sdo muito influenciadas pela construcdo do transgene.

No desenho para a constru¢do de um transgene com alta taxa de expressdo em células animais torna-se
necessario atender aos seguintes aspectos (Primrose, S.R., et alii, 2001):

- Utilizar promotor constitutivo forte

- Incluir um intrao

- Incluir um sinal para poliadenilatacdo

- Remover das sequéncias ndo traduzidas desnecessarias
- Optimizar o transgene para uma eficiente tradugdo

- Incorporar um sinal marcador detectavel.

Na estratégia para manipular sequéncias cognatas de DNA endogeno, substituindo-as por DNA exogeno a
extensdo da homologia entre o vector para a transferéncia e as sequéncias de DNA endogeno ¢ muito
importante (Capecchi,MB,1989). Capecchi verificou que para homologias entre 2,9Kb e 14,3 Kb, para
um aumento de homologias nas sequéncias de DNA de 5 vezes, originava-se um aumento na frequéncia
de integragdo do DNA exo6geno de 100 vezes (mantendo-se nestas experiéncias constante a quantidade de
estrutura ndo homologa a ser transferida).

A transfec¢do e a transformacao sdo vias para introduzir genes no interior das células. No caso das células
bacterianas diz-se que sdo transformadas, no caso das células mamiferas diz-se que sdo transfectadas
porque a transferéncia de gene ¢ semelhante a infec¢ao por virus (Bradley, J. et alii, 2001).

Ambos os tipos de células bacterianas e mamiferas podem espontdneamente tomar DNA exogeno, mas
com uma eficiéncia muito baixa e dai numerosas técnicas de transfeccao terem surgido para aumentar esta
tomada de DNA exdgeno, sobretudo a electroporagdo em que um choque de alta voltagem cria
transitoriamente aberturas na membrana celular, através das quais passa o DNA exo6geno, e a infeccao
(transdug@o) em que os genes sdo englobados em particulas virais infecciosas.

No entanto como ja referimos a transfeccdo das células mamiferas apenas consegue ter €xito numa
pequena fraccdo de células da populacdo celular total em causa . Este DNA introduzido nas células
tipicamente ndo ¢é replicado e rapidamente se dilui ou se perde do nticleo quando ocorre a divisao celular
posterior. Contudo algumas células incorporam o DNA transfectado nos seus cromossomas e podem
tornar-se células transfectadas estaveis. Torna-se necessario depois identificar essas células que na
realidade tomaram o DNA exdgeno o que ¢ feito por rastreio ou seleccdo das colonias positivas (que
englobaram o DNA exdgeno) para o que se torna necessario que elas tenham sido marcadas no DNA
exdgeno (por exemplo: com um gene que confira resisténcia a um dado antibidtico, como a neomicina, a
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puromicina, etc., ou a uma certa toxina, diftérica ou outra) ou que contenham um marcador evidencidvel
com um substrato cromogénico, ou mesmo um anticorpo monoclonal, etc.

3 — COMPARACAO ENTRE A TRANSGENESE POR TRANSFECCAO COM
RETROVIRUS, MICROINJECCAO PRONUCLEAR NUM ZIGOTO E
TRANSFERENCIA DO TRANSGENE PARA CELULAS ES OU OUTRO TIPO DE
CELULAS PLURIPOTENTES

A infec¢@o com vectores retrovirais (transfeccao) e a microinjecgdo de DNAtg adicionam sequéncias de
DNA exo6geno ao genoma dos substratos enquanto a transferéncia do tg para células ES ou outro tipo de
células pluripotentes, em cultura pode permitir alterar um gene enddgeno através da recombinacao
homologa de um locus cromossomal com a molécula de DNA exdgeno transfectado (Rulicke,T et
Hiibcher, V, 2000).

Os vectores retrovirais tém ainda a limitacdo de apenas poderem transportar até¢ 8 kb de DNA estranho,
além dos riscos inerentes a utiliza¢do de virus.

Perry, A.C. et alii, (2001) verificaram que odcitos de ratinho em metafase II coinjectados com esperma e
transgenes, permitem obter construcdes de vectores muito maiores até 170 kilobases, inclusivé de
cromossomas mamiferos artificiais.(Riilicke, T. et Hiibscher, V.)

O mais popular meio para gerar mamiferos transgénicos foi até 1996 a microinjec¢do dos transgénes no
interior de pronucleo de um odcito fertilizado (Riilicke, T. et Hiibcher, V.,2000). Hoje estd destronada
esta metodologia pelas metodologias em que as construcdes exodgenas do DNA sdo introduzidas em
células dadoras de nucleo e estas depois cultivadas e seleccionadas para fusdo ou N.T. com odcitos
enucleados e esses depois veiculando o transgene para o embrido resultante.

Para a microinjec¢do o pronticleo masculino era o preferido pois tinha um tamanho maior e estava melhor
posicionado. Por este método da microinjec¢do, e dependendo do tamanho do transgene, cada zigoto
como ja referimos recebia desde dezenas até centenas de moléculas de DNA lineares, que antes de se
integrarem nos cromossomas, se recombinam em arranjos em tandem concatameros, parecendo haver
entre eles um processo de recombinagdo homodloga entre as diversas copias (Riilicke,T.et
Hiibcher,,2000).

A integragdo do DNA injectado no pronticleo ocorre em diversas regides do genoma dos ratinhos
parecendo ocorrer ao acaso em locais cromossomais nao reprodutiveis, sendo muito infrequentes a
recombina¢do homologa dos transgenes construidos injectados, com locus endégenos. Por outro lado, o
DNA microinjectado pode persistir varios dias, na forma livre.

A recombina¢do ndo homdloga do DNA microinjectado pode provocar severas alteragdes genéticas
(delecgdes, duplicagdes, translocagdes, etc.).

Os transgenes integrados estavelmente sdo normalmente transmitidos a descendéncia de forma
Mendeliana.

A recombina¢do homologa entre sequéncias de DNA residentes no cromossoma de uma célula e a

sequéncia de DNA exo6geno clonada introduzida de novo (gene’targeting”) permite a transferéncia de
qualquer modificagdo introduzida neste gene clonado para o genoma de uma célula viva.
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As células mamiferas podem efectuar recombinagdes entre sequéncias de DNA homologas, embora
tenham maior tendéncia para realizar recombinag¢des ndo homologas (Capecchi, M.,1987) . E necessério
pois dispor de meios para identificar as poucas células em que ocorreu esta recombinacdo homoéloga
numa vasta populagdo de células em que ocorreu recombina¢ao nao homologa.

Obtido isso essas células em que ocorreu a recombinacdo homoéloga sdo clonadas e mantidas como uma
populacdo pura, podendo depois ser injectadas na cavidade do blastocelio de um embrido pré-implantado
ou servirem para N.T. para oocitos enucleados e o blastocisto obtido transferido cirurgicamente para o
utero de uma mae de aluguer onde continuara o seu desenvolvimento até ao seu termo.

O animal obtido serd no primeiro caso uma quimera(composta por células injectadas e por células do
blastocisto hospedeiro) e a partir destas quimeras por cruzamento dos animais heterozigotos podem obter-
se animais homozigotos com a mutagdo desejada.

4 — DIFICULDADES. EF ICIEN’CIAS E TENTATIVAS
DE MELHORIA NA TRANSGENESE (DENNING.C. ET PRIDDLE H. 2003)

Os variadissimos sucessos alcancados na transgénese ndo escondem no entanto as enormes deficiéncias
da producdo de animais de espécies pecuarias modificadas geneticamente.

Para esta modificagdo genética das espécies pecudrias muito se exige das células somaticas primarias pois
a eficiéncia da recombinacdo homoéloga nestas células relativamente aquela assinalada para as células
estaminais embridnicas do ratinho ¢ muito baixa (Templeton, N.S. et alii, 1997) . Isto implica a
necessidade de utilizar estratégias de modificagdo genética do tipo marcacdo de genes sem promotores
(Clark, A. J. et alii, 2000- Harrison, S.J.et alii, 2002) o que pode enriquecer estas modificagdes genéticas
100 a 500 vezes, sendo possivel que algumas destas células sejam suficientemente vigorosas para permitir
a preparagao para a transferéncia de nacleos (N.T.).

A técnica de modificagdo genética por gene targeting sem utilizar promotores tem sido o tinico método
utilizado em células somaticas primarias de animais das espécies pecuarias o que se por um lado tem
permitido enriquecer as modificagcdes genéticas introduzidas, por outro lado so6 € utilizdvel com genes que
sejam activamente transcritos nos fibroblastos, que constituem o tnico tipo de célula validado, com uma
longevidade suficiente para permitir a selec¢do de células com modificagdes genéticas introduzidas e que
possam doar os seus nucleos (Denning, C. et alii, 2001).
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Eficiéncia do gene “targeting” em fibroblastos
primarios de ovinos e suinos(Denning.C e Priddle, H, 2003)

Gene alvejado Numero Colonias Colonias onde se|Frequéncia absoluta
“target” de células resistentes confirmou o|do alvejamento

transfectadas a antibiotico alvejamento do

G418 a) |gene b) |¢)

Ovinos
COL 1 Al 5x10° 70 46 (66%) 9x10-
PrP 5x10° 533 5 (1%) 1x10-°
GGTALI 1x107 1445 25 (1,7%) 2,5x10-°
Suinos
GGTALl 4,9x10’ 159 8 (5%) 1,6x10-’
GGTA 1 8x10° 1105 17 (1,5%) 2,1x10-°

Gene COL1 Al =1 (I) procolagénio
PrP=proteina pridnica
GGTAl=_ (1,3)- galactosil transferase etc

a) Foram isoladas as células que foram estavelmente transfectadas, mas a maioria das colonias resultam
da integracdo ao acaso do vector construido e apenas algumas estdo correctamente alvejadas.

b) A percentagem aqui representada entre paréntesis assinala a propor¢do de coldonias com o gene
marcado correctamente em relacdo ao niimero total de coldnias resistentes ao antibiotico G418.

c) Aqui exprime-se o nimero de células correctamente alvejadas na totalidade da populagdo celular
transfectada (frequéncia do processo de alvejamento).

Salienta-se no quadro anterior que no caso dos ovinos em que se alvejou o gene GGTAT1 das 25 coldnias
de celulas alvejadas correctamente, 23 senesceram antes de se terem expandido suficientemente para
poderem ser utilizadas na N.T.

Pode pois suceder que estas células entrem em senescéncia antes de se expandirem suficientemente para
serem utilizadas em N.T. (Denning,C et Priddle, H, 2003), o que tem levado alguns autores (Lai, L. et
alii, 2002 in Denning C. et Priddle, H, 2003) para evitar isto, em estudos com células de suinos, a reduzir
o tempo de cultura das células utilizando as células dadoras do nucleo modificadas geneticamente logo a
seguir a descongelacdo operada depois da criopreservagao.

Ha sugestdes (Capecchi, M. R., 2000) no sentido de que utilizando transgenes de DNA isogénico e
optimizando os processos de culturas das células em ordem a escolher a linha celular

mais apropriada, a maioria das células mamiferas em cultura tém capacidade equivalente (no que se refere

a capacidade de ocorrer recombinacdo homologa entre as sequéncias de DNA exdgena e endogena) e que
a transferéncia de nucleos de células somaticas cultivadas (e que contenham as mudangas genéticas
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desejadas) para oocitos enucleados podera pois ser uma alternativa a clonagem a partir de células
estaminais embridnicas, nos animais das espécies pecuarias.

Nos explantados tissulares em culturas adequadas, o tipo celular que geralmente sobreleva todos os outros
¢ o dos fibroblastos e estes fibroblastos podem ser cultivados “in vitro” com 10-15 passagens, e este
nimero de passagens parece exceder o nimero de passagens necessarias para obter populacdes celulares
purificadas contendo as modifica¢des genéticas introduzidas (Capecchi, M. R, 2000).

Células germinativas primarias tém sido isoladas de cristas genitais bovinas (bovine genital ridge) e com
uma capacidade replicativa que chega as 85 duplicagdes (Forsberg, E.J. et alii, 2002), restando saber se
elas suportam as operacgdes destinadas a modifica-las geneticamente.

Na modificacdo genética dos animais das espécies pecudrias um grande problema ¢ pois a limitada
capacidade multiplicativa das culturas de células primarias.

Alguns autores (Clark, A. J. et alii, 2000) calculam que para obter cé¢lulas modificadas geneticamente a
partir de tecidos fetais e utilizando uma combinacao de electroporacao, selec¢do e triagem de células, sao
necessarias cerca de 45 duplicagdes das populagdes celulares para produzir as células modificadas.

Fibroblastos de ovino tém sido cultivados, podendo obter-se cerca de 100 duplicagdes celulares. Mas as
culturas primdrias de células sdo muito heterogéneas, e na realidade s6 as melhores células podem atingir
aquela longevidade (100 duplicacdes).

De facto a capacidade replicativa das células diminui desde 0 momento em que sdo explantadas havendo
muitas populagdes celulares humanas com uma semi-vida de apenas 8 duplicagdes “in vitro” (Rubin H,
2002).

Nas células dos animais das espécies pecudrias utilizadas nas primeiras passagens como culturas
primarias, a maioria das coldnias de células ndo conseguem proliferar suficientemente para permitirem a
N.T. e aquelas que o fazem estdo muito perto da senescéncia.

E pois necesséario aumentar a vida til destas células em cultura ja havendo alguns meios para este efeito,
consoante o tipo de células (Mcfarland, G.A.et Holliday, R,1999; Bodnar, A g. et alii, 1998).

