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18. Animais de Laboratorio

Ana Lucia Brunialti Godard

18.1. SAUDE DAS ESPECIES CONVENCIONAIS DE LABORATORIO

“Saude é o resultado do equilibrio entre um ser vivo, seu meio ambiente e os diversos
agentes que possam produzir doenca”.

O animal de laboratério € o principal elemento na pesquisa. Sua saude deve ser mantida
em condic¢Bes ideais de modo a permitir reprodutibilidade dos resultados.

Fatores orgéanicos e ambientais alteram o funcionamento do organismo do animal e
levam a resultados diferentes daqueles que seriam esperados e desejaveis. Estes fatores
incluem principalmente as condi¢cBes sanitarias (higiene), alimentacao, agua, luz, ruido
ambiental etc.

Esta amplamente demonstrado que modificacdes na luminosidade ambiente levam a
alteracdo do funcionamento do eixo hipotalamo-hip6fese, alterando de maneira de
maneira importante os niveis hormonais. A amoénia, o constituinte da urina animal,
provoca irritacdo das vias aéreas e alteracdo do funcionamento hepatico e do sistema
nervoso central. O ruido se constitui em fator estressante, modificando as respostas
neuro-enddcrinas. A falta de higiene proporciona crescimento de bactérias e de parasitas
que podem levar o animal a apresentar diarréias e como conseqiiéncia disturbios do
balanco hidroeletrolitico. Estas sdo apenas algumas das conseqiiéncias de condicfes
inadequadas do ambiente onde vive o animal.

Cada experimento tem suas exigéncias especificas, mas todos eles necessitam que os
animais estejam em boas condi¢des de saude.

A exteriorizacdo do estado de salde se da pelo comportamento dos individuos de uma
colénia quando se encontram isolados ou em grupos.

Conhecer as caracteristicas de comportamento das diferentes espécies utilizadas é de
grande importancia para as avaliacdes diarias das coldnias de animais. Em geral as
espécies animais apresentam um comportamento social bem definido como o
estabelecimento de padrBes de hierarquia e atribuicbes para os diversos membros do
grupo. O comportamento anormal dos animais pode ser um reflexo do ambiente
inadequado ou mesmo de pessoas envolvidas no trabalho.

Os métodos para se avaliar o estado de saude dos animais sdo muitos e vao desde uma
analise clinica (inspecédo, palpacdo e auscultacdo) até os meétodos diagnoésticos que
buscam pela contaminacdo microbiana ou por parasitas. Entretanto, o melhor dos
meétodos clinicos, nada mais é que a inspecdo, a observacdo metddica, diaria e
organizada, dispensando exames aprofundados e dispendiosos. Na tabela 1 sao
apresentados os principais fatores de interferéncias nas colénias animais.
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Tabela 18.1 - Fatores que podem interferir no comportamento normal dos animais de laboratorio.

FATORES

CONDIGOES

Alojamento

Densidade populacional por gaiola, tipo de gaiola, frequéncia
de trocas, qualidade da limpeza.

Higiene

Pessoal: uniformes, banhos, limpeza das méaos.

Ambiental: remocdo de poeiras e detritos, controle de
transitos das pessoas, isolamento de areas de manutencéo dos
animais.

Equipamentos: desinfeccéo, esterilizacdo, conservacao.

Racdes

Qualidade, quantidade, prazo de validade.

Estocagem em ambiente apropriado.

Animais

Quarentena, controle sanitério, matrizes,

isolamentos das espécies diferentes.

selecdo das

Equipe técnica

Postura, movimentacédo, manipulacdo, contenséao.

Conhecimento das principais caracteristicas das espécies
animais sob seus cuidados.

Tabela 18.2 - Correlagao entre as condi¢cdes normais de saude, os disturbios do organismo e suas
principais causas.

CONDIGAO NORMAL

DISTURBIOS/SINTOMAS CAUSAS

Pele e Anexos

Pélos homogéneos,
brilhantes e sedosos
com inserc¢ao firme.
Pele elastica, umida,
lisa.

» Perda de pélos; » Fungos, acaros, sarna, bactérias e
eficiéncia alimentar;

» Ferimentos; » Brigas, cama com residuos
grosseiros;

» Formacéo de » Bactérias;

cicatrizes ou calos;
» lrritacdo da pele; » Alergias, intoxicacao;
» Pélos sem brilho, » Anemia, hepatite, disturbios

perda de pélos. metabdlicos.

Mucosas Aparentes

Umidas, brilhantes,
roseas.

» Secas, sem brilho,|» Desidratacdo, anemia, deficiéncia
branca, amarelada nutricional, hepatite, infeccdes,
etc; verminoses.

» Corrimento nasal,
ocular (purulento).

(continua)
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Tabela 18.2 (continuacédo)

CONDICAO NORMAL

DISTURBIOS/SINTOMAS

CAUSAS

Olhos

Brilhantes, imidos,
vivazes.

Secos, sem brilho,
com corrimento ou
purulentos.

Desidratacéo, infeccoes,
conjuntivites, alergias.

Aparelho genital

Fémeas com ciclo estral
regular (periodo
especifico por espécie)

Aborto, infertilidade,
canibalismo.

Fémeas roedoras
mantidas em gaiola
com outras fémeas,
por periodos
prolongados, entram
em fase de repouso
sexual (anestro).

Disfuncbes hormonais;
Deficiéncia nutricional;

Alta densidade de animais por
gaiola.

Aparelho digestivo

Dentes integros,

ndmero e comprimento.

Esbéfago, estbmago,
intestino, figado,
pancreas.

Emagrecimento
acentuado.

Fraturas de dentes.

Apatia, diarréia.

Constipacdes
intestinais.

Crescimento anormal e quebras de
dentes (dificuldade de preenséo
dos alimentos);

Brigas, farpas de alimentos ou
outros residuos;

Ingestdo de alimentos ou agua
contaminados por bactérias ou
virus, deteriorados;

Desidratacéao.

18.2. O CONTROLE SANITARIO

(concluséo)

Agentes microbiolégicos e/ou parasitolégicos patogénicos presentes nas colbnias de
animais de laboratorio freqlientemente tém sido responsabilizados por causar: alteracdes
nos resultados experimentais, erro de interpretacdo do mesmo, morte dos animais das

colbnias etc.

Atualmente é uma exigéncia o uso de animais sanitariamente definidos e livres da
patégenos especificos para a pesquisa. Devemos ter em mente que como as substancias
quimicas altamente puras utilizadas nos laboratérios de pesquisa, 0s animais de pesquisa
sao reagentes biolégicos e seu padrao de qualidade deve ser sempre uma exigéncia de

quem os utiliza.

Os métodos utilizados para verificar a qualidade sanitaria dos animais podem ser de

varios tipos:
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Monitoracdo microbioldgica: pratica de testes repetitivos padronizados, previamente
esquematizados e programados para evidenciar a presenca de determinadas infeccdes
numa coldénia animal.

Checagem esporadica ou ocasional: quando uma infec¢cdo € suspeitada testes especificos
sao realizados visando identificar os patégenos mais provaveis de causar as alteracdes
clinicas e lesdes observadas.

Levantamento microbiolégico ou “spot test”: é realizado para obter informacado referente
a prevaléncia de infecgcbes entre animais de laboratorio.

Na tabela 16.3 estdo descritos alguns dos virus indicados para monitoracdo
microbiolégica em colénias de animais de laboratério.

Tabela 18.3 - Infecgdes virais e os drgaos afetados.

MICRORGANISMO HOSPEDEIRO ORGAOS AFETADOS

Adenovirus » M, R, GP. » Sistema respiratério e trato
gastrintestinal.

Parvovirus
» Toolans H1. » R. » Sistema nervoso.
» Kilham rat virus. » R. » Sistema nervoso, figado.

Corona virus

» Hepatite do » M. » Sistema respiratoério, trato
camundongo. gastrintestinal, sistema nervoso, figado
’ e sangue.
» Rat corona virus.
) ] » R. » Sistema respiratorio.
» Rabbit corona virus.
» C. » Trato gastrintestinal e miocardio.

Paramixovirus
) » M, R, H, GP. » Sistema respiratério (M, R).
» Sendai.

o » H, GP. » Sistema nervoso (H).
» Simian.

) » M, R, H, GP. » Sistema respiratério (M, R).
» Pneumonia.

Paramixovirus

» Theiler (GDVII, » M, R. » Sistema nervoso.
MHG).

Legenda: Camundongos (M), ratos (R), guinea pig (GP), coelhos (C), hamsters (H).

Os agentes microbioldgicos, principalmente os virus, sdo altamente contagiosos e,
portanto, muito prevalentes nas colbnias convencionais de animais de laboratério. Uma
vez presentes, dificilmente se consegue elimina-los pelo carater enzoético que
apresentam. A erradicacdo da colbnia e a descontaminacdo ambiental com posterior
recolonizacdo, adocdo de técnicas de manejo eficientes e implantacdo de sistemas de
barreiras de protecao nos biotérios tém sido a conduta mais indicada e utilizada.
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Devemos ter em mente que a prevencdo é a melhor das condutas quando trabalhamos
com animais de laboratério. Nos biotérios convencionais os agentes infecciosos podem
ser introduzidos numa colbnia e transmitidos de varias maneiras para os animais de
laboratério através dos materiais, objetos e equipamentos contaminados que entram nas
areas de criacdo, por meio de vetores mecanicos ou biolégicos (insetos), pela introducéo
nos biotérios de animais oriundos de colbnias contaminadas etc. Ja nos biotérios que
possuem sistemas de barreiras de protecdo, a contaminacdo pode ser causada por falha
técnica que interrompe o sistema de protecéo.

No intuito de impedir as contaminac¢des dos animais por agentes patogénicos, podemos
tomar algumas medidas preventivas como, por exemplo:

» implantacéo de sistemas de barreiras de protecdo nos biotérios;

» treinamento da equipe técnica e dos usuarios dos biotérios para a adocao de técnicas
de manejo adequadas;

» implantacdo de programa de monitorizacao sanitaria permanente;

» adocdo de um programa de rotinas periddicas de desinfeccdo ambiental e
esterilizacdo de todo material que entrara em contato com a colbnia;

» adocdo do sistema de quarentena para novas espécies ou linhagens a serem
introduzidas no biotério;

» vigilancia permanente para cumprimento de normas técnicas funcionais previamente
discutidas e elaboradas.

18.3. MODELOS ANIMAIS DE DOENCAS HUMANAS

Desde a descoberta em 1902 por Garrod que a alcaptondria (aku) era uma desordem do
metabolismo de carater hereditario (erro inato do metabolismo), varias outras doencas
ou patologias humanas tém sido caracterizadas como uma deficiéncia genética e, tais
descobertas se intensificaram ainda mais com as novas técnicas de biologia molecular.

Paralelamente ao progresso da genética humana, a genética de camundongos ou o
estudo de modelos animais de doencas humanas foi criado (tabela 18.1). Tais modelos
ajudam na compreensao da patogenicidade de varias doencas e, em muitos casos, sdo
usados para testar a eficiéncia e auséncia de efeitos colaterais de uma terapia génica que
busca a compensacdo ou substituicdo da funcdo do gene defeituoso no homem.

O objetivo deste artigo € de descrever como os modelos animais das doencas humanas
foram descobertos ou induzidos, suas vantagens e limitacdes.
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18.3.1. As Linhagens Geneticamente Padronizadas

As linhagens isogénicas

Os roedores de laboratério suportam relativamente bem um regime de cruzamentos
totalmente consangiineo. Nos ratos e camundongos podemos fazer acasalamentos entre
irmédos durante vérias geracdes obtendo assim popula¢des de animais muito homogéneas
do ponto de vista genético. Estas populacdes sdo denominadas linhagens isogénicas
(inbred strains) e elas sdo muito estaveis e geneticamente padronizadas:

» elas tém formas alélicas homozigdticas para todos os loci do genoma e

» o0 conjunto de alelos que compde o genoma séo distribuidos de forma aleatoria.

Desta forma, fica claro que toda comparacdo feita entre camundongos provenientes de
linhagens diferentes revelara diferencas genéticas. Para termos acesso a tais diferencas
devemos cruzar as diferentes linhagens e analisarmos a transmissao genética de um ou
mais caracteres genéticos de uma geragao a outra.

Algumas destas linhagens sao consideradas como modelos animais para a medicina pois
elas desenvolvem doencas como por exemplo a linhagem NOD (Non Obese Diabetic)
(Festing M.W., 1996). Nesta linhagem, 80% das fémeas e 20% dos machos apresentam

espontaneamente uma diabete auto-imune insulino-dependente, analoga a diabete
juvenil do homem.

Por outro lado, as linhagens isogénicas podem apresentar diferencas quanto as reacdes
aos agentes infecciosos. Neste caso observamos que enquanto algumas linhagens sao
dizimadas pela infeccdo de um agente patogénico, outras sado resistentes. Isto foi
observado com os agentes Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi, Leishmania
major ou pela bactéria Salmonela e as Micobactérias (Foote et al., 1997; Vidal et al.,
1993). Entretanto, neste caso a nocdo de modelo animal € um pouco mais complicada
pois 0os mecanismos envolvidos no determinismo genético das diferencas de sensibilidade
as infecgcbes nao sao integralmente transponiveis de uma espécie a outra. Para ilustrar
esta afirmacdo podemos utilizar como exemplo o gene Mx (para Myxovirus resistance,
mapeado No cromossomo 16).