As células geneticamente modificadas quando sujeitas a cultivo intenso e a seleccdo clonal sdo
penalizadas quanto & sua eficiéncia para produzir animais vidveis ap6s a N.T., referindo-se até que a sua
percentagem de éxito ( em fibroblastos somaticos submetidos a transgénese e depos utilizados para N.T.
em ovinos e suinos) se situa nos 0-0,5% (Denning, et Priddle H3, 2003) (percentagem de embrides
reconstruidos que originam animais jovens sobreviventes -Wilmut, I et alii, 2002) enquanto nas células
dadoras de nucleo sem modificagdes genéticas este sucesso oscila entre 0 e 4% (percentagem de embrides
reconstruidos que originam animais jovens sobreviventes -Wilmut, I e Peterson, 2002), sucedendo ainda
que estes animais sobreviventes apresentam uma gama de anomalias cardiovasculares, hepaticas, renais
ou placentarias (De sousa, P.A. et alii,2001, Wilmut, I et alii, 2002).

No quadro seguinte podemos verificar em mais pormenor alguns exemplos a este propdsito, quer em

ovinos , quer em suinos utilizando como alvo diversos tipos de genes, e por vezes o mesmo tipo de genes
em diferentes espécies animais, ou na mesma espécie animal.
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Percentagens (. em relacdo ao niumero de embrides reconstruidos)

da progressdo do desenvolvimento de fibroblastos somdticos primarios gene “targeted”

em diversos genes, apds N.T.(Denning, C. et Priddle, 2003)

Gene “target” |Embrides Blastocistos Fetos aos|Animais Animais
reconstruidos 60dias nascidos sobreviventes
OVil’lOS Mais deo6 meses
COL1 Al 417 80(19,2%) 20(4,8%) 14(3,4%) 2(0,5%)
PrP 454 47(10,3%) 8(1,8%) 3(0,7%) 0(0%)
GGTAI 265 55(20,7%) | 7(2,6%) 0(0%) 0(0%)
Suinos sobreviventes
GGTALI 3104 28(0,9%) 9(0,3%) 7(0,2%) 4(0,1%)
GGTALI 2513 11(0,4%) o 5(0,2%) 5(0,2%)

Gene COL1 Al=_ 1 (I) procolagénio
PrP= proteina prionica
GGTA=1=_ (1,3) - galactosiltransferase

Sao pois necessarios métodos mais eficientes para obter modificagdes genéticas em ordem a tornar menos
necessarias as duplicagdes, (multiplicagdes) das populagdes celulares, utilizando portanto uma menor
capacidade proliferativa dessa populacao celular, deixando portanto o nicleo somatico dessas células com
mais possibilidades para ser convenientemente reprogramado.

Para a N.T. ter éxito, torna-se necessario que o nicleo doado, ap6s uma breve exposi¢do. ao citoplasto do
odcito receptor do nucleo,possa ser reprogramado para um estado semelhante ao embridnico. Esta Gltima
situagdo implica uma perda de cerca de 85% de proteinas do nucleo doado simultineamente com uma
tomada substancial de proteinas do citoplasto do o6cito (Gurdon, J. B. et alii, 1979).

As principais alteragcdes modifica¢des ocorridas ao nivel do nticleo tém sede na estrutura da cromatina e
nos seus perfis de metilagao.

Sdo conhecidas algumas etapas desta reprogramacdo remodelativa, sabendo-se, por exemplo que nas
células epiteliais de Xenopus, a enzima ISWI adenosina trifosfatase (ATPase) nucleossomal ¢ importante
na remodelacdo da cromatina (kikyo, N. et alii, 2000) e que a Oct 4, uma proteina produzida durante os
primeiros desenvolvimentos ¢ também importante na reprogramagao do genoma de timocitos.

Ha sugestdes da tomada pelos ntcleos, de factores de transcri¢do, indugdo da remodelagdo do complexo
de cromatina, acetilacdo de histonas, etc., o que parece levar a admitir que € possivel pré-tratar as células
somaticas com factores desta reprogramacao antes da transferéncia de nacleos (N.T.).

A reprogramagdo funcional de fibroblastos “in vitro” utilizando extractos nucleares e citoplasmicos
derivados de outro tipo de células somaticas esta assinalada (Hdkelien, A. M et alii, 20002) tendo sido
verificada a tomada pelo nticleo e o assemble de factores de transcri¢do, a inducdo de actividade do
complexo remodelador da cromatina, a acetilagdo de histonas e a activagdo de genes especificos da célula.

117



| TRANGENESE NOS ANIMALIS |

Esta experiéncia comprova a possibilidade de produzir células isogénicas de substituicdo para aplicagdes
terapéuticas.

Noutras estratégias visando melhorar a eficiéncia do gene “targeting” nas espécies pecuarias, pode-se
pensar em proceder por exemplo ao “Knockdown”de genes através da redu¢do do tamanho do gene em
vez de o eliminar, ou recorrendo ao RNAI, ou ainda utilizando vectores recombinantes reputados como
mais eficientes.

Em certas circunstiancias como por exemplo na constru¢do de modelos experimentais de ovino para o
estudo da fibrose quistica, pode ser de preferir reduzir o tamanho do gene funcional em vez de o eliminar
(Denning, C. et Priddle, H, 2003).

Também a expressdo, em diversos eucariotas , de mRNA codificado no ntcleo pode ser fortemente
inibida pela presenca de RNA de cadeia dupla(ds RNA) ou seja RNA de interferéncia (RNAI)
correspondente s sequéncias de exons no mRNA(Paul, C. P et alii, 2002). Com efeito em sistemas
mamiferos curtas regides de RNA de dupla hélice e com menos de 30bp de comprimento sdo recrutadas
pelo complexo silenciador induzido pelo RNA, originando uma quebra especifica do RNA homologo o
que ¢ conhecido como interferéncia RNA (RNAi) (Hammond, S M et alii, 2001).

Este sistema RNAI ainda ndo foi testado em espécies pecudrias onde, se tiver éxito, podera servir para o
“Knockdown” de genes nestes animais (Denning C. et Priddle, 2003).

Também virus recombinantes, adeno associados, para a inser¢do de transgenes funcionais em outros

genes,tém sido reportados como tendo uma alta eficiéncia (até¢ 1% das células em culturas), embora com a
limitacdo de 4kb no tamanho da sequéncia nucleotidica inseridos.

Gene “targeting” nos animais

Na figura 1 seguinte esquematizam-se comparativamente as estratégias para gene’’targeting” com sucesso
em ratinhos e em espécies pecuarias (suinos, ovinos, bovinos)(Denning, C. et Priddle, H, 2003)
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Gene “targeting” nos animais

Figura 1

Suinos

| ovinos | ==

bovino j
Blastocisto células somaticas

DNA
S transfectado

cultura de células células somaticas
ES (ratinhos) ou ES -Like alvejadas no gene
espécies pecuarias (targeted)

DNA l N.T. l N.T.

transfectado
células ES odcito enucleado
alvejadas
(targeted) ' ‘
Injeccao Blastocisto clonado

em blastocisto

| |

heterozigoto clonado

Quimera

Cruzamento '

Heterozigoto
Cruzamento

Cruzamento '
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Homozigoto

Vias de injec¢do de blastocisto Vias de transferéncia de ntcleo (N.T.)

Na figura anterior as etapas realizadas com €xito para o gene “targeting”’em ratinhos sdo marcados a azul
e nas espécies pecudrias (suinos,ovinos,bovinos) sdo marcados a vermelho.

Assim nos ratinhos ¢ possivel obter heterozigotos através de injec¢do de transgenes em blastocistos (a
esquerda na figura) ou por transferéncia de nucleo (N.T.), a direita na figura, enquanto nas espécies
pecudrias apenas se obtém por N.T..

Esta ultima situagdo resulta de nas espécies pecudrias as células estaminais embridnicas (ES) extraidas
dos seus blastocistos, muito rapidamente se diferenciam e pararem de se multiplicar sendo pois células
ES-like ndo se constituindo em linhas de células estaminais embrionicas susceptiveis de serem
transfectadas com DNA exogeno e permitirem as etapas subsequentes que levam a produgdo de animais
transgénicos.

Salienta-se também que no caso do ratinho a obtencao de células sométicas para gene”targeting” ndo tem
sido alcancada o que leva a utilizagdo da N.T. a partir das células estaminais embrionicas (ES).

Com ja referimos, e voltaremos mais adiante a abordar, a homozigotia pode ser obtida por cruzamento
adequado entre os animais produzidos ou pelo isolamento de células com um gene targeted de um animal
clonado, rompendo depois nestas células o segundo alelo e utilizando-as seguidamente para N.T.(Phelps,
C. J. etalii,2 003).

O isolamento de linhas de células estaminais embriondrias nas espécies pecudrias, repete-se, ainda nao foi
conseguido, mas quando isto suceder e se alcangarem células estaminais embridnicas com caracteristicas
similares as dos ratinhos sera possivel obter uma vida mais longa nas populagdes celulares, mais elevada
eficiéncia nas recombinagdes homologas, bem como a formacdo de linhas germinativas nas quimeras,
podendo nestas circunstancias a modificagdo genética das espécies pecudrias ser alcancada utilizando
celulas estaminais embrionarias inoculadas nos blastocistos, ou entdo por transferéncia nuclear (N.T.)
dado que estes dois sistemas sdo j hoje utilizados no ratinho (Rideout, W.M 3™, et alii,2 002).

S — ALGUNS ASPECTOS PECULIARES DA TRANSGENESE NOS ANIMAIS
(FAO/WHO EXPERT CONSULTATION ON THE SAFETY...
ROME, 17-21 NOVEMBER 2003, REPPORT)

No que se refere a transgenese, com excepc¢ao de animais de espécies pecudrias utilizados para a produgdo
da produtos farmacéuticos através do leite, ndo ha animais destas espécies pecudrias a serem produzidos a
escala comercial em qualquer parte do mundo e admite-se que assim continuard a ser durante varios anos
(Harper, G.S. et alii, 2003).

Contudo, carpas e salmdes transgénicos sdo os animais mais perto da comercializacdo(Harper, G.S. et
alii, 2003).

Pode dizer-se de uma maneira geral que a producdo de espécies pecudrias transgénicas se encontra ainda
a escala laboratorial.
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Os animais transgénicos, ou seja animais geneticamente modificados, sdo animais que possuem DNA
recombinante.

Nos animais terrestres e aquaticos possuindo DNA recombinante o seu material genético normal foi
modificado “in vitro” através de técnicas que actuaram sobre os acidos nucleicos, e 0 DNA recombinante
foi injectado directamente no interior das células ou organelos ou entdo transferido através da fusdo de
células adequadas. Sdo pois técnicas que ndo sdo usadas tradicionalmente no melhoramento animal e que
ultrapassam as barreiras reprodutivas fisioldgicas naturais.

Por transgene (tg) entende-se o DNA recombinante que foi integrado no genoma do animal
geneticamente modificado.

Como ja referimos, existem diversas técnicas para transferir genes para os animais, diferindo elas
consoante a sua adequacao para uma dada classe de animais ou o seu poder de transformacao (Houdebine,
L.M., 2002).

E claro que a utilizacdo de um dado gene a transferir, depende do conhecimento do gene codificador do
produto implicado numa caracteristica especifica de interesse no animal.

O gene a transferir ¢ incorporado num vector da sua expressdo, vector esse que também contem os
elementos genéticos para controlar a expressao desse gene.

Como ja vimos ha diversos tipos de vectores com caracteristicas variadas, a utilizar consoante as diversas
classes de material genético a transferir e dos animais receptores.

O material genético a transferir para um dado hospedeiro, pode ser de uma das categorias seguintes
(FAO/ WHO, 2003):

a) Gene para fusdo, ou seja, um gene que codifica um produto de interesse com um elemento que regulara
a sua expressao no hospedeiro.

b) Transposao, ou seja, um elemento(por¢cao) de DNA capaz de se excisar a si proprio de um dado local
do genoma e depois inserir-se noutro local do mesmo genoma, transposao esse que foi modificado em
ordem a conter o gene de fusao pretendido.

c¢) Retrovirus, ou seja, um virus que se pode integrar a si proprio no genoma e depois ser expresso pelo
aparelho de replicagdo da célula hospedeiro, retrovirus esse que foi modificado em ordem a conter o gene
de fusdo pretendido. Ultimamente surgiram como vectores para transgenes, cromossomas artificiais que
permitem veicular fragmentos de DNA bastante grandes 1Mb (um milhdo de pares de bases) ou mais, que
sdo autébnomos replicando no citoplasma das células hospedeiras podendo transmitir-se através das linhas
germinativas com sequéncias que o regulam, possuindo um centromero, dois telomeros e origens de
replicacdao (Harper, G.S., et alii, 2003). Enquanto os BACs (cromossomas bacterianos artificiais) podem
transportar at¢ 100Kb e os de leveduras YACs, centenas de quilobases,os cromossomas artificiais de
mamiferos (MACs) podem transportar milhdes de bases. Estes vectores cromossomais artificiais tém a
vantagem de permitir transferir grandes transgenes e a desvantagem de ser dificil a manipulacdo de
grandes segmentos do DNA do transgene (Kasinathan, R. J. M. et alii, 2003).

Estes vectores de expressao podem conter genes marcadores, alguns dos quais sdo simples sinais

indicativos de que a transferéncia do gene em causa ocorreu com sucesso, outros vectores possuem genes
que codificam produtos que através da sua identificagdo (por ex: antibidticos) permitem seleccionar os
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individuos em que a transferéncia do gene em causa teve éxito.

Para que qualquer manipulacdo transgénica nos animais tenha sucesso ¢ necessario o transporte do DNA
transgene através da membrana plasmatica da célula receptora e o transporte depois desse DNA através
da membrana nuclear dessa célula, para alcancar os cromossomas seguido da sua incorporagdo num
cromossoma de forma a permitir a sua transmissao a linha de células germinativas, com o novo gene
exprimindo-se de forma controlada.

De entre todos os métodos habituais para introduzir o vector de expressdo no hospedeiro a microinjec¢ao
de embrides com o transgene, apesar de todos os seus defeitos, continua a ser utilizada para a producao de
animais transgénicos, inclusive com a ajuda de enzimas de restrigdo para mediar essa integracao no
genoma receptor (Thermes, V. et alii, 2002).

Com esta metodologia da injeccao fisica da solugdo contendo o transgene, no pronucleo
de zigoto, foi calculado ja em 1992 (Wall, R.J. Et alii, 1992), que gerar uma vaca por este processo
custaria cerca de 500,000 dolares USA.

Dado o seu inegével interesse reproduzimos com adaptagdes, seguidamente, a partir de um relatorio
FAO/WHO de 17-21 November, 2003, alguns exemplos de possiveis vantagens alcangaveis através da
transgenese de diversas especies animais.

Essas aplicacdes das transgeneses as diversas espécies animais podem visar a melhoria das suas
producdes quantitativas e qualitativas, ou a obtencdo de novos produtos bioldgicos ou a construcdo de
animais que possam ser sentinelas-indicadoras de certos tipos de poluigdo, e ainda a defesa da satide das

pessoas e animais, inclusivamente através de certos tipos de biocontrolo.

Os objectivos da transgénese nos animais podem consequentemente ser muito diversificados.
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Objectivo

Finalidade da
manipulagdo genética

Exemplo de gene
manipulado

Exemplos de espécies
animais envolvidas

Melhorar a produgao
animal

Crescimento mais

Hormona de

Salmao do Atlantico

rapido ou melhores crescimento Carpa comum
indices de conversao Tilapia do Nilo
alimentar

Aumentar a resisténcia |Lactoferrina Carpa

as doencas Cecropina Peixe galo

Melhorar a qualidade
dos produtos

Suportar baixas Proteina anti- Salmao do Atlantico
temperaturas congelante Dourada
Melhorar a Fitase Suinos (ou para adaptar
digestibilidade dos 0s peixes carnivoros com
alimentos dietas vegetais
Alteracao dos perfis Reduzir o teor da Leite
nutricionais lactose
Remover alergenios Knockout da proteina | Camardes
dos alimentos alergénica dos

camaroes
Novos animais Proteinas fluorescentes |zebrafish

ornamentais

Obter novos produtos

Produtos farmacéuticos

Anticorpos
monoclonais, lizozima,
GH, insulina, etc

Leite, Sangue, Ovos

Produtos industriais

Fio de seda da Aranha

Leite

Bioindicadores

Sensores de poluicao

Expressdo de genes
assinalantes ligados a
promotores
metalotionina expostos
a metais pesados

Peixes de dgua doce
pequenos (Fundulus)

Saude humana

Células, tecidos €
orgaos para

Galactosil transferase

Suinos

Saude animal

Biocontrolo

transplantes
Prevencdo de Knockout do PrP Bovinos, Ovinos
priondses
Controlo das pestes por | Introducdo de Insectos
insectos resisténcia aos

pesticidas
Controlo de Resisténcia ao parasita |Insectos

transmissao de doengas
(malaria)

Plasmodium no
mosquito Anopheles

Controlo reprodutivo e
sexual

Gene anti-sense para a
GnRH ou aromatase

Espécies exoticas
invasoras
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A introducdo de um transgene num animal ¢ um processo que ndo ¢ controlado com precisdo e dai
poderem surgir uma série de consequéncias no que se refere a integracao desse gene no hospedeiro, 4 sua
expressao e & sua estabilidade.

O ideal seria ter uma unica copia do transgene num Unico local do genoma receptor, numa integragdo que
fosse estavel (FAO/WHO, Report, 2003). Mas o que sucede muitas vezes € a integracdo de varias copias
do transgene num locus, ou a sua inser¢ao em multiplos locais do genoma.

Por outro lado, a inser¢do do transgene num gene do hospedeiro pode inactivar este ultimo (com as
consequéncias inerentes) ou até afectar a expressao de outro gene ou genes.

Pode ainda suceder que o transgene antes de integrado no hospedeiro, pode modificar-se e deixar de ser funcional.
Desejavel seria que o trangene ndo desencadeasse efeitos indesejaveis sobre outros genes do hospedeiro.

O proprio transgene pode mesmo ser silenciado por metilagao ou por outro meio.

O transgene pode ainda ter efeitos pleiotropicos sobre diversas caracteristicas dos hospedeiros. E o caso
dos suinos, ovinos e peixes em que foram introduzidos genes da hormona de crescimento e que passaram
a exibir uma série de anormalidades morfolégicas ou metabolicas, embora outras pleiotropias possam ser
positivas como € o caso do aumento de peso das carcagas.

A utilizag¢do de virus e transposdes como vectores de transgenese, levanta também a hipdtese de estes
poderem subsequentemente a integracao, se movimentarem dentro do genoma.

As espécies animais de aquacultura estdo particularmente vocacionadas para a producdo de animais
transgénicos.

O peixe e marisco sdo altamente fecundos, produzindo grande quantidade de gametas e em muitas
espécies os ovos (relativamente grandes) e esperma podem ser colhidos e realizar-se a fertilizagdo “in
vitro”, podendo os ovos fertilizados serem desenvolvidos fora do corpo, sem necessidade de mais
manipulagdo ou re-implantaciao (Harper, S.G. et alii, 2003).

A primeira transferéncia de um gene num peixe ocorreu em 1985 na China (Zhu, Z. et alii, 1985), tendo
depois disso sido gerados uma série de animais transgénicos de importantes espécies comerciais (Harper,
S. G. et alii, 2003)-vide quadros adiante.

Também os crustaceos e bivalves sdo passiveis de técnicas transgénicas.

Na construgdo de transgenes para os peixes hd ja um grande numero de genes que foram sequenciados,
sobretudo os da hormona de crescimento, dispondo-se hoje de uma série de promotores utilizaveis para a
construcdo destes transgenes que a principio utilizavam genes aviarios e mamiferos (Iyengar, A. et alii,
1996). Nestes promotores para os peixes, avultam os promotores metalotioninas que sao induziveis pelos
metais pesados e regulados positivamente por estes. Mas hoje hé ja outros promotores disponiveis, como
¢ o caso do promotor -actina e o promotor proteina anti-congelante (APF).

De todas as espécies aquaticas transgénicas produzidas, sobressaem as transgénicas para a hormona de
crescimento (GH) que induzem aumentos de crescimento notaveis. O salmdo Coho (Oncorhynchus
Kisutch) transgénico com o transgene APF-GH tem pesos 11 vezes maiores que testemunhas adequadas,
havendo mesmo um exemplar em que esse aumento foi de 30 vezes e com velocidade de crescimento
60% mais rapida.
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Curiosamente, estdo descobertos métodos que permitem obter a esterilidade dos peixes/mariscos
transgénicos, através da manipula¢do dos cromossomas (ploidia). Esta triploidia ou tetraploidia pode ser
induzida nos ovos de peixes e mariscos aplicando pressdo, temperatura ou choque quimico logo apos a
fertilizacdo normal, evitando-se assim a extrusdo do segundo corpo polar. Os tripldides sdo geralmente
estéreis permitindo assim a contencdo da reproducdo, embora a triploidia ndo assegure esta esterilidade a
100% (Lyons, R.L. Et Li. Y, 2002).

Esta triploidia tem sido induzida por choque térmico em tilédpias transgénicas com a hormona de
crescimento.

Nas técnicas especificas para a producdo de peixes e mariscos transgénicos referem-se a electroporagado, o
bombardeamento com particulas e a transfec¢do mediada quimicamente (Buchanan, J.T. Et alii, 2001). A
primeira delas ¢ a mais adequada para transmitir os transgenes a um grande nimero de ovos. A
electroporacao de esperma ou gonodas antes da fertilizacdo ¢ também possivel (Sin, FYT, et alii, 1993).

6 — IDENTIFICACAO DE ANIMAIS TRANSGENICOS E EXAME DA
ESTABILIDADE DOS TRANSGENES
(HARPER, G.S. ET ALII, 2003)

Como se compreende,nas diversas etapas que levam a constru¢do de animais transgénicos ¢ necessario
dispor de meios analiticos que nos permitam acompanhar a eficacia e adequacdo ou inadequagao das
metodologias utilizadas para obter o tipo de animal transgénico pretendido.

No processo de construcdo de qualquer animal transgénico a identificacdo e caracterizagdo do transgene e
produtos da sua expressdo no novo ser gerado, ou em algumas das suas etapas intermediarias, assume
particular relevancia para se saber do €xito ou inéxito dos processos imprimidos e das consequéncias e
caracteristicas dai resultantes.

Os métodos para produgao, isolamento, identifica¢do e caracteriza¢do dos acidos desoxiribonucleicos,
ribonucleicos e proteinas sdo basicos neste contexto.

Importa pois a identificagdo e caracterizacdo do DNA recombinante transgénico, o que pode ser feito
através de diversas metodologias, tal como avaliar se o transgene ¢ ou ndo eficientemente transcrito, para
o que se dispde também de metodologias sensiveis, e ainda depois e finalmente ao nivel da traducao
proteica como se encontram as coisas ndo s6 nos aspectos estruturais mas também funcionais.

Assim para a identificacdo e caracterizagdo da transgénese desencadeada pode passar-se pelas etapas da:

- Analise do DNA transgénico
- Analise da transcrigdo desencadeada pela transgénese
- Analise da traducdo proteica expressa

Com efeito estas trés etapas podem até estar desacopladas pois o transgene pode estar correcta ou
incorrectamente inserido, total ou parcialmente, no genoma receptor, pode condicionar o funcionamento
de outros genes desse genoma, pode ou ndo ser transcrito em quantidades normais ou anormais, € as
proteinas expressas podem sé-lo correctamente ou nao, e estar dotadas da funcionalidade pretendida ou
nao.
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Para isto, sdo necessarias quantidades de materiais biologicos suficientes para esses exames, devendo as
populacdes celulares transgénicas e pré-transgénicas nas suas diversas fases e etapas disporem de
caracteristicas culturais e multiplicativas adequadas para estes efeitos.

Por essas razdes ¢ muito mais dificil operar a transgénese nos animais do que a sua simples clonagem, até
porque a clonagem pode ser uma das diversas etapas envolvidas na transgénese que envolve por outro
lado a construg@o “in vitro” do transgene e a sua incorporacdo em veiculos adequados que possam gerar
embrides e animais transgénicos.

No esquema seguinte (figura 2) sdo referidas as etapas da transgénese por gene “targeting” nos animais,
em que pode incidir a identificacdo e caracterizacdo anteriormente referida.
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Figura 2
Etapas na transgénese por gene targeting

em animais, em que pode incidir a
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* 1) A identificacdo e caracterizacdo pode ser feita em qualquer uma destas etapas.

*2) E pois necessario dispor de células, linhas celulares, transgenes construidos “in vitro”, blastocistos
e/ou odcitos enucleados, fémeas de aluguer, embrides, fetos e animais construidos, que podem ser objecto
de identificagdo e caracterizagdo.

As técnicas mais utilizdveis para identificagdo de animais transgénicos e exame de estabilidade dos
transgenes estdo referidas seguidamente:(Harper, G. S. et alii, 2003)

Para identificacdo do transgene

- Analise por Southern blot
- PCR

- Q-PCR

- Microscopia

Para analise da expressio ao nivel da transcricdo

- Northern blotting
- RT-PCR

Para andlise da expressio ao nivel da traducdo

- SDS-PAGE e Wertern blotting
- Elisa

- RIA

- HPLC

- Imunohistoquimica

- Funcionalidade proteica

Vejamos algumas particularidades de algumas destas metodologias.

6.1 — Para identificacao do transgene (tg)

O Southern blot consiste no isolamento, a partir das amostras em causa , do DNA, sua hidrélise com
enzimas de restri¢ao adequadas e posterior separacao electroforética em gel de agarose, desnaturacdo dos
fragmentos separados do DNA e sua transferéncia para membrana propria onde possa ser hibridado com
sonda especifica ( complementar da sequéncia do transgene em causa) visualizavel.

Consegue-se assim provar a presenca ou auséncia do transgene no DNA da amostra, bem como se
ocorreu a sua integracdo num cromossoma e a posicdo relativa dessa integracdo, se ocorreu ou nao
recombinacdo homologa, o nimero de copias integradas do transgene e a sua estabilidade ao longo do
tempo e através das geragoes.

Este método analitico apesar de destronado pela PCR ainda ¢ o melhor para identificar a posi¢cdo da
integracao do tg dentro do genoma e a sua estabilidade ao longo do tempo.
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A PCR consiste na ampliacao rapida de determinadas regides do DNA de uma amostra para a qual se
dispde de “primers”, permitindo a identificacdo em 2-4 horas dos animais transgénicos, tal como permite
a identificacdo do tg no sangue e noutros tecidos, detectando também mosaicismo dentro de um
individuo.

A Q-PCR (real time PCR) tem as caracteristicas analiticas da PCR mas acrescidas de ser também um
método quantitativo.

A microscopia permite identificar vectores transgénicos no interior das células através da hibridagdo

fluorescente “in situ” (Fish) permitindo averiguar do local cromossomal onde o tg foi integrado e a
estrutura cromatinica deste local e ainda o efeito da integracdo do tg sobre a expressao dos genes.

6.2 — Para analise da expressdo ao nivel da transcricao

O Northern blotting implica o isolamento dos RNA das amostras, a sua separagdo electroforética por
talhes moleculares e a sua transferéncia para membranas de nylon onde sdo hibridadas com sondas
especificas visualizdveis (complementares do transcrito que se espera que seja expresso pelo tg). Permite
semi-quantitativamente avaliar a expressao transgénica em diversos tecidos.