A maior parte das linhagens de camundongos de laboratério sucumbe entre 48 e 72
horas ap6s terem sido infectadas pelo virus da influenza, enquanto que a linhagem A2G
resiste a dose 500 vezes mais forte. Esta diferenca de sensibilidade é controlada por um
Gnico gene, o gene Mx que possui dois alelos: o alelo de resisténcia Mx" e o alelo da
sensibilidade Mx’, o alelo primeiro € dominante sobre segundo. A clonagem e o estudo
molecular deste gene serviu para elucidar o mecanismo genético que rege a sensibilidade
ou resisténcia ao Myxovirus para todos os mamiferos (Haller et al., 1980).

N6s podemos citar muitos outros modelos conhecidos como, por exemplo, a resisténcia
ao virus de Theiler. Entretanto sabemos que esta € uma area de estudo que so tende a
se desenvolver e as estratégias serdo cada vez mais generalizadas de um caso para
outro. Todas, entretanto buscam o mesmo resultado, que devera ser o desenvolvimento
de vacinas ou de tratamentos para as doencas infecto-contagiosas.
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As linhagens isogénicas de camundongos de laboratério derivam todas de um pequeno
namero de genitores, isto do ponto de vista genético, significa que nao existe muita
diferenca entre os genomas. Por exemplo, todas estas linhagens possuem a mesma
molécula de DNA mitocondrial (herdado da méae) e o mesmo cromossomo Y (herdado do
pai). Tal homogeneidade é um fator positivo para o estudo da histocompatibilidade ou
estudos sobre a predisposicdo a algumas formas de cancer. Entretanto o uso destas
linhagens ndo é adequado ao mapeamento genético a alta densidade (indispensavel a
clonagem posicional), ou do estudo do “imprinting” genético, ou o estudo dos efeitos da
epstasia etc. Sao por estas razbes que foram criadas recentemente novas linhagens
derivadas de camundongos selvagens capturados na natureza.

Além deste tipo de camundongos, podemos falar das linhagens congénitas, ou das
recombinantes (derivadas de duas linhagens isogénicas parentais). Porém, todas estas
outras linhagens sdo produtos de cruzamentos e de sele¢cbes a partir das linhagens
isogénicas.

18.3.2. As mutacoes

As mutacdes fazem surgir uma segunda forma alélica permitindo assim a identificacdo
dos genes responsaveis. Todos os seres vivos sofrem mutacdes no genoma e todas estas
mutacdes sdo produzidas de forma aleatdria tanto nas células somaticas, germinativas,
embrionarias e adultas.

Assim que elas sdo transmitidas as geracdes seguintes freqientemente os seus efeitos
sao deletérios ou patolégicos e podem, neste momento, servirem de modelo para
algumas doencas hereditarias humanas ou tornam-se, simplesmente, um utensilio para a
ciéncia.

As mutacdes como modelos para doencas humanas

Nos camundongos e ratos de laboratério existem mais de mil mutacfes que representam
um estoque potencial de modelos animais. Pelos resultados experimentais, nés podemos
admitir que a freqiiéncia de mutacdes espontaneas é proxima de 5 x 10 por gameta e
por geracdo para as mutacdes recessivas e a freqiiéncia em torno de 2 x 10”’ por gameta
e por geragdo para as mutacdes dominantes. Isto quer dizer que um camundongo entre
mais ou menos duzentos possui uma mutacdo em um locus qualquer.

Entre todas estas mutacfes que vem sendo coletadas ao longo deste século, algumas
reproduzem uma sindrome muito préxima de uma patologia humana. Este é o caso, por
exemplo, da mutacdo alcaptondria (aku) (Figura 18.1) a qual mapeamos sobre o
cromossomo 16 dos camundongos (Montagutelli et al., 1994). O mesmo gene (o do acido
homogentisico) é afetado no homem e no camundongo e o0s sintomas sdo muito
parecidos nestas duas espécies (a urina torna-se escura oxidando-se apés o contato com
ar). Muitas outras mutaces como esta ja foram descritas, mas acontece que os sintomas
de uma mesma doenca podem ser mais severos de uma espécie a outra. A distrofia
muscular de Duchenne, da qual conhecemos um modelo animal que é o camundongo
mdx, € a conseqiUéncia de uma mutacdo em um enorme gene de estrutura mapeado
sobre o cromossomo X. Tal mutacédo interrompe a produc¢ao de uma proteina essencial na
miogénese: a distrofina. No homem, os efeitos desta mutacdo sdo severos enquanto que
nos camundongos sdo quase imperceptiveis. Este modelo é interessante pois no dia em
que os geneticistas descobrirem a razdo desta diferenca de fendtipo entre estas duas
espécies contendo a mesma mutacao nds teremos progredido muita na compreenséo
desta terrivel doenca e talvez estejamos caminhando para a cura da mesma.
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Mesmo sendo abundantes, as mutacfes de camundongos e de ratos susceptiveis de
serem modelos para os geneticistas humanos ainda sdo insuficientes. N6s conhecemos,
por exemplo, oito mutacdes de camundongos cujos efeitos afetam a sobrevivéncia dos
motoneurdnios na medula espinhal, porém nenhuma destas muta¢des serve como
modelo animal de uma neuropatia humana pois em nenhum dos casos, as localizacdes
genéticas coincidem com o mapeamento genético humano. Este € o caso, por exemplo,
da mutacdo “progressive motor neuronopathy” (pmn) (Figura 18.2) com a qual
trabalhamos, ha algum tempo, tentando clonar o gene responsavel. Durante um certo
tempo ela foi considerada como sendo o modelo animal da Amiotrofia espinal humana
(SMA para Spinal Muscular Atrophy) do tipo I, a mais severa. Mapeamos esta mutacao
na regido centromérica do cromossomo 13 de camundongos (Brunialti et al., 1995),
longe da regido cromossémica homdloga ao cromossomo 5 local onde foi mapeado a
doenca humana. Tal descoberta serviu para descartar este camundongo como sendo um
modelo animal para sindrome humana.

Esta constatacdo indica, por outro lado, que € indispensavel coletarmos e mesmo
produzirmos em massa novas mutacfes para suprir esta deficiéncia. Estatisticas feitas no
Jackson Laboratory (a “Meca“ da genética de camundongos) nos Estados Unidos e no
nosso laboratério no Instituto Pasteur de Paris indica que, em torno de 60% de novas
mutacdes espontaneas ou induzidas, identificam um gene novo e ndo uma nova forma
alélica de um gene ja conhecido. Podemos deduzir entdo, que o genoma de
camundongos esta longe de estar saturado de mutacdes sendo, desta forma, uma fonte
riguissima para o estudo de modelos animais para as doengas humanas.

Podemos aumentar o numero de muta¢cdes nos camundongos através da utilizacdo de
agentes mutagénicos quimicos ou fisicos. Os mutagénicos quimicos sao mais cobmodos de
que os fisicos, pois sdo mais baratos e faceis de serem utilizados. Entre eles o mais
conhecido e também o mais eficaz sdo o etil-nitroso-uréa (ENU) (Brown S.D.M. et al.,
1998). Uma Unica dose de 250mg/Kg do peso corporal, administrada via intraperitonial,
aumenta em até 102 vezes a freqUéncia de mutacdes observadas. Com tal agente
mutagénico podemos produzir um grande nimero de alelos mutantes do mesmo locus, e
assim, estudarmos os diferentes dominios de uma mesma proteina. N6és podemos
igualmente submeter uma populacdo de camundongos a uma forte pressdo mutagénica
para procurar, na descendéncia, alguns fendtipos que podem ser interessantes para uma
dada patologia. Este tipo de experiéncia foi realizado pela primeira vez por Vernon C.
Bode e colaboradores (1988) quando descobriram o modelo animal da fenilcetonuria
humana (Figura 3). Tal experimento foi renovado pelos pesquisadores Alexandra
Shedlovsky e J. David McDonald (1990) que publicaram uma lista exaustiva de mutacdes
pontuais induzidas nos camundongos no gene da fenilalanina hidroxilase (Pah) para
servir de modelo a sindrome humana da fenilcetonuria (PKU). Este modo de utilizacdo da
mutagénese € muito interessante pois ela demonstra o valor dos modelos animais na
analise dos diferentes aspectos de uma sindrome humana. Ela também mostra que é
possivel induzir novas mutagbes num mesmo locus ou em outros para proceder ao
inventario de todos os caminhos implicados em uma doenca metabdlica, este € o caso da
fenilcetonuria da qual pudemos conhecer todas as vias do metabolismo através deste
procedimento. Poderiamos citar mais exemplos aonde a mutagénese foi utilizada na
identificacdo de novas mutacbes que afetem um tecido ou uma fungdo em particular.
Podemos citar o exemplo de Jack Favor e colaboradores em Munique que isolaram mais
de 75 mutac¢des todas afetando o cristalino dos camundongos para provocar catarata. Ou
entdo, o que foi feito pela equipe do Dr. Steve Brown na Inglaterra, aonde uma
experiéncia do mesmo tipo que a anterior foi realizada para saturar o genoma de
camundongos com mutacfes que levam a surdez a fim de identificar os genes que estdo
implicados no desenvolvimento do ouvido interno.
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As mutacdes como instrumentos para a pesquisa

Como ja foi mencionadas anteriormente as mutacdes permitem de identificar um gene
através de um fendtipo patolégico ou anormal. Isto quer dizer que é possivel clonar um
gene identificado unicamente por um alelo mutado do qual o fendtipo é, a priori,
interessante e isolar um gene cuja funcdo é importante. Este foi o caso de Jeffrey
Friedman e colaboradores que clonaram os genes responsaveis pela diabete (db) e pela
obesidade (ob) (Zhang et al., 1994) (Figura 18.4) nos camundongos e que eram
conhecidos unicamente pelos seus fendtipos anormais. Utilizando os camundongos
exatamente como o0s geneticistas dos vegetais fizeram com Arabidopsis thaliana, como
uma fonte de genes a serem clonados, a equipe de Friedman identificou a proteina
chamada leptina que esta envolvida na regulacdo do metabolismo dos lipideos e no

controle da satisfacdo alimentar. Este € um dos muitos exemplos que poderiamos citar
da identificacdo e clonagem de um gene unicamente através do seu fendétipo patoldgico.

As mutacdes produzidas in vitro pela recombinacdo homdloga nas
células embrionéarias

O antigo sonho dos geneticistas de poderem provocar mutacdes dentro de um gene
escolhido, a priori, foi realizado em decorréncia dos trabalhos realizados por Capecchi e
colaboradores (1989), estes conseguiram substituir in vitro, ou seja, dentro das células
embrionarias em cultura, uma sequéncia de DNA normal por uma seqiéncia homdéloga
mutada. Esta técnica, chamada de “gene knock-out” permite, em teoria, de inativar
qualquer gene desde que sua seqléncia gendmica seja conhecida. Tecnicamente
podemos inativar de maneira sistematica todos os genes dos quais a seqiUéncia seja
conhecida mas ndo a sua funcdo para podermos conhecer seus efeitos sobre o embrido
e/ou o adulto. Através deste método ja foi produzido muitos modelos animais de doencas
humanas. Este é o caso das doencas de Tay Sachs, Werdnig Hoffmann (Amiotrofia
Espinal de Tipo I) e de muitas outras que ja possuem um modelo animal obtido pelo
“knock-out” (Sango et al., 1995). Até o presente momento esta técnica é usada
unicamente nos camundongos pois s6 nesta espécie é que existe as células E.S.
(Embryonic Stem cells) e, na maior parte do tempo, elas s6 ndo permitem a producdo de
um alelo nulo de um determinado gene. Atualmente novas técnicas de inativacdo de
genes tém aparecido. Podemos citar o método denominado cre-loxP (Gu et al., 1994)
com o qual podemos inativar um gene de forma especifica em um tecido determinado
com um tempo pré-estabelecido. N6s podemos chama-lo de inativacdo premeditada
espaco-temporal. Esta técnica é a Unica que possibilita a inativacdo de genes essenciais
durante o desenvolvimento embrionario, porém ela perde sua especificidade tissular no
individuo adulto.

A transgénese

Com o desenvolvimento muito rapido da engenharia genética, nés podemos hoje em dia,
acrescentar um gene clonado ou um fragmento de DNA ao patrimbnio genético de um
animal de laboratério (Palmiter et al., 1982). Desta forma criamos um animal transgénico
que adquiriu de forma estavel uma informacdo genética a qual ndo veio pelos canais
naturais da evolucdo. Esta “manipulacdo” do genoma representa o avan¢co mais
importante da genética moderna.

Este método, ao contrario do anterior, pode ser aplicado a todas as espécies que
possuam DNAs clonados. A técnica consiste em injetar diretamente um fragmento de
DNA clonado e linear, dentro de um dos pronudcleos com a ajuda de uma micro-pipeta. A
integracdo do transgene se faz, provavelmente, de forma aleatéria e, quase sempre,
durante a primeira divisdo mitética do ovécito. Desta forma todas as células portam o
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transgene no genoma. As vezes a integracdo ndo é homogénea e o animal que resulta é
chamado de quimera, pela justa posicdo de células transgénicas e normais.

A transgénese permite o acréscimo de um gene suplementar no genoma, sendo assim,
podemos dizer que é uma genética de adi¢cdo opondo-se a genética tradicional que é de
substituicdo de alelos. Pela transgénese n6s podemos aumentar o nimero de coOpias de
um gene qualquer e verificar se esta modificacdo da dosagem tem efeitos ou néo.
Podemos também modificar a estrutura do transgénico e mudar, por exemplo, as
sequéncias reguladoras que estdo, na maior parte do tempo, situadas nas extremidades
5’ das seqléncias codificadoras. Assim nés podemos fazer com que o transgene seja
expresso em um estado do desenvolvimento diferente do estado normal ou que ele seja
expresso em um tecido diferente. Ao combinarmos todas estas possibilidades pudemos
obter varios modelos animais de doencas humanas. Talvez um dos mais interessantes
tenha sido o que foi feito pela equipe do Dr. Hiromichi Yonekawa que mostrou que, ao se
produzir um camundongo transgénico para o gene humano que codifica para o receptor
do virus da poliomielite, eles o tornaram sensivel a infeccado viral.