A RT-PCR permite obter ¢ DNA a partir do RNA sendo um meio semi-quantitativo ou quantitativo para
avaliar a expressdo transgénica nos tecidos dos animais.

6.3 — Para analise da expressao ao nivel da traducao

O conjunto de técnicas enunciadas anteriormente permite identificar se o tg produz ou nao a proteina
desejada.

Os SDS_PAGE e Western blotting permitem o isolamento das proteinas e a sua separagdo ou a sua
transferéncia apds isolamento para membranas (Western blotting) onde podem hibridar com anticorpos
permitindo identificar a proteina de interesse e as suas caracteristicas funcionais ou ndo funcionais no
caso de proteinas truncadas.

As metodologias ELISA, RiA, HPLC e, histoquimicas visam os mesmos objectivos anteriores com
metodologias e caracteristicas um tanto diversificadas.

As provas de funcionalidade da proteina expressa pelo tg assumem particular relevancia, como no caso de

ser dotada de actividade enzimatica.

7 — Estabilidade da expressao dos transgenes (tg)
(Harper, G.S. et alii, 2003)

Na transgénese dos animais um dos principais obstaculos reside na expressdao pobre ou ndo especifica dos
transgenes inseridos.

Cita-se o exemplo assinalado por Adams (Adams, N.R., et alii, 2002) que construiram um transgene da

hormona de crescimento e que ndo foi expresso, apesar de existir, em um de trés carneiros testados, tendo
contudo a expressao da hormona sido normal nas gera¢des dos outros dois carneiros.
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Por outro lado, ha casos em que o efeito desencadeado pelo transgene declina ao longo do tempo no
animal em que foi inserido ou na sua descendéncia. Esta situagdo estd reportada para o transgene do IGF-
1 inserida em ovinos (Damak, S. et alii, 1996) . Este transgene permitia producdes de 13, 17% superior as
testemunhas, na 1* geragdo, mas depois declinava na estacdo seguinte ou nos animais da 2% geracgao.

A explicagdo para estas situagdes de silenciamento dos genes podem ser justificadas teoricamente pelas
metilacdes do DNA do transgene ou pela desacetilagdo das histonas envolvidas, etc.

Ha uma série de factores, quando se constroem os transgenes, que podem reduzir a expressao destes e dai
se recomendar que ndo se utilizem nestas constru¢des vectores com menos de 30kb de comprimento, nem
com ¢ DNA em vez de DNA gendmico com intrdes, € que se evitem também a integracdo de multiplas
copias do transgene ou a utilizacdo de genes bacterianos ou a presenca de elementos silenciadores.

Ha, por outro lado, varias condi¢des que podem ser adoptadas para minimizar este silenciamento dos
genes.

8 — SILENCIAMENTO DE GENES COMO UM MEIO QUE AMEACA A
GENETERAPIA
(BESTOR, T. H, 2000)

A insercao de DNA retroviral ou a incorporacao de sequéncias repetidas nos mamiferos pode desencadear
o silenciamento da transcri¢do das sequéncias inseridas, habitualmente por metilagdo do DNA em regides
reguladoras.

O mecanismo de silenciamento dos genes pode constituir uma dificuldade para a gene terapia, sendo por
isso necessario desenvolver vectores que resistam aos mecanismos defensivos do hospedeiro e sejam
eficientes na cedéncia e expressao.

A geneterapia normalmente apoia-se numa constru¢do ou num virus recombinante que dirigem a
expressao do veiculado, num tecido particular.

Sdo conhecidos casos em que o gene transferido apenas ¢ expresso no inicio da actividade e depois
declina a sua expressdo sem que se perca o construido inserido que pode continuar a subsistir.

O silenciamento dos retrovirus vectores resulta na maior parte dos casos das defesas do hospedeiro contra
os elementos transposaveis e retrovirus e dai o abandono deste tipo de vectores.

O silenciamento da transcri¢do a longo termo do DNA retroviral implica a metilagdo nos elementos
promotores das citosinas, na posi¢ao 5.

Também a insercao de sequéncias repetidas pode originar o silenciamento dos promotores envolvidos na
maioria dos casos devido a metilagoes.

O silenciamento apos a transcricdo também pode ocorrer ao nivel do RNA, mesmo que a transcrigdo
decorra com intensidade, sendo este fenomeno devido ao RNAi (RNA de interferéncia). Nesta situacao
um RNA antisense ¢ produzido por uma RNA polimerase dependente de RNA e o contacto entre RNA
sense ¢ RNA antisense activaria a degradacdo especifica de RNA (Bestor, T.H, 2000). A presenca de
RNA i em células mamiferas esté identificada (Wianny, F et Zernicka-Goetz, 2000).
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9 — MOSAICISMO
(HARPER, G. S. ET ALII, 2003)

O mosaicismo, ou seja, a expressao diversificada dos transgenes dentro de um unico organismo ¢ outro
problema muito frequente nos animais transgénicos e se assume pouca importancia nos peixes € nos
ratinhos, em podem ser produzidos grande nimero de animais transgénicos e, destes, seleccionados os
que veiculam o transgene na sua linha de células germinativas para reproducao posterior, ja assim nao
sucede com as grandes espécies pecudrias, dado o pequeno numero de animais gerados e a sua reproducao
demorada e dispendiosa.

O mosaicismo pode surgir de diversas formas (Harper, G.S. et alii, 2003)), assim:

1) A inactivacdo da expressdo do gene pode depender da sua posicdo num conjunto de células que
produzem um determinado tecido.
Este estado de expressao ligada ou desligada ¢ depois mantido através das futuras divisdes celulares.

2) Um alto nimero de copias do transgene e dos seus arranjos em tandem de cabega com cauda, tornam o
DNA mais susceptivel a rearranjos e dai resultarem diferentes sub-conjuntos de células, podendo ocorrer
o silenciamento da expressao do transgene num dado sub-conjunto de celulas.

3) A integracdo do transgene em cromossomas que se encontram em diversas etapas da sua divisdo
celular, como por exemplo na microinjec¢do do vector transgénico no pronticleo a integragdo pode ndo
ser imediata e se essa integracdo ocorrer durante o primeiro ciclo celular todas as células poderdo ser
transgénicas, mas se porventura essa integragao ocorrer apos o segundo ciclo celular, s6 50% das células
ficardo transgénicas e assim sucessivamente.

Chan, A.W.S et alii, 1999 referem que a integracdo do transgene antes ou depois da replicagdo do DNA
em cada ciclo celular afecta a eficiéncia da transgénese.

Ha, no entanto, alguns métodos que permitem reduzir o risco de mosaicismo (Harper, G.S et alii, 2003).
Por exemplo:

1) O cruzamento selectivo de animais com mosaicismo em ordem a produzir descendéncia transgénica
pura (Fletcher, G. et alii, 2002).

2) O rastreio para retirar embrides transgénicos com mosaicismo antes da implantacdo em fémeas
receptoras (Chan, A.W.S et alii, 1999).

3) A inser¢do do gene de copia Unica por recombinag¢d@o homologada (Bronson, SK; et alii, 1996).
4) A utilizacdo de cromossomas artificiais com construcdes longas.

5) A introducdo de vectores retrovirais em oocitos durante a metafase Il da segunda meiose (portanto
antes da fertilizagdo), (Chan, AWS, et alii, 1998).
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10 - DESCRICAQ SUCINTA DE ALGUMAS TRANSGENESES
EM DIVERSAS ESPECIES DE ANIMAIS

A modificacdo de genes endogenos por gene “targeting” nos genomas animais ¢ um objectivo dificil de
alcangar nas espécies pecuarias por diversas ordens de razdes. Assim, torna-se necessario conhecer as
estruturas e as respectivas sequéncias dos genes estruturais e dos genes reguladores envolvidos. Em
segundo lugar ¢ necessario construir “in vitro” os vectores necessarios com as estruturas implicadas
contendo inclusive marcadores adequados.

Torna-se depois imperativo introduzir esses vectores construidos em populagdes celulares que resistam a
essas operagoes e a todas as operagdes subsequentes visando a identificacdo ,seleccdo e subcultivagdo das
populagdes celulares que contém a modificacdo genética desejada.

Esta populagdo celular terd que possuir uma esperanga de vida compativel com diversas multiplicagdes
subsequentes, sendo depois clonada nas espécies pecudrias em odcitos enucleados, gerando embrides a
cultivar para depois serem transferidos para fémeas recipientes preparadas onde devem ter capacidade
para gerar fetos de termo e depois animais vivos com capacidade replicativa e mantendo as modificagdes
genéticas imprimidas pelo vector construido.

Nos ratinhos o gene “targeting” pode ser efectuado em células estaminais embrionicas (ES) o que noutras
espécies animais so ¢ conseguido utilizando linhas derivadas de células somaticas primarias, uma vez que
ndo se dispde de linhas de ES nestas outras espécies animais (espécies pecuarias).

As modificagdes genéticas podem incidir, em genes silenciosos ou em genes activos, em mais do que um
alelo do mesmo gene, ou mesmo em alelos de genes diferentes através de clonagens em série.

As diversas manipulacdes genéticas dos animais podem ser alcancadas de forma um tanto variada
consoante os objectivos em vista e de acordo com o que referimos anteriormente.

Assim as manipula¢des que visam um aumento das produgdes animais tém sido feitas por introdu¢do de
um transgene novo correspondente a um Unico gene, resultando portanto num acréscimo de fun¢des no
novo ser gerado.

Certamente que muitos aumentos de producdes animais serdo da responsabilidade de diversos genes
actuando em conjunto, sendo portanto situagdes poligénicas.

Simplesmente, estas situacdes poligénicas, estdo muito mal identificadas e conhecidas ndo sendo por ora
possivel construir transgenes que veiculem “in toto” os genes implicados nestas situacdes poligénicas.
Apesar de se tratar de situagdes poligénicas, ha situagdes em que a manipulagdo monogénica se reflete
indiscutivelmente nas producdes animais.

Quanto 4s manipulagdes genéticas que visam combater ou proteger de determinadas doencas as
estratégias sao normalmente outras.

Assim pode tentar-se evitar que a doenga se instale como por exemplo no caso da BSE nos bovinos e para
este efeito duas estratégias tém sido seguidas uma visando a delecdo do gene indispensavel PrP para que
esta doenga ocorra (Hwang, vide 10.1.2 e Denning); outra inserindo um gene PrP modificado e exaltado

na sua expressao que impede que o PrP normal seja convertido em PrP anormal (Hwang, vide 10.1.2).

Noutras situagdes paralelas por exemplo para aumentar a resisténcia & mamite estafilococica consiste na
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introducdo no genoma bovina do gene da lisostafina (Kerr et alii,2001) , podendo a estratégia ser um
tanto diversificada conforme se referiu anteriormente na manipulacdo genética dos animais e na
geneterapia.

Damos seguidamente breve resumo de trabalhos recentes nestes dominios.

10.1- Transgenese em bovinos

10.1.1— Transgéneses em série em bovinos da imunoglobulina — e
da proteina prionica
(Kuroiwa, Y, et alii, 2004)

Objectivo

Impedir a expressdao em bovinos do gene da imunoglobulina- (IGHM) e a expressao do gene da
proteina priénica (PRNP)

10.1.1.1 — Células a utilizar

Linhas de fibroblastos fetais bovinos

10.1.1.2 — Algumas caracteristicas da construcdo dos transgenes

Para o 1° alelo - IGHM+/- (IGHM +/-) . Contem a sequéncia truncada do gene IGHM +/+

Para o 2° alelo - (IGHM-/-). Contem outra sequéncia diferente truncada do gene IGHM +/- com
outro marcador

Para o 3° alelo - PRNP+/- (IGHM-/- PRNP+/-). Contem sequéncia truncada do gene PRNP+/+

Para o 4° alelo - IGHM-/- PRNP-/-. Contem sequéncia truncada do gene PRNP+/- com outro
marcador

Analise dos genomas

A confirmacao da eficdcia das transgéneses foi feita através da PCR, sequenciagdo subsequente e
RT - PCR.

Kuroiwa,Y, et alii, 2004, conseguiram realizar a partir de células somaticas de bovino (fibroblastos em
culturas primarias) uma série de gene “targeting” que levaram ao knockout de ambos os alelos de um
gene silencioso nos fibroblastos [0 gene bovino que codifica a imunoglobulina  (IGHM)] e produzir
vitelos knockout heterozigotos e homozigotos que foram depois num knockout subsequente alvejados
(targeting) em ambos os alelos de um outro gene activo nos fibroblastos e codificador da proteina
prionica bovina (PRNP) implicada na BSE, obtendo-se assim numa mesma linha genética,fetos com
knockout homozigotos nos genes IGHM e PRNP.

Esta biotecnologia de gene targeting em série tornou dispensavel em algumas etapas a transmissao pela
linha germinativa das modificagdes genéticas complexas introduzidas.

Noutras espécies mamiferas, que ndo o ratinho, o gene targeting pode utilizar células somaticas primarias
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seguido de clonagem embridnica (McCreath, K.J et alii, 2000; Denning, C. et alii, 2001; Lai, L. et alii,
2002; Yifan, D. et alii, 2002), sendo os embrides por vezes utilizados para produzir descendéncia clonada.

No entanto, como ja referimos, as células somaticas relativamente 4s ES de ratinho tém uma esperanca de
vida média relativamente curta e dai dificuldades para seleccionar as colonias de células adequadas
alvejadas dada a baixa frequéncia de recombinagdes homologas.

Por outro lado, genes que sdo transcriptionalmente silenciosos em relagdo a genes transcriptionamente
activos, t€m uma baixa frequéncia de recombinagdes homologas sendo dificilmente seleccionados.

Genes transcriptionalmente activos sdo mais facilmente seleccionados tendo um gene promotor marcado
que induza a expressdo do marcador seleccionado.

Para aquilatar das consequéncias da modificacdo genética introduzida, ambos os alelos de um gene devem
ser alvejados (targeted).

Nos ratinhos isto ¢ conseguido levando ao cruzamento de animais (founder) knockout heterozigdticos a
fim de produzir uma linha “inbred” de knockout homozigoticos.

Estes cruzamentos entre os animais para obter homozigotos em diversas espécies (bovinos, ovinos e
suinos) ¢ dificultada dado os longos periodos de gestacdo e os intervalos consequentes, além dos
inconvenientes da consanguinidade.

Kuroiwa, Y et alii, 2004 desenvolveram um método rapido e aplicavel para contornar esta situagao,
baseando-se este método na aplicacdo em sequéncia, do gene targeting por recombinacdo homdloga
seguida pelo rejuvenescimento de linhas celulares através da produgdo de fetos clonados (vide figura
seguinte).

Conseguiram assim alvejar (targeting) um gene silencioso (ndo transcrito) e produzir vitelos heterozigotos
e homozigotos para esse gene IGHM, tendo também modificado um segundo gene, o PRNP, produzindo
bovinos e linhas celulares duplamente knockout e duplamente homozigoéticas para dois genes diferentes.

Neste sistema de targeting genes em série, o tempo necessario para produzir um animal com estas
caracteristicas ¢ notavelmente menor do que nos esquemas de cruzamento tradicionais.

Assim neste sistema de modificagdo de genes em série,cada modificacdo leva cerca de 2,5 meses para a
transfeccdo e estabelecimento de linhas celulares modificadas podendo ser obtidos vitelos com estas
modificagdes, e homozigdticos, em 14 meses (5 meses para o targeting nos dois alelos e 9 meses para a
gestacdo, e vitelos com dois genes modificados e homozigoticos podem ser obtidos em 21 meses).
(Kuroiwa, Y. et alii, 2004).

Nos bovinos, o cruzamento entre heterozigotos para produzir homozigotos, necessitaria de cerca de 5
anos e a geracao de duas homozigotias a partir de duas heterozigotias ¢ impraticavel (Kuroiwa, Y et alii,
2004).
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Figura 3
Esquema de processo para a modificacdo (gene targeting) em série,

a partir de fibroblastos primdrios de bovino
(Kuroiwa, et alii, 2004)
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Os fibroblastos fetais de macho bovino Holstein da linha 6939 foram electroporados com o 1° vector e
depois de 14 dias em cultura, metade dos pocos com células das placas de cultura eram rastreados por
PCR para identificar as células correctamente alvejadas (IGHM+/-).

As células de dois pogos restantes serviram para clonagem embrionica depois de por fusdo com odcitos
enucleados serem desenvolvidos in vitro até ao estddio de blastocistos, transferidos para fémeas
recipientes para gerar fetos que iriam rejuvenescer as linhas celulares. Aos 60 dias de gestacdo eram
colhidos estes fetos e restabelecidas a partir deste as linhas de fibroblastos sendo confirmado pelo PCR
que os fetos eram IGHM+/-.

Foram, por outro lado, também produzidos vitelos IGHM+/- com este genotipo confirmado por PCR e
andlise da sequéncia respectiva.

As linhas celulares de fibroblastos dos fetos com 60 dias de gestagdo foram depois alvejadas com o 2°
vector e depois, rastreados através de novo marcador e depois analisadas na sua sequéncia, tendo-se
obtido células knockout homozigéticas IGHM-/-.

Com estas células IGHM-/-, apds fusdo com odcitos enucleados e formados os blastocistos, foram
gerados fetos para rejuvenescer as linhas celulares (através da transferéncia para fémeas recipientes
sincronizadas) e vitelos. Foram colhidos fetos IGHM-/- aos 45 dias e confirmada a sua marcagao correcta
pelo PCR e sequenciacao.

A excisdo nos fibroblastos IGHM-/- dos marcadores neo e puro utilizados nos dois vectores anteriores foi
feita com o sistema de recombinagao Cre- Lox P.

As linhas de fibroblastos 1404 Cre-excisada IGHM-/- foram transfectadas com o 3° vector e rastreadas
por PCR.

As células Cre-IGHM-/- PRNP+/- identificadas foram utilizadas como referimos anteriormente para gerar
fetos, e aos 45 dias de gestacdo foram colhidos novos fetos em que se confirmou por PCR e sequenciagio
que eram Cre-IGHM-/- PRNP+/-.

A linha celular 8443 Cre-IGHM-/- PRNP+/- foi depois transfectada com o 4° vector tendo a PCR e
sequenciacao confirmado Cre-IGHM-/- PRNP-/-.

No esquema da figura 3 anterior refere-se que através do sistema de modificagdo de genes um a seguir a
outro, pode obter-se em 12,5 meses a homozigotia de dois genes diferentes, enquanto para se obter um
animal heterozigoto apenas para um gene seriam necessarios 11,5 meses e para obter um animal
homozigoto para esse mesmo gene seriam necessarios 14 meses, sem recorrer ao cruzamento entre
animais, porque o recurso ao cruzamento de animais bovinos heterozigoticos para obter homozigdticos
seria muito mais demorado.

10.1.1.3 — Construcao de Transgenes e vectores

Neste trabalho que temos vindo a referir de Kuroiwa et alii, foram produzidos quatro vectores knockout
para a clonagem dos quatro alelos a inactivar, dos dois genes endogenos IGHM e PRNP.

O 1° vector knockout para modificar o 1° alelo IGHM foi construido com um fragmento genomico de
bovino a volta do exdo 2 do locus da regido constante do gene IGHM. Este fragmento em redor do exao
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2 era depois sujeito a enzimas de restricdo para se obter um fragmento de 7,2 kb homodlogo da
extremidade 5' da frac¢do do gene enddgeno, e, com outras enzimas de restricdo, para obter um fragmento
de 2,0 kb homologo da extremidade 3' da por¢ao do gene enddgeno, sendo os fragmentos subclonados em
p- Bluescript IT SK(-)Stratagene sendo depois nele inseridos genes relacionados com a puromicina (puro),
Stop cassetes e DT-A (toxina difteria A )[Vector pBCu _ Ko puro].

O 2° wvector para modificar o segundo alelo da IGHM ja tinha outra constru¢do, inclusivé com
substituicdo do gene puromicina por um gene para neomicina (neo) [vector pPBCu _ NKO neo].

Para a construcao do 3° vector para um dos alelos da PRNP a estratégia era a delineada anteriormente
com intervencdo de enzimas de restricio com obten¢do dum fragmento genémico bovino a volta do exao
3 do locus PRNP (subclonando um fragmento genomico Bam H1 de 8,3 Kb extremidade homologa 3' — e
um fragmento Bam H1- Bgl II de 1,2Kb extremidade homdloga 5' em p Bluescript II SK (-)) e construgao
do vector, mas com o gene neo inserido [Vector pBPrP (H) Ko neo].

A construgdo do 4° vector para o segundo alelo da PRNP era similar a do 3° vector contendo no entanto o
gene puro em vez do gene Neo.

Os vectores eram electroporados nos fibroblastos primarios ou fetais que apds replicagdo e por
recombina¢do homologa vao induzir a substituicdo do gene enddgeno por fraccdes homodlogas desse gene
endogeno, veiculado pelo vector, em conjunto com marcadores adequados.

Esses marcadores vao permitir depois a identificacdo das células e das colonias que integraram no local
preciso o transgene, em detrimento das células em que ndo ocorreu essa integragdo, ou em que ela ocorreu
mas ao acaso € nao nos locais precisos (homoélogos) do gene enddgeno.

As células seleccionadas eram tratadas com extratos mitoticos (Sullivan, E.J. Et alii, 2004) antes de
fundidas com os o6citos enucleados.

Os genes endogenos IGHM e PRNP foram pois modificados sucessivamente um a um e alelo a alelo.

Assim nos fibroblastos primarios de bovino foi primeiramente modificado com o 1° vector um alelo do
gene IGHM. Estas células foram clonadas rejuvenescidas em fetos e estes depois originaram outra linha
celular de fibroblastos que sofreu nova modificacdo com o 2° vector, no outro alelo do mesmo gene.

Antes da introdug@o do 3° vector as células homozigoticas para IGHM foram excisadas dos marcadores
introduzidos pelos 1° e 2° vector, para a neomicina e puromicina, através de um plasmideo com expressao
de uma Cre- recombinase.

Novamente estas células agora homozigoéticas para o gene IGHM foram clonadas e rejuvenescidas em
novos fetos e estes originaram outra linha celular de fibroblastos que agora sofrem modificagdo com o 3°
vector num alelo do gene PRNP gerando células heterozigoticas para este gene.

Estas células forma clonadas e rejuvenescidas em novos fetos e estes depois originaram outra linha
celular de fibroblastos que foi modificada com o 4° vector no segundo alelo do gene PRNP gerando

células homozigoticas para este gene.

As células permeabilizadas utilizadas neste trabalho de Kuroiwa, Y et alii, 2004 foram tratadas com extratos
mitdticos para remodelagdo da cromatina (Sullivan, E.J.et alii, 2004) tal como se desenvolve seguidamente.
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10.1.1.4 — Cromatina remodelada “in vitro” para clonagem de vitelos
(Sullivan, E.J. et alii, 2004)

Os nucleos das células somaticas dos mamiferos podem ser remodelados antes de serem transplantados
para uma clonagem por N.T., o que parece ter diversas vantagens.

Neste sistema efectua-se a permeabiliza¢do da célula dadora do ntcleo (por exemplo com estreptolisina 0
em solucdo tamponada) e o seu tratamento com extracto mitdtico onde ocorreu a condensacdo da
cromatina ( num extracto celular mitdtico) em ordem a remover os factores nucleares solubilizados
durante a condensagao dos cromossomas, seguindo-se a resselagem da membrana das células tratadas que
continuam vidveis.

Os cromossomas condensados sdo depois transferidos para odcitos enucleados antes da activacdo, ou seja,
as células resseladas sdo fundidas com oocitos enucleados e estes activados sendo depois os embrides
cultivados.

O extracto mitdtico neste trabalho (Sullivan, E.J. et alii, 2004) corresponde a células de rim bovino
(American Type Culture Collection, Bethesda, MD) sincronizadas em mitose, com nocadazole, tratadas e
colhidas e depois lisadas. Seguia-se nova homogeneizagdo e centrifugagdo, constituindo o sobrenadante o
extracto mitotico.

Esta transferéncia de cromatina comparada com o N.T. habitual parece oferecer maior percentagem de
sobrevivéncia dos vitelos clonados, sendo compativel esta transferéncia de cromatina com o
desenvolvimento pleno dos animais.

A desassemblagem nuclear “in vitro” ¢ compativel com a subsequente reconstituicao do nucleo funcional
(Steen, R.L et alii, 2000).

Extratos de células mitoticas estdo implicados na dessassemblagem de nucleos adicionados de fora,
inclusive com quebra do envélucro nuclear e condensagao dos cromossomas (Collas, P., et alii, 1999).

A condensagdo da cromatina durante a mitose “in vitro” estd associada com a libertagdo de produtos

ligados a0 DNA como ¢ o caso de enzimas remodeladoras da cromatina (Sif, S., et alii, 1998), factores de
transcri¢do (como o TBP) e outros componentes somaticos potencialmente inibitorios).

10.1.2 — Bovinos resistentes 2a BSE

Na Coreia do Sul, pais asiatico ainda sem casos confirmados de BSE, o médico veterinario Prof. Woo-
Suk-Whang e a sua equipa, anunciaram em 10-12-2003 que tinham produzido por engenharia genética ,
bovinos resistentes a BSE que foram transferidos para o Japao onde estdo a ser testados durante um
periodo de cinco anos (Cyranoski, D., 2003).

Esta clonagem foi feita inserindo certas células somaticas contendo um niimero anormalmente elevado de
prides, em oocitos de vaca enucleados, sendo depois os embrides desenvolvidos em vacas de “aluguer”.

Este nimero adicional de genes para a proteina pridnica ainda podia interactuar com os prides
infecciosos, mas resistia a sua conversao para a forma aberrante. Ao mesmo tempo era introduzido um
promotor no DNA que estimulava a producdo deste PrP alterado para valores bem acima dos normais, o
que nestas circunstancias diminuia a probabilidade dos prides infecciosos poderem encontrar e converter
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o PrP normal (inibi¢do dominante-negativa da replicagdo pridnica ) (Perrier, V., et alii, 2002).

Noutra estratégia para o mesmo efeito o grupo do Prof. Whang procedeu ao Knockout da totalidade dos
PrP, em bovinos clonados, suprimindo assim a possivel presen¢a de proteinas pridonicas normais.

Dado o alto impacto deste assunto, a constru¢do dos transgenes para estas estratégias, bem como as
biotecnologias utilizadas, tudo processos altamente sigilosos, foram protegidas por patentes internacionais
rigorosissimas.

Recentemente Richt, J. A, et alii, 2006 descreveram a producdo de bovinos sem proteinas pridnicas,
através do processo de gene-targeting em sequéncia ou série realizada por Kuroiwa (co-autor do
trabalho), tendo os animais por ora com 20 meses, revelado normalidade, clinica, fisiologica,
histopatologica, imunologica e reprodutiva.