A mesma coisa foi feita para o virus da hepatite C. Podemos dizer que tais trabalhos séo
muito importantes na pesquisa sobre estas duas doencas pois agora dispomos de
modelos animais. Porém, ela causa ao mesmo tempo um problema de biosseguranca
gerando novas espécies de animais sensiveis as infeccdes, em outras palavras, ela
produziu um reservatoério potencial de virus.

Varios camundongos transgénicos para os receptores do virus da AIDS foram construidos
mas, até agora, ainda ndo dispomos de um modelo animal. O grande problema esta em
termos toda a estrutura que permita ao virus de se replicar e de se encapsular de novo.

Também podemos falar de animais transgénicos resultantes da regulacdo anormal de um
gene. Talvez o melhor exemplo ainda seja, o do animal que tem uma super producédo do
horménio de crescimento humano (HGH). O resultado deste trabalho foi a producdo de
animais muito maiores que 0s normais e com uma série de patologias menores.

Varios outros modelos foram obtidos pela interrupcdo do controle da expressao de um
gene. Este € o caso dos transgénicos construidos a partir das sequéncias codificadoras
das células oncogénicas regulados por promotores ndo especificos. Tais animais
desenvolvem um ndmero elevado e freqliente de neoplasias, mas quando, ao contrario, o

promotor é histo-especifico, o cancer ocorre em tecidos especificos.

A producdo de animais transgénicos talvez seja o melhor caminho para estudar os
mecanismos da oncogénese pois ela ndo requer uma translocacdo cromossémica
reciproca para ativar o gene oncogénico em questdo. O melhor exemplo para a afirmacéo
anterior € o modelo animal da leucemia aguda humana que foi obtido pela construcédo
artificial do chamado cromossomo Filadélfia humano (no homem é a translocacédo
reciproca 9934-229g11 e nos camundongos é a juncao do 1° exon em 5’ do gene bcr aos
exons em 3’ do gene c-Abelson). Infelizmente estes animais ndo ajudaram na elucidacdo
da relacdo de causa e efeito que existe entre a presen¢ca do cromossomo Filadélfia e o
desenvolvimento de uma leucemia aguda pois tais animais morrem ainda pequenos.
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Modelos transgénicos resultantes da introducdo de grandes fragmentos
de DNA nas células germinais de camundongos

Varias equipes de pesquisadores tém obtido sucesso na producdo de animais
transgénicos com a transferéncia de grandes fragmentos de DNA clonados em Yeast
Artificial Chromosome (YAC) ou Bacterial Artificial Chromosome (BAC) dentro das células
germinais (Jacobovits et al., 1993) ou, simplesmente, através da inje¢cdo no pronucleo do
DNA de YAC purificado. Tais transgénicos sao utilizados no estudo da compreensdo dos
efeitos de uma doenca da qual ndo conhecemos exatamente o gene responsavel mas
temos a regido cromossdémica aonde ele foi mapeado.

Como exemplo, podemos citar o animal transgénico chamado “olhos pequenos” (Sey/+),
este carrega no seu genoma um YAC de 420 Kb que possui o gene humano PAX6.
Durante este experimento foi observado que os animais portadores deste YAC vinham
super exprimindo o gene PAX6, conseqliéncia da integracdo multipla deste gene, e que
apresentavam uma desorganizacdo nos olhos microfitalmicos. Tal resultado mostrou a
importancia que tem o nivel de expressao do gene PAX6 para este 6rgéo.

Dois outros modelos animais de doencas humanas também foram conseguidos usando-se
0s YACs para as doencas de Charcot-Marie-Tooth e a Sindrome de Down.

Charcot-Marie-Tooth tipo | € uma doenca hereditaria autossbmica dominante que € o
resultado da duplicacdo de uma regido que contém o gene PMP22 (proteina mielinica
periférica-22). O YAC humano contendo, entre outras sequéncias de DNA, 40 Kb do gene
PMP22 humano foi introduzido nas células germinais de camundongos. O resultado foi a
producdo de animais que sofrem de uma dimielinizagdo periférica similar, porém mais
severa, que a da doenca de Charcot-Marie-Tooth do tipo I.

A Sindrome de Down ou o mongolismo é uma doenc¢a humana causada pela trissomia do
cromossomo 21 e ela esta associada a um certo numero de defeitos e anomalias muito
bem caracterizadas. N6s podemos dizer que tais defeitos sdo mais ou menos uma
consequéncia direta das expressdes anormais de uma série de genes localizados sobre o
cromossomo 21 sendo a regido 21g22.2 a mais critica. Para tentar entender melhor e
também poder definir um ou mais genes responsaveis por esta Sindrome, Smith e
colaboradores (1997) construiram varios animais transgénicos cada um carregando um
YAC diferente contendo 2 Mb da totalidade da regido 21g22.2. Os camundongos que
possuiam dois YACs diferentes e que ndo se sobrepunham no mapa fisico da regido,
apresentaram dificuldades de aprendizado indicando que ao menos dois genes contidos
nesta regido cromossdmica sao responsaveis por este problema quando presentes em
mais do que duas coépias. Um destes dois genes foi identificado: € o gene homdlogo ao
gene dito “mini-cérebro” de Drosofila, responsavel pelos defeitos na aprendizagem das
moscas.

Nao temos duvida alguma que a tecnologia de transferéncia de fragmentos de DNA de
varios tamanhos (pequenos, grandes ou extragrandes) para o genoma de camundongos
(transgénese) terda um grande impacto na génese de modelos animais de doencas
humanas. Entretanto ela tem seus limites. Um deles é que ela funciona pela adicdo de
uma seqiiéncia exdgena e nao pela substituicio de uma informacdo no genoma. Isto
significa que ndo é possivel produzir uma alteracdo recessiva, exceto nos raros casos
onde ocorre interrupc¢do acidental da uma sequéncia codificadora.
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18.3.3. O Valor dos Modelos Animais

Varias vezes nds destacamos que os fendtipos patolégicos dos modelos animais sao, na
maior parte do tempo, diferentes aos das doencas humanas. Geralmente a mesma
mutacdo no camundongo e no homem provoca uma patologia mais severa neste ultimo.
As vezes as diferencas sdo extremas como, por exemplo, no caso da falta da proteina
distrofina nos camundongos que quase nao tem efeito algum enquanto que no homem é
a causa da distrofia muscular de Duchenne. A mutacdo no gene hypoxantine fosforil
transferase (HPRT) ndo tem efeito algum nos camundongos, enquanto gque a mesma
causa uma doenca terrivel chamada Lesch-Nyhan caracterizada por um retardamento
mental no homem.

Na realidade, quando analisamos esta situacdo nds ndo deveriamos estar surpresos com
o resultado pois, a priori, nés ndo temos razdao alguma de considerarmos o camundongo
ou o rato como um homem em miniatura. Robert Erickson (1989) propdem trés possiveis
explicacbes para estas diferencas: existem (i) variacdes nas vias bioquimicas do
metabolismo entre o camundongo e o homem, (ii) variacdes no desenvolvimento e (iii) a
relacdo entre tempo absoluto e tempo fisiolégico no desenvolvimento de uma doenca nao
é a mesma entre o homem e o animal. Para justificar a primeira hip6tese podemos
retomar o caso ja falado acima do modelo animal da Sindrome de Lesch-Nyhan humana.
Quanto as diferencas no desenvolvimento, podemos falar da deficiéncia em anidrase
carbbnica (CAIl) que no homem causa osteoporose, calcificacBes intracraniana e
retardamento mental, enquanto que a mesma deficiéncia nos camundongos ndo tem
efeito patoldgico algum.

Enfim, as pesquisas sobre os metabolismos téxicos séo dificeis de serem realizadas com
modelos animais pois sdo baseadas na acumulacdo dos agentes tdxicos ao longo do
tempo de vida do individuo, assim fica evidente que os resultados patolégicos
encontrados nos animais, se houverem, ndo ser8o 0os mesmos que 0s encontrados no
homem.

Os modelos animais por mais Uteis e numerosos que sejam tém seus limites. Entretanto
eles sao indispensaveis no estudo das doencas genéticas humanas pois permitem, por
exemplo, o estudo da patologia de uma sindrome ao longo do tempo, no
desenvolvimento de terapias génicas, na descoberta de novos genes que podem ser uma
fonte para novos medicamentos (por exemplo a descoberta do gene obese de
camundongos que codifica para a leptina. Esta proteina é usada atualmente no
tratamento de um tipo de obesidade humana) ou nos genes modificadores que tém
papéis determinantes na gravidade de um fendtipo e que constituem novos alvos para
tratamentos. Ao combinarmos as diferentes técnicas que estdo disponiveis hoje em dia
para a modificagdo do genoma dos animais de laboratério, os geneticistas poderdo em
breve obter modelos que sejam mais fidedignos as doencas humanas. Podemos acabar
dizendo que a experimentacdo animal, a partir de agora, mudou radicalmente.

| 340
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18.3.4. Tabela e Figuras

A tabela abaixo mostra os sitios da internet mais interessantes sobre a genética de
camundongos e 0os modelos animais.

Tabela 18.4 - Fontes de informacdes dos modelos animais

SITIOS INTERESSE ENDERECOS

Informacdes Gerais

» Pub Méd. +++ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/
» Search OMIM. +++ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omn/searcho
mim.html

» The Jackson Labotatory. +++  |http://www..jax.org/

» Mouse and Rat Research +++ http://www.cco.caltech.edu:80/—mercer/ht
Home Page. mls/rodent_page.html

» MGI - Genes, Marcadores e +++ http://www.informatics.jax.org/locus.html
Fendétipos.

» Internet Resources for +++ http://brut.gdb.org/Dan/tbase/docs/databa
Transgenic and Targeted ses.html

Muation Research.

Informacdes de todas as
espécies animais

» OMIA. +++ http://www.angis.su.oz.au/Databases/BIRX
/omia/

Genética

» Camundongo. +++ http://www.informatics.jax.org/locus.htim

Criacdo de Modelos

» MRC Mammalian Genetics +++ http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/

Unit - ENU UK - Programa de
Mutagénese nos
camundongos.

» The Institute of Mammalian +++  http://www.gsf.de/isg/
Genetics - R. Balling -
Programa de Mutagénese
nos camundongos.

» Lexicon Genetics, Inc - +++ http://www.lexgen.com/
Producgéo de modelos por
encomenda.

Disponibilidade de Modelos

» ILAR Home. +++ http://www?2.nas.edu/ilarhome/

» The Jackson Laboratory — +++ http://www.jax.org/resources/documents/
Resources.
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Figura 18.1 - Mutacédo alcaptonuria (aku)

A urina dos animais doentes torna-se escura apds o contato com o ar 0 que a oxidacao.
Na foto o animal afetado esta a esquerda e na direita o normal

Figura 18.2 - Mutagao pmn

A fraqueza muscular dos animais pmn (& direita na foto) se caracteriza pela incapacidade
de esticar as patas posteriores quando erguemos os camundongos pelo rabo.
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Figura 18.3 - Mutagéao fenilcetonuria

Os camundongos pertencem a mesma linhagem (BTRB). A despigmentacdo vista no
animal de cor marrom € um componente da sindrome da fenilcetonuria.

Figura 18.4 - Mutacdo obeso (ob)

A massa corporal do animal obeso (a esquerda na foto) € muito maior que a do animal
normal (a direita na foto)
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19. Animais Geneticamente Modificados
(Transgénicos) e a Legislacao Brasileira de
Biosseguranca

Luciana de Andréa Ribeiro

Vasco Azevedo

19.1. INTRODUCAO

Durante séculos, produtores rurais vem praticando selecdo artificial em varias racas e
linhagens de animais domésticos, objetivando aumentar a freqUiéncia de genes que
permitam a expressdo de caracteristicas economicamente relevantes. No entanto,
quando o objetivo é a obtencdo de mudanc¢as mais drasticas no potencial genético, como
mudanca da base alimentar (pasto x grdos) ou nos requerimentos de mercado (reducao
de gordura), os produtores tém lancado mé&o de estratégias de substituicdo de racas ou
cruzamentos, transferindo genes de uma populacdo para outra, dentro de uma mesma
espécie (Cundiff et al., 1993). Na década passada, foram desenvolvidas técnicas para
transferir genes especificos, com efeitos desejaveis, ndo somente de uma raca para
outra, mas de uma espécie para outra (Pursel & Rexroad, 1993).

O desenvolvimento de técnicas de introducdo de genes em células somaticas e
germinativas de animais domésticos e de laboratdrio foi um dos principais avancos
tecnoldgicos ocorridos nas ultimas duas décadas. Animais geneticamente manipulados
tém fornecido novos modelos de estudos da regulacdo génica, da acdo de oncogenes e
das interagdes celulares envolvidas no sistema imune. Além disto, a tecnologia de
transgénese animal possibilita a geracdo de modelos animais precisos para estudo de
doencas genéticas humanas e a producao, em larga escala, de proteinas recombinantes
de interesse farmacolégico humano (Jaenisch, 1988; Pursel & Rexroad, 1993 e Wall,
1996). Duas outras utilizacbes de animais transgénicos, para um futuro préximo, é a
producdo de animais transgénicos (freglentemente suinos), que sejam imunes a
rejeicdo, servindo como doadores de O6rgdos para transplante em humanos
(xenotransplante) (Lanza et al., 1997) e para a producdo de alimentos, esta ultima
permanece pouco explorada. Isto decorre devido ao reduzido niumero de genes de
interesse para a agropecuaria que ja tenham sido identificados, isolados, seqiienciados e
clonados (Pursel & Rexroad, 1993).

Animais transgénicos podem ser definidos como aqueles que contém moléculas de DNA
exogeno, introduzidas por intervencdo humana intencional, objetivando a expressédo de
novas caracteristicas (Wall, 1996). Por analogia, o gene transferido denomina-se
transgene (Pursel & Rexroad, 1993). Entretanto, a integracdo por si s6 ndo garante a
expressdo do transgene, e, uma outra definicdo seria, aquele animal que expressa o
transgene e que quando acasalado com animais normais, produz progénies que herdarédo
este gene de forma mendeliana, devido a incorporacdo do transgene nas células
germinativas (Gordon & Ruddle, 1981).
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O primeiro experimento com transgénese animal foi realizado com células da linhagem
germinativa de camundongos em 1974. O genoma inteiro do virus Simian foi
microinjetado na cavidade blastocélica de embrides em estadio inicial do
desenvolvimento (Jaenisch & Mintz, 1974). Entretanto, a integracdo de DNA viral s6 foi
detectada, em estudos subsequentes, quando embrides de camundongos foram
microinjetados com o retrovirus da leucemia de Moloney, gerando a primeira linhagem
de camundongos transgénicos (Jaenisch, 1977). A partir dessa data, varios protocolos
tem sido desenvolvidos, buscando-se alterar o gendétipo de animais de maneira estavel.

A expressdo do DNA exdégeno, por sua vez, foi obtida também em camundongos, no
inicio da década de 80 (Gordon & Ruddle, 1981; Palmiter et al., 1982, 1983).
Camundongos gigantes, gerados a partir da introducdo do transgene (gene do horménio
do crescimento humano sob o controle do promotor do gene da metalotioneina de
camundongos) em embrides de uma uUnica célula, demonstraram que a integracdo foi
estavel e a expressédo foi correta nos tecidos do animal adulto (Palmiter et al., 1983).
Estes resultados incentivaram a aplicacdo das técnicas de transgénese, visando aumentar
a taxa de crescimento em animais domésticos.Coelhos, ovelhas e porcos transgénicos
foram obtidos, em meados da década de 80 (Hammer et al., 1985) e bovinos e caprinos,
no inicio dos anos 90 (Pursel & Rexroad, 1993). Entretanto, a eficiéncia de transformacao
obtida foi menor do que em camundongos.

19.2. TECNICAS DE RANSGENESE

Varias técnicas tém sido utilizadas para a introducdo de genes em células germinativas e
em células sométicas, de varias espécies animais. Para a produgdo de animais
domeésticos transgénicos as técnicas mais utilizadas séo:

» microinjecdo de DNA em pronucleo;

» infeccdo por retrovirus;

» células embrionarias indiferenciadas (“embryonic stem cells”);
» espermatozéides como vetores;

» biolistica.

Dependendo da técnica utilizada, o animal produzido pode constituir-se somente de
células que carregam o transgene (sdo os denominados animais transgénicos), ou de
conjuntos de células com ou sem o transgene (animais quiméricos ou mosaicos). Os
animais quiméricos sdo constituidos de células de origens distintas, enquanto que, 0s
mosaicos sao constituidos de células derivadas de um Unico blastocisto original. As
técnicas que envolvem a introducdo de células transformadas em um embrido receptor
(por exemplo, a transfeccdo de células embrionarias indiferenciadas e, posterior,
introducdo destas células em embrides em estaddio de blastocisto) dardo origem a
animais quimeéricos. Por outro lado, técnicas que transfectam diretamente as células do
animal a ser transformado, produzirdo animais mosaicos. Nas duas situac¢des, os animais
transgénicos s6 serao obtidos, apds o cruzamento de individuos heterozigotos F1 com
animais normais (Notarianni & Evans, 1992).
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19.2.1. Microinjecdo de DNA em Pronucleo

Esta técnica consiste na microinjecdo de genes, diretamente, no prondcleo de um ovo
recém fertilizado (Gordon et al., 1980). Geralmente, mdultiplas moléculas de DNA em
tandem integram-se estavelmente no genoma do hospedeiro, em um Unico sitio de
insercao (Jaenisch, 1988). Entretanto, nem sempre isto ocorre, por exemplo, Lacey et al.
(1986) observaram que o virus do papiloma de bovinos ou integrava-se, estavelmente,
ao genoma de camundongos transgénicos ou mantinha-se como um epissomo,
dependendo da estrutura do DNA injetado.

A maior vantagem deste procedimento é a eficiéncia em gerar linhas transgénicas que
expressem o transgene de maneira correta. Entretanto, esta técnica é limitada, néo
podendo ser utilizada em embrides, em estadio mais avancado do desenvolvimento
(Gordon, 1989). Outras limitacGes desta técnica sao: rearranjos causados no genoma da
célula microinjetada e introducéo de varias copias do transgene, originando animais com
expressao variavel do transgene (Gordon & Ruddle, 1981; Mahon et al., 1988). Em
animais domeésticos, a proporcdo de individuos transgénicos, que se desenvolveram a
partir de um ovo microinjetado, € menor do que aquela observada em camundongos.
Isto ocorre devido a alguns fatores, tais como: dificil visualizacdo dos pronucleos,
disponibilidade de ovos recém fertilizados, sincronismo dos animais receptores e
doadores, idade do animal doador e niUmero de ovos transferidos, entre outros (Martin &
Pinkert, 1994).

A porcentagem de embrifes injetados que desenvolveram-se em animais transgénicos
varia de 1 a 3% em caprinos (Gavin, 1997), 0,3 a 4,0% em suinos (Pursel, 1997); 0,1 a
4,4% em ovinos e 0,7 a 3,2% em bovinos (Gagné et al., 1997).

Em aves, a microinjecdo diretamente no prondcleo nédo é utilizada, pois os pronucleos
feminino e masculino sdo mascarados pelo citoplasma opaco e, também, é dificil
distinguir o pronucleo masculino, que ird contribuir para a formacado do zigoto, devido a
presenca de prondcleos masculinos supranumerérios. Ndo sendo possivel injetar DNA,
dentro do pronucleo, injeta-se, entdo, no citoplasma préximo aos pronucleos (Ginsburg &
Eyal-Giladi, 1987). A expressdao de DNA exoégeno, injetado no citoplasma de ovos
fecundados, foi verificada por Naito et al. (1991) e Sang & Perry (1989). Os genes
injetados mostraram-se, todavia, epissomais e perderam-se, gradativamente. A
producdo de galinhas transgénicas, por microinjecdo de DNA, no disco germinal de
zigotos e posterior cultura, ex vivo, do embrido até a ecloséo, foi obtida, logo a seguir,
por Love et al. (1994) e Naito et al. (1994). Estes trabalhos demonstraram transmissao
estavel do DNA exégeno para a progénie, mas com baixa eficiéncia (menos de 1% dos

embrides injetados apresentaram o DNA exdgeno).

Para aumentar a taxa de transgenese em espécies superiores, muitas técnicas tem sido
desenvolvidas visando melhorar a integracdo dos transgenes, tais como:
bombardeamento de particulas (Ribeiro et al., 1999; Zelenin et al., 1997), insercdo por
retrovirus (Kim et al., 1993), espermatozoides como vetores (Gagné et al., 1991) e
células embrionarias indiferenciadas (Cherny et al., 1994). Cada técnica tem suas
vantagens em comparacdo com a microinjecdo pronuclear, no entanto, nenhum método
tem demonstrado sua habilidade em produzir bovinos transgénicos (Menck et al. 1998).



Manual de Biosseguranga, Parte IV — Manipulacao de Animais
Capitulo 19 - Animais Geneticamente Modificados (Transgénicos) e a Legislacédo Brasileira de Biosseguranca

19.2.2. Infeccdo por Retrovirus

Genes exogenos podem ser inseridos no genoma de retrovirus e, estes podem ser,
entdo, utilizados como vetores de DNA. Ao contrario da técnica de microinjecdo de DNA
em pronucleos, os retrovirus integram o gene exdgeno, por um mecanismo precisamente
definido, no genoma da célula hospedeira. Somente uma cépia do virus é inserida em
determinado sitio do cromossomo e nenhum rearranjo no genoma €é induzido, exceto
para uma pequena duplicacdo de uma sequUéncia do genoma no sitio de integracao
(Jaenisch, 1988; Menck, 1998). A infeccdo por retrovirus pode ocorrer por exposicdo das
células a alta concentracdo do virus, por co-cultura em monocamada de células
infectadas com o retrovirus ou, no caso de aves, pela microinjecdo do retrovirus
diretamente no blastodisco (Pursel & Rexroad, 1993).

A principal vantagem do uso de vetores retrovirais, para transferir genes em animais, € a
facilidade de se introduzirem virus em embrides em véarios estadios do desenvolvimento.
No entanto, o tamanho do DNA a ser introduzido é limitado (menos de 6 Kb) e,
geralmente, pode apresentar problemas de expressdo do gene, devido a alta
instabilidade de tais vetores. Outras desvantagens desta técnica sao: dificil manipulagcédo
dos retrovirus; o animal resultante é um mosaico, sendo necessarios, portanto,
cruzamentos, para a obtencdo de uma linhagem transgénica pura e a eficiéncia de
transformacéo das células germinativas é baixa (Jaenisch, 1988; Pursel & Rexroad,

1993).

Em aves, a transferéncia de genes para linhagens germinativas tem sido obtida por
infeccdo de retrovirus replicacdo-defectiva ou replicacdo-competente em embrides, logo
apos a postura dos ovos (Bosselman et al., 1989; Briskin et al., 1991; Hughes et al.,
1986; Salter & Crittenden, 1989; Salter et al., 1987, 1993 e Shuman & Shoffner, 1986),
em O6vulos ndo fecundados (Shuman & Shoffner, 1986) ou em células germinativas
primordiais (Vick et al., 1993). Embora tais vetores retrovirais sejam apontados como a
melhor técnica para a produgdo de galinhas transgénicas, ocorrem algumas
desvantagens. Primeira: a proporcdo de embrifes, oriundos de ovos infectados com
virus, que transmitem o DNA exdgeno para as suas progénies é relativamente baixa.
Segunda: centenas ou milhares de ovos devem ser inoculados e um ndmero similar de
progénies deve ser examinado, quanto a presenca do transgene, para identificar uma
galinha transgénica. Terceira: virus replicagdo-competente provocam viremia croénica,
enquanto que virus replicacdo-deficiente sdo dificeis de se propagarem eficientemente.
Quarta: o tamanho do gene a ser introduzido, no vetor retroviral, é limitado para cerca
de 2 kb para virus replicagdo-competente e cerca de 6 kb para virus replicagdo-
deficiente. Vetores retrovirais, no entanto, permanecem muito atrativos, pois integram
somente uma copia do DNA exégeno no genoma da célula infectada (Etches, 1996).

Alguns dos problemas associados com a infecgdo por retrovirus ja foram eliminados com
a utilizacdo da técnica denominada virofeccdo. Esta, consiste na co-transfeccdo de dois
plasmideos, um dos quais possui somente o DNA exdégeno e o outro, 0s genes que
codificam para as proteinas necessarias para a replicacdo e integracdo do vetor. Neste
sistema, nao sao produzidas moléculas de RNA do virus e, portanto, ndo ha a formacgao
de novas particulas virais (Flamant et al., 1994). Este procedimento mostrou um grande
potencial para a introducdo de modificacbes genéticas em células da blastoderme de
embrides de galinha, sem a producao de virus infecciosos (Flamant et al., 1994).
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19.2.3. Células Embrionarias Indiferenciadas (“Embryonic Stem Cells -
ES!’)

Concomitantemente com o desenvolvimento das técnicas de microinjecdo e infecgdo por
retrovirus, foram realizados estudos para estabelecer linhagens celulares, que pudessem
participar da formacdo de animais quiméricos, colonizando as células germinativas. As
células embrionarias indiferenciadas (ES) sdo estabelecidas in vitro, a partir do cultivo de
células oriundas do botdo embrionario de embrides em estadio de blastocisto. Estas
células mantém sua caracteristica de pluripoténcia e conservam seu cariétipo normal,
quando em cultura (Wagner et al., 1985). Genes podem ser eficientemente introduzidos
nestas células por transferéncia direta de DNA ou por meio de retrovirus (Jaenisch,
1988). Quando injetadas em um blastocisto hospedeiro, as células ES transformadas
podem colonizar o embrido e contribuir para a formacdo da linhagem germinativa,
originando um animal quimérico para o gene exégeno (Robertson et al., 1986). A
possibilidade de selegcao prévia, in vitro, de um gendtipo particular, antes da introducao
das células no embrido, constitui o maior beneficio desta técnica. Ademais, este método
permite insercdo sitio-especifica do transgene, por meio de recombinacdo homdloga
(Capecchi, 1989). No entanto, a grande desvantagem para a producdo de animais
transgénicos, é que nao se pode prever o destino das células ES e, estas podem né&o
originar as células germinativas. Outro fator importante, € que os animais produzidos sdo
quiméricos e, como no caso da infeccdo por retrovirus, sdo necessarios cruzamentos para
a obtencédo de uma linhagem transgénica pura (Gordon, 1989; Pursel & Rexroad, 1993).