Os homogeneizados de tecidos cerebrais desses animais revelaram-se resistentes a propagagao de prides

através do PMCA (protein misfolding cyclic amplification) de Cldudio Soto (co-autor também deste
trabalho) o que parece desde ja indicar e confirmar a auséncia de proteina prionica.

10.1.3 — OQutros bovinos transgénicos produzidos com o objectivo de melhorar as suas producoes

Gene introduzido ou deletado | Performance obtida Referéncia

Lactase intestinal Redugao da lactose no leite (Whitelaw, B, 1999)
Lisostafina Resisténcia a mamite (Kerr, D.E., et alii, 2001)
_- lactoglobulina Aumento de producao desta (Bremel, R.D., 1996)

proteina no leite

Genes nao identificados Composicao do leite (Maga e Murray, 1995)
modificada e reduzida ac¢ao
alergénica no consumo humano

Genes nao identificados Aumento de resisténcia a (Mattioli, et alii, 2000)
tripanosomiase

Diversos, inclusive Anticorpos |Producdo de proteinas (Brophy et alii, 2003)

recombinantes e e K modificadas

caseinas

10.2 — Transgénese em suinos

10.2.1 — Alguns exemplos de transgéneses em suinos

Como ja referimos aplicacdes praticas de transgenese nos animais podem envolver aspectos produtivos
tais como o aumento da prolificidade e performance reprodutiva , melhoramento na utilizacdo de
alimentos e velocidade de crescimento dos animais, composi¢ao da carcaca melhorada, producdo de leite
e/ou a sua composicao melhoradas e aumento da resisténcia as doengas.
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Abordamos mais adiante duas situacdes distintas de transgénese promovidas em suinos, num caso com
introdu¢do de um gene de outra espécie animal (bovino) para obter uma super expressao de -
lactoalbumina, noutro caso com genes- targeting por Knockout de um gene do préprio suino envolvido na
genese de xenoantigénios causadores da rejeicdo hiperaguda aquando da trasplantagdo de 6rgdos ou
tecidos para seres humanos.

Refere-se, seguidamente, uma aplicacdo da transgénese na produgdo de suinos visando a melhoria da
producdo e composicao do seu leite com implica¢des evidentes.

Para esse efeito foram produzidos suinos transgénicos que super exprimiam a proteina lactea -
lactoalbumina bovina.

10.2.1.1 — Transgénese de -lactalbumina bovina em suinos (Bleck, G.T., et alii, 1998)

O objectivo era aumentar a produgdo de _ -lactalbumina no leite.

Os suinos transgenéticos eram obtidos através da microinjec¢do num pronucleo do gene da _ -
lactalbumina bovina que foi construido com a sua regido flanqueadora 5' de 2,0 kb e com a sua regido
codificadora de 2,0 kb e 329 bp na regido flanqueadora 3'. (Figura 4)

Figura 4
Estrutura do gene construido da  -lactalbumina bovina para microinjeccdo
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(2,0kb) 3' (329 bp)

Para este efeito as marrds eram preparadas convenientemente, com os animais exibindo estrus a serem
inseminadas artificialmente e os embrides depois colhidos cirurgicamente a partir do oviduto e depois de
visualizados os prontcleos, apenas um pronucleo era microinjectado com a constru¢do de DNA anterior.

Os embrides injectados eram depois transferidos para fémeas receptoras adequadas sendo os animais
gerados, quando nasciam, rastreados utilizando a PCR através de biopsias da orelha e da cauda.

Os animais transgénicos eram caracterizados pela presenca de uma banda de 700bp correspondendo a
uma porg¢ao da regido flanqueadora 5' da _ -lactalbumina bovina.

Por este meio originou-se um aumento cerca de 50% na concentracdo total de
_-lactalbumina no leite da marra através da lactagdo, tendo a propor¢ao -
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lactalbumina bovina/suina mudado ao longo da lactagdo o que parece indicar que o transgene bovino
introduzido e o gene porcino enddgeno tinham mecanismos de controlo distintos.

A expressao de transgenes especificamente na glandula mamaria tem merecido particular interesse, pois
as regioes flanqueadoras 5' de diversos genes de proteinas do leite, que tém uma funcdo reguladora,
podem ser utilizados para conduzir a expressdo de proteinas estranhas nas células (Villote et alii, 1989)
epiteliais mamarias dos animais transgénicos (Simons et alii, 1987).

Estas regides reguladoras das proteinas do leite tém sido ligadas a genes expressos como transgenes em
suinos, ovinos e caprinos (Clark et alii, 1989; Ebert et alii, 1991; Wall et alii, 1991).

10.2.1.2 — Producao de suinos deficientes em xenoantigénios

As transplantacdes de orgdos e tecidos dos animais, sobretudo de suinos, para os seres humanos ¢ um
objectivo que em principio para ser alcancado necessita da remog¢do dos xenoantigénicos nos tecidos
animais que desencadeiam reac¢des de rejeicdo hiperaguda nos recipientes.

Estes xenoantigénicos residem nos epitopes (Gal _ 1,3 Gal _ 1,4 Glc Nac-R ) que existem na superficie
celular de quasi todos os mamiferos e que ndo existem nos seres humanos e nalguns macacos (Galili, U.
et alii, 1998 ref. in Phelps, C. J., et alii, 2003) sendo sintetizados pela enzima _ 1;3 galactosilotransferase
(_1,3GT ouGGTA 1).

As técnicas de transgénese que referimos seguidamente promovem o Knockout dos genes responsaveis
pela sintese desta enzima.

10.2.1.2.1 — Clonagem transgénica em suinos para promover o Knockout de um dos alelos do gene
da 1:3 —galactosilotransferase( 1.3 GT)(Lai, L., et alii, 2002)

10.2.1.2.1.1 — Células dadoras de nucleos

Foram obtidos fibroblastos primarios de fetos de suinos miniatura com 37 dias de gestacdo. Esses
fibroblastos fetais resultaram da fina fragmentagao de tecidos com digestao pela colagenase- tripsina.

As células assim dissociadas dos tecidos eram distribuidas numa determinada concentragdo por cm2 em
pocos adequados revestidos com colagénio e contendo um meio de cultura suplementado com soro fetal
bovino e antibidticos.

As células aderentes aos pogos eram congeladas no dia seguinte.

Para transfeccdo esses fibroblastos fetais eram descongelados e cultivados durante trés dias para que
ocorresse subconfluéncia antes de serem transfectados por electroporagio. [cerca de 2x10’ fibroblastos
eram electroporados a 260 v num meio tamponado contendo o vector transgene construido (0,5p

mol/ml)].

As células transfectadas eram depois cultivadas em globo, sem seleccdo durante dois dias e depois
distribuidas em pogos de placas revestidos de colagénio, cada pogo com 2x10* células e contendo um
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meio de cultura adequado em consondncia com os marcadores para selec¢do inseridos no vector
construido.

Seguiam-se depois as operagdes de seleccao e as células seleccionadas, ou sejam, as células dadoras de
nucleos com o transgene eram criopreservadas e rastreadas por RT-PCR, e para isolamento e estudo do
DNA.

As células criopreservadas para a transferéncia de nucleos contendo o transgene, eram descongeladas a

37°c, com a adicg¢@o do soro bovino fetal e esta suspensdo mantida a temperatura ambiente 30 minutos,
sendo depois utilizados para o transplante de nucleos.

10.2.1.2.1.2 — Construcao do transgene

A construcdo do vector do gene para knockout continha sequéncias homoélogas de determinadas regides
do gene endogeno 1,3 GT, assim como uma cassete de selec¢do contendo um local interno de entrada
ribossomal, uma sequéncia codificadora de resisténcia a antibiotico e coddes flanqueadores para stop.

Esta cassete de selecc¢do era inserida num determinado local do exdo 9 de dominio catalitico homodlogo do
gene 1,3 GT.
Figura 5

Homologia entre o gene endégeno _ 1.3GT
€ 0 vector transgénico

locais para enzimas

de restricao
Sacl

Gene Ex07 sact, sac2 | Ex@08 EcoRI ]:;,X5.09 | EcoRl |
endogeno [ | L | | ! :—f—lF KbIT |
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Bip-APRT (cassete de selecgdo

hiKb inserida no Exao9)
il &IiEsquema do
- vector transgenico

0,8 Kb 6,8 Kb p GalGT
para além do Exao7 para além do Exao9

Para a substituicdo homoéloga do alelo endéogeno  1,3GTI (GGTA 1) foi utilizado um gene vector p
GalGT com a regido codificadora acima do dominio catalitico rompida pela inser¢do de uma cassete de
seleccao que continha um local de entrada Bip interno para ribossomas seguido por sequéncias
codificadoras de resisténcia G 418.
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10.2.1.2.1.3 — Odcitos como células receptoras de nucleos

Tentativas para utilizacdo nas clonagens por N.T. de odcitos de espécies animais diferentes das células
somaticas utilizadas como dadoras de nticleos ndo tém resultado, apesar de diversa tentativas referidas
pela bibliografia da especialidade.

Os oocitos eram colhidos de marras abatidas no matadouro e maturados num meio protéico definido e
suplementado com factores diversos, hormonas e antibioticos. Outros odcitos eram comprados num meio

de maturagdo comercializado.

Apo6s maturagdo os oocitos eram libertados das células cumulus envolventes e guardados num meio
adequado até a sua utilizacao.

A enucleacgdo dos o6citos decorria na metafase Il e era feito num meio suplementado.

A transplantacdo do ntcleo para o odcito, a fusdo e a activagdo seguiram os protocolos indicados por Park
et alii, 2001 (referido in Lai, L., et alii, 2002).

A seleccao das celulas a utilizar foi feita baseada na existéncia de uma plasma membrana intacta, pois
dada a escassez de células contendo o transgene, ndo era possivel outra seleccao.

Os embrides eram guardados 30 a 60 minutos num meio apropriado suplementado e recobertos com 6leo
mineral. Os embrides sobreviventes (com a membrana plasmatica intacta) eram escolhidos para
transferéncia para maes de aluguer por cirurgia laparotémica.

A preparagdo das maes de aluguer seguia um protocolo indicado (Ref. 26 in Lai, L. et alii, 2002).

10.2.1.2.2 — Clonagem transgénica em suinos para knockout do 2° alelo do gene 1.3GT
(Phelps, C.J., et alii, 2003)

Na produgao de suinos deficientes em actividade  1,3-galactosilotransferase (1,3 GTI ou GGTA 1) a
completa remocao desta enzima dos 6rgdos suinos € uma etapa critica para se alcangarem €xitos nas
xenotransplantagoes.

Foi conseguido primeiramente (Lai, L., et alii, 2002)a rotura de um alelo do gene da 1,3 GT em suinos
clonados.

Posteriormente(Phelps, C. J., et alii, 2003) a partir de suinos heterozigotos para este gene _1,3GT
(portanto com o 1° alelo inactivado) foi possivel alcangar a inactivag¢ao do 2° alelo.

A inactivagdo deste segundo alelo foi causada por uma simples mutagdo pontual de T para G ao nivel da
segunda base do exdo 9 do gene 1,3 GT e através de um processo de seleccdo baseado numa toxina

bacteriana.

Fibroblastos fetais heterozigoticos knockout 1,3 GT foram isoladas a partir de fetos com 32 dias de
gestacdo e construido um novo vector p PL 680 para knockout do 2° alelo 1,3 GT.

Este 2° vector que era electroporado nas células anteriores, continha um codao de partida ATG contendo
também o gene neomicina.
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O vector p PL 680 era constituido por trés partes, uma de 1,8 kb gerada por PCR a partir de um
fragmento do intrdo 2 para o intrdo 4 do gene 1,3 GT, terminando no coddo de iniciagdo ATG na
extremidade 5'. Tinha depois outra parte com uma regido codificadora Neo/pA fundida no ATG da
extremidade 5' e uma terceira parte de 9,6 kb gerada por PCR de um fragmento do exdo 4 do gene 1,3
GT até ao exdo 7, que constituiam a extremidade 3' do vector.

No que se refere as condicdes de crescimento e selec¢do das células utilizadas, que foram fibroblastos
fetais de suinos miniatura, o seu tempo de duplicacdo constante (steady) foi de cerca de 24 horas.

As linhas de clones celulares senesciam em média apds 30 a 32 dias de cultura o que tornava necessario
que as linhas clonais fossem seleccionadas para N.T. rapidamente.

Esta estratégia de clonagem com inactiva¢do do gene 1,3 GT numa segunda volta (no 2° alelo) permitiu
poupar cerca de 6 meses para obtencao da dupla inactivagao dos alelos, em relagdo a outra metodologia
pelo cruzamento natural dos animais que levaria cerca de 12 meses para produzir homozigotos com _ 1,3
GT inactiva (isto admitindo que se conseguiria suinos knockout heterozigotos macho e fémea na mesma
altura e que esses animais eram férteis.

10.2.2 — Qutros suinos transgénicos produzidos com o objectivo de melhorar as suas producoes

Gene introduzido
ou delectado

Performance
obtida

Factor T de crescimento
insulina-like

Crescimento mais rapido.
Gordura de carcaga melhor (Wheeler e Walters,
2001)

Hormona de crescimento
porcino sob controlo de metalotionina

Crescimento mais rapido,

menos gordura

melhor indice de conversao
(http://www.bresagen.com au/rep bio.asp |

Desaturase stearoil CoA
de espinafre

Aumento da gordura insaturada (Iritani, A, 2002)
[http://news.bbc.co.uk/2/hi/asia-
pacific/1780541.stm]

Fitase E.coli expressa
na saliva

Reducao nas perdas de fosforo,

digestao de fitato e melhoria

da digestao de dietas (Golovam, S.P., et alii,
2001)

Anticorpos monoclonais

Resisténcia a gastroenterite
(Saif, L.J. et Wheeler, M.B. 1998)

Genes ndo especificados

Aumento da resisténcia a doengas
Aumento do tamanho das ninhadas (Wheeler. et
Walters, 2001)
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10.3 — Transgenese em ovinos e caprinos Alsuns exemplos de transgéneses em ovinos

Diversas modificagdes genéticas sdo orientadas para finalidades comerciais ou para aplicagdes médicas.