Em animais domeésticos, células ES foram desenvolvidas em bovinos (Niemann, 1998),
suinos e ovinos (Notarianni et al., 1991), no entanto, nenhuma destas células
contribuiram para a formagdo da linhagem germinativa. Em porcos, quimeras foram
gerados através da injecado de células ES ou células germinativas primordiais (PGC =
progenitores de oocitos e espermatozoides). Bovinos quiméricos também foram obtidos
com células ES, no entanto, nenhuma célula germinativa continha o transgene.
Camundongos s&o, ainda, os Unicos animais transgénicos derivados de células
embrionarias indiferenciadas (Donovan et al., 1997).

19.2.4. Espermatozdides como Vetores

Espermatozéides podem ser utilizados, como vetores, para a introducdo de genes
exdgenos no nucleo de ovécitos, no momento da fecundacdo. Camundongos e suinos
transgénicos foram produzidos, a partir da incubacdo dos espermatozéides, em um meio
contendo o DNA exégeno, e com a subsequente utilizacdo destes espermatozoéides para a
fecundacdo in vitro (Lavitrano et al., 1989) ou inseminacdo no oviduto (Lauria &
Gandolfi, 1993). Trabalhos adicionais demonstraram a presenca de genes exdgenos em
embrides, feto e animais adultos de coelho (Rottmann et al., 1996), bovinos (Gagné et
al., 1991; Rottmann et al., 1996; Sperandio et al., 1996), suinos (Sperandio et al., 1996)
e galinhas (Nakanishi & Iritani, 1993; Rottmann et al., 1992; Squires & Drake, 1993). No
entanto, a integracdo estavel dos genes exdgenos no genoma de animais adultos € um
evento raro e a eficiéncia de producdo de animais transgénicos € baixa (Pursel &
Rexroad, 1993; Squires & Drake, 1993). Evidéncias sugerem que mudancas na molécula
de DNA ocorrem principalmente dentro dos oocitos, representando um passo limitante na
producdo de animais transgénicos, utilizando espermatozdides como vetores de DNA
(Gandolfi, 1998).



Manual de Biosseguranga, Parte IV — Manipulacao de Animais
Capitulo 19 - Animais Geneticamente Modificados (Transgénicos) e a Legislacédo Brasileira de Biosseguranca

19.2.5. Biolistica

A biolistica € um método fisico para a introdu¢édo de acidos nucléicos e outras substancias
no interior de células e tecidos intactos, pela aceleracdo de microparticulas de metal a
alta velocidade. Este processo tem sido descrito de diferentes formas e denominado de
varias maneiras: bombardeamento de particulas, bombardeamento de microparticulas,
aceleracdo de particulas, biobalistica, “gene gun”, entre outros. Os inventores deste
processo, para uniformizar os diferentes termos e aparatos associados ao disparo de
materiais bioldgicos no interior de células-alvos, denominaram-no biolistica (Sanford et
al., 1993).

O processo biolistico, inventado em 1984, por E. D. Wolf, N. K. Allen e J. C. Sanford, foi
originalmente desenvolvido para introduzir genes exdgenos, no genoma nuclear de
plantas superiores (Klein et al., 1987). Comparada com outras técnicas de
transformacéo, a biolistica pode ser considerada como o sistema que demonstra a menor
especificidade quanto uso de gendtipos, permitindo trabalhar com espécies antes
julgadas de dificil transformacdo. Apresenta ainda outras vantagens como:
bombardeamento simultdneo de muitas células, liberacdo de altas doses de DNA, co-
transformacdo com dois ou mais plasmideos, independéncia quanto ao uso de protocolos
especificos de cultura de tecidos e relativa praticabilidade e eficiéncia da técnica (Klein et
al., 1992; Sanford et al., 1993).

Ha muitas formas de aceleracdo de particulas microscopicas a velocidade altas, como é
exigido pelo processo biolistico. Dos varios métodos de aceleragcdo, o que tem-se
mostrado mais eficiente é o de aceleracdo de microparticulas na superficie de um
carreador macroscopico ou macrocarreador. O macrocarreador, em todos os métodos, é
impulsionado por uma onda de choque. Esta onda pode resultar de: explosdo quimica,
exploséo elétrica de uma gota d'agua, descarga de ar comprimido e choque de gas hélio
ou de nitrogénio, gerado pelo mecanismo de ruptura de membrana. O macrocarreador
pode ser qualquer objeto pequeno, cuja superficie frontal possa carregar microparticulas
e, cuja superficie oposta apresente integridade coesiva bastante, para absorver a energia
da onda de choque e suportar aceleracdo subita seguida de desaceleracdo abrupta
(Sanford et al., 1993).

O primeiro equipamento desenvolvido utilizava pélvora para acelerar as microparticulas
de metal. Estas microparticulas, cobertas de DNA, sdo colocadas em um macrocarreador
de ndilon, que é acelerado, dentro de um tubo, pela explosdo da pdlvora, até atingir um
anteparo de impacto. Somente as microparticulas continuam sua trajetéria, por uma
pequena abertura no anteparo, até atingirem o tecido-alvo (Klein et al., 1987). Todo esse
processo ocorre, dentro de uma camara, sob vacuo parcial. Este modelo basico nao
permite o controle da velocidade das particulas e, devido as variagcdes na quantidade de
poélvora, que acelera o macrocarreador, apresenta alto grau de variabilidade em cada
bombardeamento. Este sistema causa também dano apreciavel ao tecido-alvo, devido
principalmente a onda de choque e ao choque acuUstico. O uso de peneiras, entre o
anteparo de impacto e o tecido, minimiza o dano as células e melhora o perfil de
distribuicdo das particulas (Russel et al., 1992).

Sanford et al. (1991) desenvolveram um sistema de bombardeamento, onde uma
pressdo controlada de gas hélio acelera uma membrana de plastico carregada de
particulas (membrana carreadora). Apo6s percorrer curta distdncia, a membrana
carreadora é desacelerada, pelo impacto em uma tela fixa (tela de retencdo) e somente
as particulas continuam o seu percurso, até atingirem o explante-alvo, sob vacuo parcial.
A pressdo é controlada por um disco de ruptura, que pode apresentar diferentes
espessuras, de acordo com a pressao desejada. A distancia, entre o disco de ruptura e a
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membrana carreadora, pode ser modificada, permitindo variar a velocidade das
particulas, conforme o tipo de tecido-alvo a ser utilizado.

O primeiro trabalho de transferéncia de genes em animais, utilizando a biolistica, surgiu
em 1989, onde uma linhagem de células de camundongos foi transformada com o gene
neo, que confere resisténcia ao antibidtico geneticina (Zelenin et al., 1989). Desde entéo,
a biolistica tem sido utilizada para a transformacao de células em cultura, de 6rgaos
isolados e de tecidos de animais vivos (Johnston et al., 1991; Yang et al., 1990 e Zelenin
et al., 1991). As aplicacfes potenciais desta técnica séo: analise da expressdo de genes e
promotores tecidos-especificos, terapia e imunizagdo genéticas e, producédo de células e
animais transgénicos (Klein & Fitzpatrick-McElligott, 1993).

A utilizacdo da biolistica para a producdo de animais transgénicos foi demonstrada por Li
et al. (1995), onde células germinativas primordiais de embrides de galinhas foram
bombardeadas com os genes neo e o da ovalbumina. Foi detectada a presenca dos genes
exdgenos nos espermatozoéides dos frangos nascidos. Estes foram cruzados com galinhas
normais e, dos 45 individuos G1 nascidos, 10 apresentavam o transgene (22%). Na
maioria dos casos, o DNA exdgeno desapareceu da prole G1, quando seus individuos
alcancaram a maturidade sexual, sugerindo que, nestes casos, ndo houve integracéo e a
transmissdo do transgene foi epissomal. Dois outros trabalhos demonstraram a aplicacédo
da biolistica em embrides de galinha dentro do préprio ovo (Muramatsu et al., 1997;
Ribeiro et al., 1999).

19.3. UTILIZACAO DOS ANIMAIS TRANSGENICOS

As técnicas de transgénese em animais foram desenvolvidas e otimizadas, visando
basicamente quatro principais linhas de pesquisa:

» o0 estudo da regulacédo e expressao génica;
» a utilizacdo de animais transgénicos como biorreatores;
» a geracdo de modelos animais para estudos biomédicos;

» a introducdo de novas caracteristicas genéticas importantes economicamente.

19.3.1. Estudo da Regulacgéo e Expressdo Génica

Animais transgénicos tém sido amplamente utilizados para a elucidacdo dos mecanismos
moleculares que controlam a expressao e a regulacdo de diversos genes, durante o
desenvolvimento fetal e tecidos adultos. Por exemplo, elementos regulatorios dentro de
introns foram descobertos utilizando-se técnicas de transgenese em animais (Brinster et
al., 1988; Palmiter et al., 1991); promotores, “enhancers” (amplificadores) e elementos
silenciadores de varios genes tém sido identificados e caracterizados e; uma variedade
de promotores que controlam a expressdo de genes tecido-especificos (por exemplo, em
rim, figado, cérebro, sangue e glandula mamaria) sao, atualmente, utilizados para
direcionar a sintese de proteinas em um tecido de interesse (Dziadek, 1996). Outra
grande aplicacdo da transgenia animal encontra-se na area de biologia do
desenvolvimento, onde tem sido possivel estudar e construir mapas detalhados de genes
envolvidos no desenvolvimento embrionario de uma variedade de espécies (Babinet,
1997).
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19.3.2. Utilizacdo de Animais Transgénicos como Biorreatores

A possibilidade de animais transgénicos expressarem proteinas em determinados érgaos,
utilizando-se promotores tecido-especificos, torna-os viaveis como biorreatores de
proteinas de importancia biomedica (Khillan, 1997). Animais domésticos podem servir
como biofabricas para a producdo em larga escala de proteinas expressas no sangue ou
no leite. O isolamento de proteinas expressas nos fluidos (sangue e leite) tem vantagem
sobre os tecidos, pois os fluidos sdo constantemente produzidos e as proteinas sao faceis
de recuperar.

Swanson et al. (1992) produziram porcos transgénicos para o gene da B-globina humana
sob o controle do promotor do gene da B-globina de suinos e, estes expressaram de
moderado a altos niveis da B-globina humano no sangue. Entretanto, a expressdo de
proteinas recombinantes circulantes no sangue mostrou-se prejudicial para a saude do
animal. Desta forma, glandulas mamarias passaram a ser utilizadas, devido a algumas
vantagens como: as proteinas do leite ndo circulam no corpo do animal, o leite poder ser
coletado em grandes quantidades e proteinas como k-caseina e B-lactoglobulina séo
expressas abundante e exclusivamente na glandula mamaria (Khillan, 1997). Assim,
proteinas heterologas podem ser expressas nas glandulas mamarias, clonando-as em
vetores que contenham promotores e elementos regulatorios de genes que codificam
para proteinas do leite, como a k-caseina e a p-lactoglobulina (Wilmut et al., 1991).

Diversos trabalhos com ovinos, caprinos e suinos transgénicos tém sido realizados,
utilizando-os como biorreatores de proteinas expressas no leite. Por exemplo, o fator IX
do coagulo de sangue humano (Clark et al., 1989) e al antitripisina (Wright & Colman,
1997) foram produzidos no leite de ovelhas transgénicas; o ativador de plasminogeno
humano ativo biologicamente, no leite de cabras transgénicas (Ebert et al., 1991); e a
proteina C com atividade anticoagulante e a hemoglobina humana, no leite de suinos
transgénicos (Sharma et al., 1994 Velander et al., 1992). No entanto, os niveis de
producdo destas proteinas foram geralmente muito baixos e variaveis. Desta forma,
pesquisas adicionais, para compreender 0os mecanismos responsaveis pelas variacbes na
producdo de proteinas recombinantes sdo necessarias, antes de utilizar animais
transgénicos como biorreatores na industria biotecnologica (Clark et al., 1998; Khillan,
1997).

19.3.3. Geracgdo de Modelos Animais para Estudos Biomedicos

Animais transgénicos também podem ser utilizados para estudar o mecanismo molecular
que contribui para a patologia de doencas humanas, assim como, para testar agentes
terapéuticos que ou evitem o inicio da doenca, ou diminuia seu progresso ou reduza 0s
sintomas. Camundongos tem sido mais frequentemente utilizados como modelo animal
para um grande numero de doencas humanas, entre elas: fibrose cistica, arteriosclerose,
osteogenese imperfeita, p-talassemia, obesidade, AIDS entre outras (Lowell, 1997;
McLachlan & Porteous, 1997; Miller & Rubin, 1997; Dziadek, 1996).

A transgenia em animais também tem sido aplicada na pesquisa de cancer. Uma
variedade de oncogenes de origem viril e celular tem sido identificados como causadores
de cancer em camundongos transgénicos (Clarke, 1994). Animais transgénicos, portanto,
tem se mostrado uma fonte alternativa para a elucidacdo da influéncia da genética,
fisiologia e ambiente no desenvolvimento do cancer (Kemp, 1997).
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Uma outra aplicacdo, dentro da area de pesquisas aplicadas & saude humana, é a
utilizacdo de animais transgénicos doadores de 6rgaos, que expressem fatores de
inibicdo a rejeicdo. Camundongos e suinos transgénicos tem sido engenheirados para
expressarem altos niveis de fatores de inibicdo, na superficie do endotelio de vasos e
capilares sanguineos (Fodor et al., 1994) e, no caso de suinos, servirem como doadores

de 6rgaos para humanos (xenotransplante) (Platt & Logan, 1997).

19.3.4. Introducdo de Novas Caracteristicas Geneticas Importantes
Economicamente

O objetivo nesta area € a producdo de animais transgénicos que apresentem
caracteristicas de importancia comercial, tais como: maior eficiéncia na conversao
alimentar, maior quantidade de proteina na carne, maior taxa de crescimento corporal,
maior producdo de carcaca e resisténcia a doencas (Dziadek, 1996).

Os primeiros experimentos, visando o aumento da taxa de crescimento corporal, foram
realizados em suinos (Pursel et al, 1989). Suinos transgénicos foram obtidos para os
genes do hormdnio do crescimento de bovino (GH) e o do fator liberador do hormoénio do
crescimento (GHRF). No entanto, efeitos negativos foram observados nestes animais
como: reduzida performance reprodutiva, artrite, ulcera gastrica, dermatite, doencas
renais e morte prematura (Pursel et al., 1989). Estudos posteriores foram realizados em
porcos, ovelhas, gado e peixes transgénicos, utilizando o gene do horménio do
crescimento. No entanto, todos os trabalhos mostraram um limite na manipulacdo
fisiolégica destes animais, ja previamente selecionados para alta producdo. Nenhum dos
animais tiveram um aumento significativo no peso corporal, mesmo tendo sido
encontrado altos niveis do horménio do crescimento circulante (nas ovelhas alcancando
3000 ng/ml no sangue). Apesar do grande interesse em produzir animais com maior taxa
de crescimento corporal e rendimento de carcacga, existem somente poucos trabalhos
sobre a regulacdo do crescimento de animais pela manipulacdo do horménio do
crescimento (Ward, 1997).

Outra estratégia potencial para o uso da transgenia em animais € a possibilidade de se
alterar a composicao do leite, aumentando, por exemplo, a quantidade de proteinas
como a k-caseina. ModificacBes significativas na composicdo do leite foram obtidas
principalmente camundongos, onde grande quantidade de proteinas heterologas foram
expressas no leite. Entretanto, muitos estudos ainda sdo necessarios antes de utilizar
animais domésticos transgénicos produzindo diferentes tipos de leite (Mercier & Vilotte,
1997).

Animais transgénicos também tém sido gerados, visando a modificacdo da estrutura de
fibras téxteis, tais como 1a e cashmere. O crescimento da 1& depende do nivel de cisteina,
um aminoacido que ndo é normalmente sintetizado por células animais mas que pode ser
obtido na dieta alimentar. Ward et al. (1994) transformaram camundongos com dois
genes de bactérias, codificadores de proteinas importantes envolvidas na biossintese da
cisteina, e observaram a expressdo destas proteinas no trato intestinal. Métodos
similares foram tentados em ovinos, mas nenhum animal transgénico que expressasse
estas enzimas no intestino foi produzido (Dziadek, 1996). Damak et al. (1996), utilizando
0 gene do fator de crescimento como insulina 1 (IGF1), com o objetivo de afetar o
metabolismo folicular e, portanto, a producdo de |4, produziram ovelhas transgénicas. Os
resultados mostraram um aumento de 6% na producdo de |4 nos animais transgénicos e
nenhuma modificacdo das caracteristicas da fibra. Este foi o primeiro trabalho
aumentando uma caracteristica de producdo, por engenharia genética, sem efeitos
detrimentais na sadde ou reproducao.
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Por fim, uma outra aplicacdo das técnicas de transgenese é a producdo de animais
transgénicos resistentes a doencas. O custo com doencas tem sido estimado em cerca de
10 a 20% dos custos de producéo total (Muller et al. 1997). Historicamente, o controle
ou a eliminacdo de agentes infecciosos em animais domésticos depende do uso de
vacinas e drogas, periodo de quarentena e erradicacdo. Métodos utilizando transferéncia
de genes tem se tornado atrativo, visto que programas de melhoramento convencional
através de selecdo tém muitos problemas e sdo mais demorados. Estratégias de
imunizacdo baseada na transferéncia de DNA tém por objetivo expressar, estavelmente
ou transitoriamente, componentes que forne¢cam ou influenciem o mecanismo de defesa
do hospedeiro contra patogenos infecciosos (Muller et al. 1997).

Diferentes genes, que conferem resisténcia a doencas genéticas, ja foram identificados e
clonados (Crittenden & Salter, 1990). O gene Mx1l de camundongos, por exemplo, que
confere resisténcia seletiva ao virus da influenza, tem sido utilizado em homens, bovinos,
suinos e ratos (Miller & Brem, 1991). A proteina Mx1 inibe o acumulo de RNAmM do virus
e, portanto, animais transgénicos portadores deste gene sao resistentes a influenza. Este
tipo de translinea é denominada imunizagao intracelular (Meie & Arnheiter, 1997).

Uma outra alternativa, dentro de técnicas de resisténcia a doencas, é a utilizacdo de RNA
antisense. Esta técnica envolvendo animais transgénicos € limitada (Han & Wagner,
1997). O principio desta técnica consiste na hibridizacdo do RNA antisense com o RNAmM
complementar alvo, inibindo a producdo de produtos génicos detrimentais (Han &
Wagner, 1997). O RNA antisense pode atuar de varias maneiras: 1) impedindo o
processamento do RNAmM; 2) aumentando a sensibilidade do RNAmM a dsRNA
ribonuclease; 3) blogueando a tradu¢do do RNAmM no ribossomo; 4) inibindo a exportacao
de RNAmM do nucleo; 5) modificando uma uUnica base do RNAmM. O primeiro estudo
utilizando RNA antisense foi realizado em camundongos, visando a inibicdo da replicagdo
do virus da leucemia (Han et al., 1991). Os resultados mostraram que todos os
camundongos transgénicos que expressaram RNA antisense n&o apresentaram o0s
sintomas da leucemia, enquanto nos camundongos controles, alguns morreram e outros
apresentaram diferentes estagios da doenca. Outro estudo foi realizado em coelhos
contra o adenovirus h5 (Ah5), mas esta técnica é ainda limitada em animais domésticos
detrimentais (Han & Wagner, 1997).

19.4. LEGISLACAO BRASILEIRA DE BIOSSEGURANCA

Os recentes avancos biotecnologicos que nos permitiu de criar animais geneticamente
modificados geraram a necessidade da elaboracdo de leis regulatérias sobre a producgao
de animais transgénicos. Os riscos potenciais para o0 ambiente devem ser levados em
consideracao. No caso dos animais domésticos existe um consenso que as modificacdes
feitas pela transgene sao de baixo risco, entretanto para os outros animais, 0 risco
ecolégico potencial tem que ser avaliado. Os organismos governamentais devem estar
implicados tanto na criagdo dos mecanismos de regulacdo, quanto os das suas
aplicacodes.

Em 20 de dezembro de 1995, o governo brasileiro, através do decreto N°© 1.752
regulamentou a lei N° 8.974 que estabelece normas de segurangca e mecanismos de
fiscalizacdo para o uso das técnicas de engenharia genética na construcdo, cultivo,
manipulacdo, transporte e liberagdo no meio ambiente de Organismos Geneticamente
Modificados (OGM) com o objetivo de proteger a vida e a saide do homem, dos animais
e das plantas, bem como o meio ambiente. Além de criar a Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio) e dispor sobre sua vinculagcdo, competéncia e composicao.
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Todos os textos legais referentes a biosseguranca no Brasil tais como leis e decretos
federais, resolucdes ministeriais, além das instru¢cdes normativas estabelecidas pela
CTNBio estado reunidos na site desta comissao
(http://www.mct.gov.br/ctnbiotec/Default.htm).

A CTNBio estabeleceu duas instru¢cées normativas (N°© 12 e 13) com normas e apéndices
para trabalho em contencdo e importacdo com Animais Geneticamente Modificados
(AnGMSs) que transcrevemos abaixo®:

Estas instru¢bes normativas sdo satisfatérias neste momento, entretanto a CTNBio se
reserva o direito de propor modificacdes ou a criacdo de novas instruc¢des caso o trabalho
com AnGMs apresente riscos particulares ou ndo tenha sido previsto pelo conhecimento
cientifico atual. Para a liberacdo planejada no meio ambiente de Organismos
Geneticamente Modificados existe uma Instrucdo Normativa (N° 3) e de como proceder a
caso aconteca liberacdo acidental.. No entanto no Brasil, os trabalhos com AnGMs sao
feitos em regime de contencdo e até o momento nado foi pedida autorizacdo para
liberacdo no meio ambiente ou relatado algum acidente.

19.4.1. Instrucdo Normativa N° 12

Instrucdo Normativa N° 12, publicada no Diario Oficial da Unido - DOU - N°© 100-E, de 28
de maio de 1998, Secédo 1, Paginas 10-12.

A Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio, no uso de suas atribuicdes
legais e regulamentares, resolve:

Art. 1°© O Trabalho em Contencdo com Animais Geneticamente Modificados - AnGMs
obedecera as normas constantes do Anexo da presente Instrucao Normativa.

Art. 2° A presente Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacdo.

Luiz Antonio Barreto de Castro

Presidente da CTNBIo

ANEXO

NORMAS PARA TRABALHO EM CONTENGCAO COM ANIMAIS GENETICAMENTE
MODIFICADOS

Escopo

Estas normas aplicam-se ao trabalho em contencdo com animais geneticamente
modificados (AnGMs). Microrganismos e plantas geneticamente modificados bem como a
manipulacdo genética de seres humanos séo tratados em regulamentacgdo especifica.

A utilizacdo de animais em experimentos que envolvam inoculac¢do de acido nucléico (ex:
vacinas de DNA ou terapia génica) serad tratada em regulamentacéo especifica.

1 Texto livre.
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Defini¢cbes

Para efeito destas normas, salvo se indicado diferentemente, certos termos serao
definidos da seguinte maneira:

» AnGM: Animal geneticamente modificado é todo aquele que tenha &acido nucléico
exogeno intencionalmente incorporado no genoma de suas células germinativas ou
somaticas.

» CQB: Certificado de Qualidade em Biosseguranca.
» CIBio: Comissdo Interna de Biosseguranca.
» CTNBio: Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca.

» NB-A: Nivel de contencdo necessario para permitir o trabalho com o animal
geneticamente modificado.

» Trabalho em contencédo: Atividade com o animal geneticamente modificado que néo
permita o escape ou liberacdo para o meio ambiente.

» Niveis de Biosseguranca: Os AnGMs serdo classificados como de niveis de
biosseguranca 1, 2, 3 ou 4.

» Grupo de Risco: AnGMs do Grupo | sdo os AnGMs de nivel de biosseguranca 1 e
AnGMs do Grupo Il sdo os AnGMs de niveis de biosseguranca 2, 3 ou 4.

Aplicacdo das Normas

Estas normas aplicam-se ao trabalho de pesquisa, producdo, desenvolvimento
tecnoldgico, ensino e controle de qualidade que utilizem animais geneticamente
modificados, em regime de contencao, realizado no territério nacional.

Estas normas nao se aplicam a liberacdo planejada do animal geneticamente modificado

no meio ambiente, que obedece a norma especifica (Instrucdo Normativa n° 3,
publicada no DOU n° 221, de 13 de novembro de 1996, Secao 1, paginas 23691-23694).

As duvidas sobre a aplicacdo destas normas devem ser dirimidas junto a CIBio a qual,
conforme o caso, solicitara esclarecimentos & CTNBio.

Qualquer que seja o grupo do animal, a instituicdo devera requerer a CTNBio extensao de
seu CQB para biotérios. No caso de NB-Al para trabalho em regime de contengcdo com
AnGMs do Grupo | a proépria CIBio da instituicdo podera autorizar o inicio de operacéo
do biotério e enviar a CTNBio a planta do mesmo e suas normas de funcionamento em
seu relatério anual. Nos casos de NB-A2, NB-A3 ou NB-A4, para trabalho em regime de
contencdo com AnGMs do Grupo Il, a CTNBio realizara visita técnica para aprovacdo do
mesmo.

Procedimentos

Responsabilidades a serem cumpridas:

» O responsavel legal da entidade e a CIBio ficam encarregados de garantir o fiel
cumprimento destas normas no que diz respeito ao trabalho em contencdo com
animais geneticamente modificados.

» Instituicdes que desejarem trabalhar com AnGMs de qualquer Grupo deverao possuir,
na sua CIBio, pesquisador com experiéncia comprovada na manipulacdo de animais
geneticamente modificados.
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» O Pesquisador Principal garantira o cumprimento destas normas, em conformidade
com o CQB e sob supervisdo da CIBio. Ele assegurard que todas as pessoas
envolvidas no trabalho sejam conscientizadas dos riscos envolvidos e que sejam
devidamente treinadas para o cumprimento destas normas.

» E de responsabilidade da CIBio e de seus membros providenciar para que a CTNBio
seja avisada, em qualquer eventualidade, do ndo cumprimento destas normas.

Liberacdo Acidental De Animais Geneticamente Modificados No Meio Ambiente

Todas as atividades com animais geneticamente modificados em regime de contencdo
devem ser planejadas e executadas de acordo com estas normas, de modo a evitar a
ocorréncia de liberacédo acidental.

Todo animal geneticamente modificado devera possuir um marcador genético capaz de,
ao ensaio de seu DNA, identificd-lo dentre uma populacdo de animais da mesma espécie.
Sempre que possivel, animais geneticamente modificados deverdo ter marcas
permanentes, capazes de identifica-los a inspe¢cdo macroscopica.