10.3.1 — Alfa-1-antitripsina humana (hAAT)

Assim a hAAT proteina plasmatica que inibe a elastase evitando a excessiva destruicao dos tecidos na
resposta inflamatoria, foi integrada, num DNA reconstruido, em ovinos transgénicos sendo expressa
abundantemente no leite destes animais. (McCreath, K.J., et alii, 2000).

Para isto inseriram um transgene codificando hAAT na regido 3' ndo translida de um locus 1 ()
procolagénio (COL1A1).

Esta estratégia implicava a inser¢ao especifica de um transgene mais do que uma delec¢do da sequéncia
codificadora enddgena.

10. 3.2 — PrP e GGTA1

Também Denning, et alii, (2001 a) conseguiram a producao de fetos ovinos e cordeiros com supressao
(rotura) genética um alelo do gene PrP que codifica a proteina pridnica responsavel pelas TSE, e do gene
GGTALI que codificaa _ (1,3) — galactosiltransferase responséavel pela apresentagdo a superficie
extracelular das células de todos os ovinos da galactose — (1,3) galactose, provavelmente a causa
principal da rejei¢ao hiperaguda dos 6rgaos dos animais xenotransplantados para seres humanos que nao
possuem este epitope (vide anteriormente a este propdsito em suinos transgénicos).

10.3.3 — Factor IX da coagulacio sanguinea humana

Em 1997 Schnieke et alii conseguiram transfectar fibroblastos ovinos com um DNA construido com
o factor IX da coagulacio sanguinea humana e seleccionar aqueles fibroblastos que continham uma
expressao mais elevada para N.T. e que apesar de ndo terem as modificacdes especificas,
geneticamente, num dado locus preciso do transgene, constituia no entanto a primeira prova de que
as células podiam ser transfectadas, tornadas transitoriamente permeaveis ao DNA e seleccionadas
enquanto se mantinham plenamente aptas para a N.T.. Isto permitia pois a modificacio genética
nas espécies pecuarias.

Schieke et alii conseguiram produzir o factor IX de coagulacdo humana no leite de ovinos transgénicos,
através da transferéncia de nucleos de fibroblastos fetais transfectados com o transgene.

Os fibroblastos primdrios ovinos foram obtidos de fetos com sete dias. Estes fibroblastos dadores de
nucleos eram induzidos para a quiescéncia e os nlicleos transferidos para odcitos enucleados de ovinos.

O transgene construido p MIXI (ref. 16 in Schieke et alii, 1997) compreendia o gene humano para o

factor de coagulacdo IX, contendo a regido codificadora completa ligada ao gene promotor da -
lactoglobulina ovina que permitia um alto nivel de expressdo do transgene na glandula mamaria ovina.
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Gene introduzido
ou delectado

Performance obtida

Observacao

Ovinos
hormona de crescimento

Mais répido crescimento
Melhores indices de conversao
menos gordura

maior lactacao

- Projecto a decorrer ha ja 20
anos na Australia.

- Em metade dos animais tem o
gene da hormona inactivo

- Capacidade reprodutiva
levemente prejudicada
(Kadokawa, H. et alii, 2003)

Ovinos
Genes envolvidos na sintese de
4cidos aminados com enxofre

Aumento do comprimento da 12
talvez melhor crescimento do
foliculo e aumento do
crescimento muscular na
pastagem

Informacao comercial
confidencial
(Bawden, C.S., et alii, 1999)

Ovinos
IGF 1 com um promotor de
ceratina

Aumento do crescimento da 12

(Su, HY et alii, 1998)

Ovinos
Genes para ceratinas especificas
expressas nos foliculos da 12

Propriedades da 1a modificadas,
com aumento do brilho e
resisténcia

(Powell, B.C., et alii, 1994)

Ovinos
involucro do virus Visna

Reduzida patologia devido a
este virus

(Clements, J.E., et alii,1994)

Ovinos Reduzida susceptibilidade ao (Denning, C, et alii, 2001)

PrP Scrapie( TSE)

Ovinos Caracteristicas musculares

Miostatina alteradas

Caprinos Cura ou previne mastite por (Fan, W., et alii, 2002)
Lisostafina Staph. aureus

Caprinos Aumento dos acidos gordos (Murray, 2003 in Harper, C.S. et

Estearoil- CoA dessaturase de
ratazana

insaturados no leite

alii, 2003)

Caprinos
Lizozima humana

Modifica a composigao do leite
favorecendo as respostas
imunoldgicas e inibindo
bactérias nocivas

(Murray, 2003 in Harper, C.S. et
alii, 2003)

10.4 — Transgénese em ratinhos
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Estdo assinaladas modificacdes genéticas em ratinhos em mais de 2000 genes knockout
(http://research.bmn.com/mkmd).

Através de modificagdes genéticas ¢ hoje possivel criar novas estirpes de ratinhos com mutagdes em
virtualmente qualquer gene desejado.

Para isso:
1° — A mutagdo desejada ¢ construida e introduzida por tecnologia do DNA recombinante numa copia
clonada do gene escolhido.

2° — A mutagdo ¢ depois transferida para o genoma de uma célula estaminal enbrionica (ES) pluripotente
de ratinho através de uma recombina¢do homoéloga entre a sequéncia de DNA mutado e a sequéncia
cognata de DNA do cromossoma da célula ES.

3° — E feita depois a microinjec¢do destas células ES contendo a mutagio introduzida em blastocistos (
outra hipotese como vimos anteriormente ¢ a N.T. para odcitos enucleados).

4° — O embrido ¢ deixado desenvolver até ao seu termo em maes de aluguer, sendo os ratinhos quiméricos
gerados capazes de transmitir para a descendéncia as modificagdes genéticas introduzidas, depois de

convenientemente cruzados e seleccionados.

E possivel pois nestas circunstancias escolher quais os genes que se pretende modificar e como fazé-lo.

10.4.1 — Murinos e galinhas transgénicos produzidos com o objectivo de melhorar as suas
producoes

Gene introduzido Performance Observacgoes

ou delectado obtida

Murinos Protec¢do contra a infecgao (Kerr, D.E., et alii, 2001)
lisostafina nas estafilococica

glandulas mamarias

Murinos Aumenta os acidos gordos (Murray, J.D., 1999)
Esteraoil — CoA dessaturase insaturados no leite
Murinos Digestdo da fibra em animais | (Zhang, J.X. et alii, 1999)
thermocellium Clostridium monogastricos
endo glucanase E
Murinos Introduzir o ciclo do glioxilato |(Saini, K. S, et alii, 1996)
Isocitrato liase e malato num mamifero em ordem a
sintetase da bactéria E. coli poder sintetizar glucose

directamente a partir de acetato
Galinhas Aumenta a resisténcia a doenga | (Crittenden, L. D. e Salter. DW,
(frangos) involucro do virus 1992)
da leucose

10.5 — Peixes transgénicos(Rocha, A et alii, 2004)
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Os peixes sdo muito mais faceis de manipular transgénicamente do que os mamiferos pois cada fémea
produz muito maior nimero de ovos. Assim, por exemplo, a Zebrafish Danio rerio cada fémea produz
200 ovos, o salmdo Salmo Salar, 10,000 ovos por fémea e a carpa Cyprinus carpio 100,000 ovos por
fémea. Por outro lado, o seu desenvolvimento embridnico ocorre exteriormente a mae e a probabilidade
de veicularem agentes patogénicos para os humanos ¢ baixa.

Os métodos tradicionais para inserir o transgene construido tém sido a microinjec¢do do transgene nos
ovos fertilizados, transgenes estes com fortes promotores virais que induzem contudo uma integragdo ao
acaso nos genomas, e ainda algum mosaicismo e expressdo episomica que se transmite de geragdo em
geracdo, sendo portanto altamente imprevisiveis e com baixa taxa de integragao.

Tenta-se no entanto ultrapassar estas metodologias recorrendo ao gene targeting e a recombinagdo
homologa, o que necessita de meios adequados para testar a eficiéncia dessas transgeneses. E o mesmo
se passa quanto ao melhor conhecimento de possiveis células estaminais embridnicas nos peixes, bem
como possibilidade de transferéncia de nticleos nestes animais.(Rocha et alii, 2004)

A microinjec¢@o em ovos de peixe de DNA linear tem sido feita ha ja cerca de 20 anos em variadissimas
espécies tais como trutas, salmdo, carpas, tilapias, medaka, dourada, zebrafish, loach e catfish (Lin, S;
2000). A maioria dos embrides dos peixes sobrevivem as injeccdes, € 1% a 5% podem converter-se em
transgénicos (Rocha, er alii, 2004). Apds a injeccdo a percentagem de integragdo ¢ baixa e a maioria dos
transgénicos sdo mosaicos e dai a electroporagdo e bombardeamentos ensaiados.

Tém sido alcancados crescimentos mais rapidos, com a inser¢cdo de genes da hormona de crescimento
humana ou de diversas espécies de peixes, em carpas, catfish,loach, tilapias, pik e em salmao do Atlantico
e do Pacifico.

Na listagem destes animais transgénicos referido in table 2, Harper, G.S., et alii,2003, a constru¢ao do
transgene utilizou sempre a hormona de crescimento, embora de diversas proveniéncias predominando
no entanto a do salmdo Chinock, sendo também o promotor utilizado nesses transgenes quasi sempre o
mesmo com predominancia do promotor AFP (proteina anticongelacdo) da lampreia ocednica (Oceanpout
AFP promoter).

A transgénese propriamente dita foi feita pela microinjec¢ao dos ovos fertilizados ou pela electroporacgao
do esperma.

As espécies transgénicas vao desde as carpas, salmdo, trutas, tildpias, sargos, licios, etc. e os ensaios
foram efectuados em Israel, Canada, China, Nova Zelandia, Finlandia, Cuba, Alemanha, Reino Unido,
Formosa, Estados Unidos, Japao, Espanha e Coreia do Sul.

Em espécies de aquacultura transgénicas estdo assinalados (table 3 in Harper, G.S., et alii, 2003) melhores
indices de conversdo, modificacdo da composicao das carcagas, caracteristicas morfoldgicas do intestino
e cecum piloricas aumentadas na area de superficie, etc etc.

No Canadé algumas empresas tém desenvolvido salmdes transgénicos, mas levantam-se duvidas acerca
da sua inocuidade e impacto ambiental (Reichhardt, T., 2000).
Também tem sido tentada a transgenese com construgdes contendo AFP, visto que nem todos os peixes

de importancia comercial tém esta proteina anticongelante, mas os salmdes em que tem sido realizada
esta transgenese, o nivel de expressao da AFP ¢ baixo e insuficiente para conferir resisténcia a congelagao
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(Zhong, Q e Fan, T, 2002; Hew et alii, 1992).

10.5.1 — Peixes transgénicos para produtos biofarmacéuticos

No quadro seguinte (Rocha, A. et alii, 2004-) referem-se produtos biofarmacéuticos para uso humano
produzido em peixes (Bostok, J., 1998; Coll, J.M, 2000).

Produto Peixe Companhia Orgio alvo
Factor VII Tilapia Aquagene (USA) Mucus
Insulina Tilapia P.C.ASMReD. ?
(USA-Canada)
Colagénio Desconhecido M.S.C.C.L (Japao) ?
Calcitonina humana Salmao Diver Drugs(Espanha) |Mucus
Pleurocidina Salmao Diver Drugs(Espanha) |Mucus
Defensinas humanas Salmao Diver Drugs(Espanha) | "

De qualquer forma, admite-se que no caso dos peixes (Rocha, A. 2004) para melhoria dos sistemas
transgénicos e suas metodologias, se torna necessario aprofundar o conhecimento sobre as caracteristicas
das células estaminais embridnicas que tém sido isoladas de algumas espécies , inclusive com o
estabelecimento de linhas celulares estaveis e que estdo referidas em Zebrafish, Medaka e sargo.

10.6 - Transgénese Aviaria

As biotecnologias transgénicas nas aves estdo carregadas de dificuldades técnicas e apenas recentemente
foram criados frangos transgénicos para alguns genes, o que ndo ¢ encorajante para a poderosa industria
avicola por esse mundo fora, que aguardam que a tecnologia transgénica possa melhorar as producdes de
carne e ovos, € aumentar por outro lado a resisténcia s doencas nos efectivos avicolas.

Por outro lado, as galinhas poedeiras podem ser expléndidos biorreactores para a produgdo eficiente de
proteinas terapéuticas uma vez que a sua manutencdo ¢ barata, cada ovo pode produzir quantidades
substanciais de proteinas, € o nimero de ovos produzidos ao longo do ano ¢ substancial.

A branca tipica do ovo contém 3,5 — 4,0 gramas de proteinas e mais de metade provem de um sé gene
(ovalbumina).

Admite-se que um gene expresso de uma proteina recombinante possa atingir até um grama ou mais de

proteina expressa por ovo (Ivarie, R, 2003).

Hé mais de uma década que se tentam desenvolver métodos para modificar o genoma dos galinaceos,
sobretudo a partir de 1995 quando diversas companhias de transgenesis avidrias entraram em cena.
Alguns progressos foram feitos mas falta muito por fazer.