A ocorréncia, entretanto, de qualquer liberacdo acidental de animal geneticamente
modificado, devera ser imediatamente comunicada a CIBio e a CTNBio, anexando-se
relatdrio das acdes corretivas ja tomadas e os nomes das pessoas e autoridades que
tenham sido notificadas.

O comunicado de tal ocorréncia a CTNBio ndo isenta o proponente de qualquer outra
obrigacdo que possa ter, a luz da legislagdo ordinaria ou estatutos, e de informar as
autoridades competentes ou as pessoas que possam ser afetadas.

Apresentacao de Propostas

Para qualquer atividade com animais geneticamente modificados classificados como
AnGMs do Grupo | ou AnGMs do Grupo Il (ver definicbes abaixo), o Pesquisador Principal
deverd encaminhar a CIBio de sua instituicdo informacdes detalhadas de acordo com o
Modelo para Peticédo constante do Apéndice desta norma. No caso de AnGMs do Grupo I,
a autorizacdo serd concedida pela CIBio que, por sua vez, encaminhara informacdes
relativas a essas atividades em seu relatério anual a ser enviado a CTNBio. Caso julgue
necessario ou apropriado, a CIBio podera, a seu critério, solicitar parecer conclusivo da
CTNBIo sobre autorizagao para trabalhos com AnGMs do Grupo |.

Para qualquer atividade com AnGMs do Grupo Il, o Pesquisador principal submetera uma
proposta escrita a CIBio, que encaminhara o pedido a CTNBio, utilizando o Modelo para
PeticAo constante do Apéndice desta norma. A Secretaria Executiva da CTNBio
comunicara a ClBio a decisdo da CTNBio.

Uma nova proposta devera ser apresentada para apreciacdo da CTNBio sempre que
houver alteracdo no organismo utilizado ou nas condi¢cdes experimentais.

Trabalhos com AnGMs do Grupo Il somente poderao ser desenvolvidos apés analise da
proposta e autorizacdo pela CTNBio.

A Secretéaria Executiva estara disponivel para esclarecimentos a respeito de qualquer
assunto relacionado a estas normas.
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Classificacdo dos AnGMS quanto ao nivel de biosseguranca

AnGM de Nivel de Biosseguranca 1: Sao considerados animais geneticamente
modificados de Nivel de Biosseguranca 1 aqueles que, ap6s as manipulacdes genéticas
sofridas, ndo tiverem alteradas suas caracteristicas de transmissibilidade de doencas
para outras espécies vegetais ou animais, incluindo seres humanos, ou que nao
apresentarem vantagens seletivas quando liberados no meio ambiente. Animais que,
apos manipulacdo genética, passem a conter genoma, ainda que completo, de virus néo

levam a doencas infecciosas transmissiveis, serdo considerados como de Nivel de
Biosseguranca 1.

AnGM de Nivel de Biossegurangca 2: Sao considerados animais geneticamente
modificados de Nivel de Biosseguranca 2 aqueles que, apds manipulacdo genética,
passem a expressar substancias sabidamente toxicas para animais, incluindo o homem,
Oou vegetais e que, para tais toxinas, existam formas efetivas de prevencdo ou
tratamento. Também sdo considerados como de Nivel de Bioseguranca 2 animais que,
apos manipulacdo genética, contenham mais de 75% do genoma de virus manipulados
em Nivel de Bioseguranca 1 (Instrucdo Normativa n® 7, publicada no DOU n°® 133, de 09
de junho de 1997, Secdo 3, paginas 11827-11833), capazes de levar a doencas
infecciosas transmissiveis. S8o ainda considerados animais geneticamente modificados
de Nivel de Biosseguranca 2 aqueles que, apd6s manipulacdo genética, possam ser
susceptiveis a infeccdes que normalmente nao ocorram na espécie equivalente
(possibilidade de quebra da barreira entre espécies).

AnGM de Nivel de Biosseguranca 3: S&o considerados animais geneticamente
modificados de Nivel de Biosseguranca 3 aqueles que apés a manipulacdo genética,
contenham mais de 75% do genoma de virus manipulados em Nivel de Biosseguranca 2
ou 3 (Instrucdo Normativa n® 7, publicada no DOU n® 133, de 09 de junho de 1997,
Secdo 3, paginas 11827-11833). Também sdo considerados como animais geneticamente
modificados de Nivel de Biosseguranca 3 aqueles que, apds manipulacdo genética,

passem a ser considerados mais aptos a sobrevivéncia no meio ambiente que os
equivalentes ndo geneticamente modificados.

AnGM de Nivel de Biosseguranca 4: Sado considerados animais geneticamente
modificados de Nivel de Biosseguranca 4 aqueles que, apds manipulacdo genética,
contenham mais de 75% do genoma de virus manipulados em Nivel de Biosseguranca 4
(Instrucdo Normativa n® 7, publicada no DOU n° 133, de 09 de junho de 1997, Secédo 3,
paginas 11827-11833). Sao também considerados animais geneticamente modificados
de Nivel de Biosseguranca 4 aqueles que, ap6és manipulacdo genética, passem a
expressar substancias sabidamente téxicas para animais, incluindo seres humano, ou
vegetais e que, para tais toxinas, ndo existam formas efetivas de prevencédo ou
tratamento.

Classificacdo dos AnGMS Quanto ao Grupo de Risco

AnGM do Grupo |: Sédo considerados AnGMs do Grupo | o0s animais geneticamente
modificados de Nivel de Biosseguranca 1.

AnGM do Grupo Il: Sdo considerados AnGMs do Grupo Il os nimais geneticamente
modificados de Niveis de Biosseguranca 2, 3 ou 4.
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Nivel de Biosseguranca para Trabalho com Animais Geneticamente Modificados
(NB-A)

Existem 4 niveis de biosseguranca para trabalho com animais geneticamente
modificados. O nivel de biosseguranca do biotério e Salas de Experimentacdo devera ser
sempre igual ou maior do que o nivel de biosseguranca do animal geneticamente
modificado a ser utilizado.

O credenciamento de biotérios e Salas de Experimentacdo NB-Al sera realizado pela
CIBio da instituicdo interessada e devera ser comunicado a CTNBio no seu relat6rio
anual. O credenciamento de biotérios e Salas de Experimentagdo NB-A2, NB-A3 e NB-A4
sera realizado pela CTNBIio, apds solicitacdo por parte da CIBio da instituicdo interessada.
Para cada solicitacdo, a CTNBio deverd nomear um membro para emitir parecer técnico
sobre a adequacdo as normas vigentes em relacdo ao Nivel de Biosseguranca do AnGM.
Este membro da CTNBio poderd, se assim julgar necessario, sugerir medidas que nao
estejam previstas nesta Instrucdo Normativa. Para todos os niveis de seguranca o0s
biotérios deverdo possuir, no minimo, as seguintes caracteristicas:

» A porta principal devera estar sempre trancada. O acesso ao biotério devera ser
restrito as pessoas credenciadas, conforme determinado pela CIBio da Instituicdo.

» A construcdo do Biotério devera ser de tal forma a facilitar limpeza e desinfecgédo e
evitar o acumulo de poeira.

» Animais de diferentes espécies e nao envolvidos em um mesmo experimento deverao
estar alojados em areas fisicamente separadas.

» Todas as areas que permitam ventilagcdo deverdo conter barreiras fisicas para impedir
a passagem de insetos e outros animais.

Biotério e Sala de Experimentacdo NB-A1:

Adequados para trabalho com animais geneticamente modificados de Nivel de
Biosseguranca 1. Deverdao ter as caracteristicas minimas descritas acima.

Todo material proveniente dos animais geneticamente modificados devera ser descartado
de forma a impossibilitar seu uso como alimento por outros animais, salvo o caso em que
este seja o0 propoésito do experimento, ou se especificamente autorizado pela CIBio,
CTNBIo ou outra instituicdo competente, se aplicavel.

Toda manipulacdo devera ser realizada de forma a evitar a liberacdo acidental do animal
geneticamente modificado no meio ambiente.

Biotério e Sala de Experimentacdo NB-A2:

Adequados para trabalho com animais geneticamente modificados de Niveis de
Biosseguranca 1 e 2. Além das condi¢des exigidas para NB-Al, as condi¢cbes descritas
abaixo também deveré&o ser obedecidas.

» O Presidente da CIBio deverd estabelecer normas para que apenas as pessoas
autorizadas, qualificadas e cientes dos riscos inerentes aos experimentos tenham
acesso ao biotério. Quando apropriado, estas pessoas deverdo estar vacinadas contra
0s agentes infecciosos relacionados ao experimento.

» E necessario que haja uma Ante-Sala entre a area de livre circulacédo e a area onde os
animais estdo alojados. Toda a forma de ventilagdo existente entre a éarea de
circulagéo livre e a Ante-Sala e entre a Ante-Sala e a Sala dos Animais deveréo
possuir barreiras fisicas que blogueiem a passagem de insetos ou outros animais.
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» Material contaminado devera ser apropriadamente acondicionado conforme boas
praticas laboratoriais para desinfeccdo, que podera ocorrer fora do biotério.

» Agulhas, seringas ou qualquer outro instrumento que possa causar solucdo de
continuidade da pele deverdo ser acondicionados em recipientes resistentes até o
momento da desinfeccao.

» E obrigatorios o uso de mascara, gorro, luva, e protetores para os pés. Estes
materiais deverdo ser sempre descontaminados apés o uso.

Biotério NB-A3:

Adequados para o trabalho com animais geneticamente modificados de Niveis de
Biosseguranca 1, 2 ou 3.

Além das condi¢des exigidas para NB-A2, as condi¢Bes descritas abaixo também deveréo
ser obedecidas:

» O biotério devera conter, no minimo, 4 areas distintas: Ante-Sala, Sala de Materiais,
Sala para Animais e Sala de Experimentacéo.

» O fluxo de ar devera ocorrer sempre no sentido da Ante-Sala, Sala de Materiais e,
finalmente, Sala para Animais e Sala de Experimentacdo. O ar insuflado devera ser
esterilizado. A saida de ar também devera conter filtros esterilizantes para purificacao
do ar que sai da Sala dos Animais. As Salas dos Animais e de Experimentacéo
deverao, necessariamente, conter pressao de ar negativa em relacdo a Sala anterior
e jogar o ar, apos filtragem, para o meio externo.

» O biotério devera possuir sistema de controle automatico de pressdo atmosférica para
detectar alteracdes na pressdo atmosférica, sistema este capaz de acionar alarme
para acusar o defeito.

» Os animais deverdo ser sempre alojados em sistema de microisoladores (gaiolas com
filtro de barragem para microrganismos).

» Os animais jamais deverao deixar as Salas apropriadas.

» Nenhum material biolégico capaz de propagar o agente infeccioso podera deixar o
biotério antes de eliminada a viabilidade do agente infeccioso (por exemplo, a
extracdo de &cidos nucléicos de 6rgaos ou células devera ser realizada dentro do
biotério).

» Todo o liquido efluente do biotério NB-A3 (pias, aguas de bebedouros, ralos,
autoclaves, etc.) devera ser descontaminado antes de liberado no sistema de
esgotamento sanitario, através do tratamento em caixas de contencdo. Este
procedimento devera ser avaliado pela CIBio e aprovado pela CTNBiIo.

» Na Ante-Sala e na Sala de Material devera existir pia e chuveiro, com torneiras que
permitam aciona-los sem o0 uso das maos. Ndo deverdo existir pias, chuveiros ou
qualquer ralo na Sala de Animais ou Sala de Experimentacdo, para reduzir a
possibilidade de escape de material contaminado.

» A CIBio devera determinar testes de seguranca para permitir o transporte de
qualquer material biol6égico proveniente dos animais para instalagbes com
classificacdo inferior a NB-3.

» E necesséario que exista a possibilidade de descontaminacio de material dentro do
biotério. Isto devera ocorrer através da utilizacdo de autoclave com porta dupla, uma
abrindo pela Sala de Materiais e outra abrindo pela Sala de Animais ou Sala de
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Experimentacédo, se esta existir. Devera existir um incinerador na Sala de Animais ou
na Sala de Experimentacéao.

» Os animais deverao ser incinerados antes do descarte.

» Todas as superficies deverdo ser descontaminadas diariamente e sempre apds o
término de qualquer manipulacdo. Manipulagfes independentes em um mesmo dia
necessitam descontaminacdes independentes.

» Nenhum material biolégico, capaz de conter formas viaveis do agente infeccioso,
deverd sair do biotério antes de ser descontaminado.

» E necessario que os usuarios utilizem vestimenta apropriada (aventais, gorros,
mascaras, sapatilhas e protetores de sapatos, luvas, etc), a ser trocada na Ante-Sala.
Isto ndo corresponde a simplesmente utilizar avental sobre a roupa comum. N&o é
permitida a entrada ou saida de pessoal sem que ocorra troca de vestimenta. A
vestimenta utilizada no biotério devera ser autoclavada no préprio biotério antes de
lavada ou de seu descarte.

» A CIBio devera estipular um procedimento de emergéncia a ser tomado em caso de
acidentes laboratoriais, de acordo com o risco dos agentes aos quais 0s usuarios
possam ter sido expostos. Dentro de cada Sala deverd haver um sistema de alarme
capaz de acionar as medidas necessarias, sem que haja necessidade do usuario
acidentado deixar o biotério sem seguir as normas de descontaminacdo, o0 que
poderia aumentar a gravidade do acidente.