Recentemente foram referidas linhas de galinhas transgénicas produtoras na branca do ovo de interferdao
-2 humano, biologicamente activo, (Rapp, J. C et alii, 2003) e outras linhas de galinhas transgénicas
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exprimindo o enzima bacteriano beta-galactosidase ( estas ultimas linhas foram produzidas na
Universidade Estadual de North Carolina utilizando o vector retroviral SNTZ originalmente criado por T.
Mikawa) (Mozdiak, P. E., et Petite, J.N., 2004).

No entanto a producdo de aves transgénicas ¢ uma tarefa muito complexa e laboriosa dadas as
caracteristicas das primeiras etapas de desenvolvimento embridnico e da sua fertilizagdo que relembramos
seguidamente.

O ovum maduro ¢ libertado do ovario pela ovulagdo e o esperma armazenado na glandula hospedeiro
deste esperma na fémea Opera a fertilizagdo quando o ovum entra no infundibulum do oviducto.

O ovo fertilizado entra no magnum que segrega o albumen, e depois entra no isthmus onde sdo
depositadas as membranas externa e interior da casca seguindo-se a formacdo da casca na glandula da
casca levando este percurso cerca de 3,5 a 4 horas. A formagao da casca na respectiva glandula leva cerca
de 20 horas.

A primeira divisdo celular da segmentagdo ocorre quando da entrada do ovum na glandula da casca,
continuando depois as divisdes celulares enquanto a casca do ovo se vai formando e no momento da
postura, o embrido tem cerca de 50,000 a 60,000 células sobre a superficie da massa da gema ou amarela
(Spratt e Haas, 1960 in Mozdziak, P.E. e Petite, J.N., 2004).

Nas biotecnologias transgénicas nas aves uma das dificuldades consiste, no momento da fertilizacdo, em
obter e manipular os embrides, inclusive porque cada vez que se pretende obter ovos com uma célula, tem
que ser abatida uma galinha adulta e dai a dificuldade de obter um niimero suficiente de ovos nestas
condigoes.

Todas as metodologias para produgdo de aves transgénicas tem por objectivo a inser¢do do transgene em
células que possam originar células germinativas, podendo assim essa insercdo operar-se no
odcito/espermatozoa maduros, ou no ovo recentemente fertilizado, ou nas células primordiais da linha
germinativa durante a sua formacao, ou a sua migracao e colonizagdo nas gonadas respectivas.

Em geral, a maioria destas técnicas produzem mosaicismo nas linhas germinativas (por exemplo, apenas
um subconjunto de células das gonadas transportard o transgene), Dai a necessidade de rastrear
eficientemente as linhas germinativas.

Sucede que o desenvolvimento das linhas germinativas comega com a formacao de células germinais
primordiais (PGCs) no embrido e que subsequentemente essas células migrardo passivamente através da
circulagdo intra e extra- embridnica e migrardo activamente através da circulagdo sanguinea quando essas
PGC migrarem para o epitélio seminal (Mozdiak, P.E. e Petite, J.N., 2004).

As PGCs(Primordial germ cells), celulas progenitoras dos gadmetas, sofrem pois um periodo transitorio de
circulacdo através dos vasos sanguineos, seguido por uma migracdo activa através do mesénquima para a
gonada em desenvolvimento (D' Costa, S., et alii, 2001).

As células PGCs podem ser obtidas a partir de sangue embridnico (Naito,M. Et alii, 1998; Zhao, D.F. E
Kuwana, T. 2003) transfectadas “in vitro” por lipofeccdo e transferidas para embrides recipientes
parcialmente esterilizados (Naito, M. et alii, 1998).

Como dissemos os alvos a atingir com o transgene, para modificacdo da linha germinativa, incluem o

oocito maduro/ espermatazoa, o ovo recentemente fertilizado e células germinativas primordiais durante a
sua formagdo, migracdo e colonizac¢do nas gonadas.
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Uma das maiores dificuldades para insercdo dos transgenes nas aves através da manipula¢do dos seus
embrides ¢ obter um grau de postura suficiente para conseguir um numero adequado de descendentes GO
susceptiveis de serem rastreados para aquilatar da incorporagao do transgene.

Correntemente, para introduzir transgenes em embrides de aves as vias que tém permitido obter
b
descendéncia sdo através de janelas abertas nos ovos e a cultura “ex. Ovo”.

A abertura cléassica da janela na casca para introduc¢do do transgene e a sua posterior selagem origina
baixas eclosoes.

Os vectores retrovirais sao comumente utilizados para introduzir genes estranhos nas linhas germinativas
aviarias, mas muitos destes vectores sdo responsaveis pelo silenciamento da expressdo dos respectivos
transgenes e ainda com o inconveniente de poderem disseminar continuamente virus no meio ambiente.

A microinjeccao pode ser utilizada com grandes dificuldades técnicas em relacdo ao que se passa noutras
espécies animais, e quando tém €xito nas aves origina um pequeno numero de aves transgénicas.

A microinjec¢do em ovos recentemente postos ¢ uma técnica muito mais dificil que nos mamiferos, uma
vez que os ovos férteis das aves no momento da postura tém cerca de 50,000 — 60,000 células, e por isso
ndo tem sido tentada esta microinjec¢do do transgene nestes ovos, mas sim em embrides férteis colhidos
apos o abate da galinha respectiva.

Estes zigotos microinjectados podem depois ser manipulados utilizando um sistema de cultura ex-ovo em
trés etapas.

Para criar galinaceos transgénicos existem ainda tecnologias baseadas na célula, como por exemplo, ter
por alvo celulas blastodérmicas, PGCs ou células estaminais embrionicas (ES), seguindo-se a implantagao
das células manipuladas num embrido em inicio de desenvolvimento, para criar uma linha germinativa
quimérica.

Trabalhando com estas células € possivel realizar a inser¢do do gene “in vitro”, o que da a possibilidade
de examinar a integracdo do gene no genoma e a sua expressao antes das células manipuladas serem
implantadas nos embrides.

Nesta situagdo a primeira etapa ¢ obter culturas das células que sejam capazes de entrar na linha
germinativa (¢ o caso das células germinativas primordiais ou PCGs), cultiva-las,transfecciond-las com os
construidos de DNA e depois implantd-las no embrido, produzindo portanto linhas germinativas
quiméricas.

No entanto, e presentemente, as tecnologias retrovirais € a microinjec¢do sdo os Unicos métodos
utilizados para gerar aves transgénicas (Mozdziak, P e Petite, 2004).).

Recorda-se que as células estaminais pluripotentes aviarias referidas em cima sdo células indiferenciadas
capazes de proliferar e de se renovarem a si proprias, possuindo portanto capacidade para se
diferenciarem em todos os tipos de células somadticas e da linha germinativa. S0 pois excelentes meios
para realizar a manipulagdo dos genomas, podendo ser derivadas de culturas de embrides aviarios em
inicio (Petite, J.N., et alii, 2004).

No contexto da gendmica funcional avidria referem-se seguidamente uma série de patentes neste contexto
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em que esta envolvido o Prof. James Petitte (http://www.cals.ncsu.edu:8050/poultry/petitte.htm).

Patentes

Pardue, S.L, Petite, J. N., D'Costa, S. and Song, Y Methods for gamete production in birds Issued
February 17, 2004,U. S. Patent # 6,691,638

Petitte, J.N., Ricks, C.A., Spence, S.E. Gene transfer in poultry by introduction of embryo cells in ovo.
Issued: February 4, 2003; US. Patent # 6515199

Petitte, J.N., Ricks, C.A., Phelps, P.V., and Williams, C. Gene transfer in chickens by introduction of
DNA into muscle in ovo. Issued: May 28, 2002; U.S. Patent # 6395901

Pardue, S. L. Peitte, J.N., and D'Costa, S. Methods for gamete Production in Birds. Issued: March 12,
2002; U.S. Patent # 6,354,242

Petitte, J.N.and Chang, I. Method of producing an Undifferentiated Avian Cell Culture using Avian
Primordial Germ Cells. Issued: December 25, 2001; U.S. Patent # 6,333,192

Petitte, J.N. and Yang, Z. Veterinary Pharmaceutical Formulation Containing Avian Embryonic Stem
cells. Issued: November 3, 1998; U.S. Patent # 5,830,510.

Petitte, J. and C. A. Ricks, Apparatus for Injecting Avian Embryo Muscle Tissue in Ovo, Issued: July 28,
1998, U.S. Patent # 5,784,992

Petitte, J.N. and Yang, Z. Avian Embryonic Stem Cells. Issued: August 12, 1997;U.S. Patent # 5,656,479

Petitte, J.N. and Yang, Z. Method of Producing an Avian Embryonic Stem Cell Culture and the Avian
Embryonic Stem Cell culture Produced by the process. Issued: August 23, 1994; U.S. Patent # 5,340,740
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11 — Produtos farmacéuticos produzidos por clonagem transgénica

(adaptada de Strachan, T. et Read, A.P, 1999)

Produto

- Factor de coagulagao sanguinea VIII
- "o " " IX
- Eritropoietina

- Insulina

- Hormona de crescimento

- Activador do plasminogenio Tissular
- Vacina hepatite B

- interferons

— Interleucina — 2

- Factor Estimulador de
coldnias granulocito (G CSF)

- Dnase (desoxiribonuclease)

Processo patologico
em que é aplicado

Hemofilia A

anemia

Diabetes
Deficiéncias no crescimento
Desordens trombociticas
Hepatite B

Hepatite cronica, leucemia
celular

Esclerose multipla

Infeccdo em doentes com
granulomatose cronica

Carcinoma celular renal

Neutropenia Post
quimioterapia

Fibrose quistica

A utilizagdo de microorganismos ou de animais biorreactores para a obtencao destes produtos do quadro
anterior depende de diversas circunstancias e possuem diversas caracteristicas, embora parega desenhar-
se uma maior vantagem na utilizagdo dos animais biorreactores transgénicos construidos especialmente
para este efeito, dada a traducdo e posterior metabolizagdo das proteinas expressas, ser mais vantajosa nos
animais, bem como o isolamento e a purificagdo dos produtos obtidos.

As células animais sdo vantajosas relativamente as células microbianas para efeito da producao de
proteinas recombinantes ou sejam os animais transgénicos biorreactores.

No caso das proteinas recombinantes segregadas pelos animais através do leite, o transgene ¢ construido
contendo um promotor mamario especifico, como pode ser o caso do gene da caseina.
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No quadro seguinte referam-se uma

série de proteinas recombinantes produzidas

nas secrecOes de animais biorreactores.

Secreccao

Espécie Animal

Produto

Leite

Ratinha

- _lactoglobulina de ovino
(1987)

-Activador do plasminogenio
tissular humano (1987)

- Hormona do crescimento
humano (1987)

-Urocinase humana (1992)
-Fibrinogénio humano (1996)
- Factor de crescimento dos
nervos humanos(1999)
-Spider silk (1999)

- Hormona do crescimento
humano(1994)

Coelha
Ovino
Caprino

Eritropoietina humana (1996)
antitripsina _ 1 humana(1991)
Activador do plasminogénio
tissular humano (1991)

Soro Sanguineo

Coelha
Suino

- antitripsina _ 1 humana (1991)
- anticorpos recombinantes
(1991)

Urina

Ratinho

Hormona de crescimento
humano (1998)

Sémen

Ratinho

Hormona de crescimento
humano (1999)
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Alguns exemplos de animais transgénicos que exprimem produtos farmacéuticos ou
biomateriais utilizaveis em seres humanos ou para outras aplicacdes

Animal Gene introduzido Performances Observagoes
ou delectado alcancgadas
Bovino Genes de anticorpos Sao expressos no soro | (Robl, J.M. et alii, 2003)
humanos sanguineo
Porcino _ (1,3) galactosil Modificacao da Vide texto e (Harrison,
transferase superficie celular, S.J., et alii, 2002;
minimizando a rejeicdo | Ramsoondor, J.J. et alii,
hiperaguda dos 6rgdos |2003)
transplantados para
seres humanos
Porcino Hemoglobina humana | Expressa no sangue de |(Rao, M.J., et alii, 1994)
suino Purificada e
utilizada com substituto
Ovino _ 1- Antitripsina Expressa no leite Vide texto
humana purificado e utilizada
no tratamento da
fibrose quistica e
enfizema
Ovino Activador do Expresso no leite, Existem na Nova
plasminogenio tissular |purificado e utilizado |Zelandia cerca de dois
humano no tratamento de mil animais destas linhas
desordens na transgénicas
coagulacdo sanguinea
Ovino Factor VIII humano
Caprino Antitrombina III Produzida no plasma
humana sanguineo, purificada e
utilizada no tratamento |(Baguisi, A. et alii; 1999)
de deficiéncia
antitrombina nos
humanos
Caprino Fio de seda de Expressa no leite,
aracnideo purifica-se Http://www.nexiabitech.
(biomaterial) com/
Murino Hormona de Produzida na urina, (Kerr, D.E. Et alii,
crescimento de diversas | sugerindo 1998)
espécies que a bexiga pode
funcionar como
biorreactor
Galinha Beta.lactamase Biorreactor: produ¢do |(Harvey, A.J. E Ivarie, E,
(Frango) bacteriana de proteina exdgena na [2003)
branca do ovo
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12 - Numero de animais transgénicos

na Australia e Nova Zelandia

(Harper, G.S. et alii, 2003, table 4)

Espécie animal

Genes manipulados ou
fenotipo modificado

Numero de animais
trangénicos

bovinos _ e K caseina 64 animais (Nova Zelandia)

bovinos _ sl caseina 14 vitelos nascidos mas s6 um
sobrevivente

Ovinos _1- antitripsina 4.000 ovinos (Nova Zelandia)

Ovinos La com outras caracteristicas | Nao revelado

Suinos Xenoantigénios 30 suinos
4 marras gravidas para parir em
Julho de 2003

Ostras Esterilidade repressivel Cerca de 20.000 larvas
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