» Sera exigida a obtencdo de amostras de soro referéncia dos usuarios antes do inicio
dos trabalhos em ambiente NB-A3. A CIBio devera propor um sistema de vigilancia e
monitoramento dos usuarios para deteccdo de possiveis contaminacdes pelos agentes
em uso.

Biotério NB-A4:

Adequado para o trabalho com animais geneticamente modificados de Niveis de
Biosseguranca 1, 2, 3 ou 4.

Além das condicdes exigidas para NB-A3, as condi¢cBes descritas abaixo também deveréo
ser obedecidas.

» O prédio devera ser uma construcao isolada, ndo ligada a outro prédio. A area onde
este prédio se localiza devera ser patrulhada 24 horas por dia.

» O acesso a esta area € absolutamente restrito a pessoal com comprovada
experiéncia, certificada pela CIBio e aprovada pela CTNBiIo.

» Deverd existir patrulhamento ininterrupto, a cargo da instituicdo, de forma a controlar
ndo s6 o0 acesso ao biotério, mas também a &reas que dao acesso ao
biotério.Somente pessoas credenciadas pela CIBio poderdo transitar pela area de
acesso ao biotério. E também necessaria a presenca, 24 horas ao dia, de vigilancia a
ser localizada préximo a porta de entrada do biotério. Além do sistema de acesso por
cartdio magnético ou codigos digitais, o vigilante devera solicitar identificacdo
institucional de cada usuério. Todas estas informacbes deverdo ser registradas e
arquivadas por um periodo minimo igual a 5 vezes ao maior periodo de incubacao das
diferentes doencas que possam ser causadas pelos agentes infecciosos aos quais 0s
usuarios estao expostos.

» O acesso ao biotério deverd ser controlado por um sistema que permita a
identificacdo de cada usuario, bem como o horario e tempo de utilizacdo do biotério.
Todas as portas deverdo permanecer sempre trancadas e sua abertura devera ser
controlada por uso de cartdes magnéticos ou cddigos digital.
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» O biotério devera possuir, pelo menos, 6 areas distintas:

= 1. Ante-Sala com pressdo de ar negativa em relacdo a area de circulacdo e
capacidade de esterilizacdo do ambiente.

= 2. Sala de Troca de Vestimenta com trés divisbes, sendo que um chuveiro fica na
divisdo central. Na primeira divisdo (préxima a Ante-Sala), devera haver
armarios individuais para o usuario guardar a roupa. Devera também haver
armarios fechados para guardar as roupas a serem utilizadas pelos usuarios. Na
Sala do Chuveiro, deverd haver chuveiro, pia e capacidade de esterilizacdo do
ambiente. Pias e chuveiros deverdo ser acionados por sistema independente do
uso das maos. Na terceira divisdo devera haver sacos para acondicionar a roupa

ja utilizada no laboratdrio, que devera ser autoclavada antes de ser descartada.

» 3. Sala de Materiais com pia e capacidade de esterilizacdo do ambiente. Na Sala
de Materiais deverd haver um autoclave para cada Sala de Animal, Sala de
Experimentacdo e Sala de Necropsia existente no biotério, com porta dupla, uma
abrindo para a Sala de Materiais e outra para as Salas de Animais, de
Experimentacédo e de Necropsia.

= 4. Sala de Animais com capacidade de esterilizacdo do ambiente. A passagem
entre a Sala de Materiais e a Sala de Animais devera ser feita por porta dupla,
com abertura automatica, para que nao haja necessidade do uso das maos.

= 5. Sala de Experimentacdo com capacidade de esterilizacdo do ambiente e
comunicacdo, por meio de porta dupla automatica, com a Sala de Animais.

= 6. Sala de Necropsia com incinerador.

» Nao deverao existir pias, chuveiros ou qualquer ralo na Sala de Animais ou Sala de
Experimentacdo, para evitar a possibilidade de escape de material contaminado.

» Todas as Salas deverdo ter pressdo de ar negativa em relagdo a Sala anterior, com
sistema de fluxo ndo permitindo a volta de ar de uma Sala com material contaminado
para areas limpas. Devera haver sistema de controle automéatico de pressdo do ar,
capaz de detectar alteracdes na pressdo atmosférica e acionar sistema de alarme
automaético, que trave todas as portas do biotério.

» O sistema de filtracdo utilizado para exaustdo de ar deverd possuir dupla barreira de
filtragem, sendo que, no caso de mal funcionamento de uma delas, a segunda sera
suficiente para liberar ar esterilizado.

» O sistema de ar devera ser validado por firma com experiéncia comprovada.

» O sistema de alimentacdo de agua devera possuir mecanismos que impeg¢am o fluxo
contrario de agua. Todo o sistema de esgotamento sanitario da construcdo devera ser
independente, com sistema de descontaminacado antes do descarte.

» Ao entrar no biotério o usuario devera deixar a Ante-Sala e, na Sala de Troca, deixar
a vestimenta na 12 divisdo e se vestir com as roupas apropriadas para o biotério
(calcas, camisas, jalecos, luvas, gorros, mascaras, sapatos e protetores de sapatos,
etc) que se encontram esterilizadas. Para sair do biotério o usuario devera deixar as
roupas na Sala anterior a Sala do chuveiro, em recipiente proprio para
descontaminacdo. Todo usuario devera, obrigatoriamente, tomar banho antes de
cada saida do biotério.

» Nas areas onde se encontram 0s animais ou na Sala de Experimentacdo e na Sala de
Necropsia, devera haver contencao de 100% do ar circulante no ambiente NB-A4, em
relacdo aos usuarios. Isto podera ser obtido por sistema de "linha da vida" ou uso de
sistema de contencédo total em linha. Assim, no espago entre as portas que separam a
Sala de Materiais e as Salas com ambiente NB-A4, devera haver espaco para troca de
vestimenta, no caso de utilizacdo da "linha da vida". No caso de contencdo em linha,
a mesma vestimenta podera ser utilizada.
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» A entrada de qualquer material para as Salas de Animais devera ser realizada, via
autoclave de duas portas, ou 0 mesmo devera ser esterilizado antes de sua entrada.

» O vigia responsavel pelo patrulhamento da area de acesso ao biotério devera estar
apto a acionar o esquema de emergéncia, em caso de acidente, que sera informado
pelo usuario pelo sistema de alarme.

» Os animais deverao ser incinerados antes do descarte.

» Nenhum material biolégico capaz de propagar o agente infeccioso podera deixar o
biotério. Qualquer experimento utilizando material biolégico devera ser realizado
dentro da Sala de Experimentagao.

Observacdo Importante

A CTNBio poderéa, a qualguer momento, nomear uma Comissdo Técnica para determinar
se as normas aqui estabelecidas satisfazem os critérios de biosseguranca para trabalho
com animais geneticamente modificados que possam apresentar riscos particulares ou
nao previstos pelo conhecimento cientifico atual.

Apéndice

Requerimento para trabalho em contencdo com animais geneticamente modificados
(AnGMS)

Ilmo. Sr. Presidente da CTNBio/CIBio

» Nome do Representante Legal da Instituicdo/Unidade Operativa/Presidente da CIBio.
» Instituicdo e Endereco. Fax/Fone/E-mail.

» Numero do CQB.

» Nome do Pesquisador Principal.

Vem requerer autorizacdo para trabalho em contencdo com animais geneticamente
modificados (AnGMs), em cumprimento a Instrucdo Normativa n® 12/98.

» Informe a espécie do animal a ser geneticamente alterado.

» Informe o procedimento de alteracdo genética a ser utilizado.

» Informe se pretende estabelecer uma colénia com o AnGM.

» Informe as caracteristicas do material genético a ser inserido.

» Descreva as atividades biolégicas que adquiridas/perdidas pelo AnGM.

» Informe a possibilidade de alteracdo nas caracteristicas de patogenicidade do AnGM.

» Informe a possibilidade do AnGM ganhar alguma vantagem seletiva sobre os
correspondentes ndo modificados geneticamente, quando de um possivel escape para
0 meio ambiente.

» Informe a possibilidade de risco de transmissdo de doencas para outros animais,
incluindo seres humanos, ou vegetais.

» Informe se o AnGM passara a expressar alguma proteina com potencial sabidamente
toxico. Se positivo, informe se existe ou ndo forma de tratamento.
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» Procure subsidiar o parecer da CTNBio esclarecendo aspectos que nao foram
abordados por este requerimento e que vocé julgue relevantes para o esclarecimento
sobre o nivel de biosseguranca do AnGM.

» Inclua literatura cientifica que possa dar subsidios para o parecer da CTNBio.
» Data.

» Assinatura do Pesquisador Principal e do Presidente da CIBio.

19.4.2. Instrucdo Normativa N° 13

Instrucdo Normativa N° 13, publicada no Diario Oficial da Unido - DOU - N.° 103-E, de 02
de junho de 1998, Secao 1, Pagina 28.

A Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio, no uso de suas atribuicdes
legais e regulamentares, resolve:

Art. 1° A importacdo de animais geneticamente modificados para uso em trabalhos de
contencao obedecera as normas constantes do Anexo da presente Instrucdo Normativa.

Art. 2° O cumprimento desta Instrucdo Normativa ndo exime o requerente do respeito a
legislagcdo especifica em vigor para a introdugdo de animais no pais, afeta aos Ministérios
da Agricultura, da Saude ou do Meio Ambiente (art. 7°, Lei 8.974/95).

Art. 3° A presente Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacdo.

Luiz Antonio Barreto de Castro
Presidente da CTNBio

ANEXO

NORMAS PARA IMPORTACAO DE ANIMAIS GENETICAMENTE MODIFICADOS (AnGMs)
PARA USO EM TRABALHO EM REGIME DE CONTENCAO

Escopo

Estas normas aplicam-se a importacdo de animais geneticamente modificados (AnGMSs).
Microrganismos geneticamente modificados (incluindo bactérias, fungos, virus, clamidias,
riguétsias e micoplasmas), linhagens celulares, parasitas e organismos afins sao tratados
em regulamentacao especifica.

A obediéncia a estas normas ndo exime o importador do cumprimento dos tramites
previstos pela legislacdo em vigor.

Habilitacdo para Importacao

A importacdo serd sempre feita por uma entidade que possua CQB - Certificado de
Qualidade em Biosseguranca (Lei n® 8.974/95, Instrucdo Normativa n°® 1, publicada no
DOU n° 174, de 6 de setembro de 1996, Secao 1, paginas 17694-17696), extensivo ao
seu biotério.
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A importacao seré efetivada somente para uso em trabalho de contencdo pela instituicdo
que realizou a importacdo. A transferéncia de AnGM da instituicdo importadora para
outra instituicdo devera ser realizada obedecendo as normas de transporte de OGM (Lei
n® 8.974/95, Instrucdo Normativa n® 4, publicada no DOU n° 247, de 20 de dezembro de
1996, Secao 1, paginas 27820-27821).

A habilitacdo para importacdo dependerd da classificacdo do AnGM. O processo de
importacdo do AnGM devera ser avaliado pela CIBio da instituicdo responsavel pela
importacdo, segundo normas para trabalho em contencdo com animais geneticamente
modificados (Lei n® 8.974/95, Instru¢cdo Normativa n® 12, publicada no DOU n° 100-E,
de 28 de maio de 1998, Secdo 1, paginas 10 - 12).

E de responsabilidade da CIBio a classificacdo do animal geneticamente modificado como
sendo do Grupo | ou do Grupo II.

Se a CIBio classificar o animal como do Grupo I (AnGM de nivel de biosseguranca 1), a
habilitacdo sera emitida diretamente pela CIBio.

No caso de animais geneticamente modificados do Grupo Il (AnGMs de niveis de
biosseguranca 2, 3 ou 4), a habilitacdo para importacdo sera dada pela CTNBio, apos
solicitagdo por escrito da instituicdo interessada, em formulario constante do Apéndice.

Os cuidados para transporte e os procedimentos de emergéncia, no caso de escape ou
acidente durante a importacao, serdo previamente comunicados a CIBio pelo responsavel
pela solicitacdo de importacéao.

As embalagens usadas para o transporte deverdo obedecer as normas para transporte
de organismos geneticamente modificados (Lei n® 8.974/95, Instrucdo Normativa n° 4,
publicada no DOU n° 247, de 20 de dezembro de 1996, Secéo 1, paginas 27820-27821)
ou a legislacao especifica, quando pertinente.

Apéndice

Requerimento de habilitagdo para importacdo de animais geneticamente modificados
(AnGMs) para trabalho em regime de contencéo

Ilmo. Sr. Presidente da CTNBio / CIBio

» Nome do Representante Legal da Instituicdo / Unidade Operativa / Presidente da
ClBio.

» Instituicdo e Endereco / Fax / Fone / E-mail.
» Numero do CQB.

» Nome do Pesquisador Principal.

Vem requerer habilitacdo para importacdo de animais geneticamente modificados
(AnGMs) para trabalho em regime de contencdo, em cumprimento a Instrugcdo Normativa
n® 13. Procure responder de maneira objetiva as seguintes perguntas:

» Informe a espécie do animal a ser geneticamente alterado.
» Informe o procedimento de alteracdo genética a ser utilizado.
» Informe se pretende estabelecer uma colénia com o AnGM.

» Informe as caracteristicas do material genético a ser inserido.
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» Descreva as atividades bioldgicas que serdo adquiridas/perdidas pelo AnGM.
» Informe a possibilidade de alteracdo nas caracteristicas de patogenicidade do AnGM.

» Informe a possibilidade do AnGM ganhar alguma vantagem seletiva sobre os
correspondentes ndo modificados geneticamente, quando de um possivel escape para
0 meio ambiente.

» Informe a possibilidade de risco de transmissdo de doencas para outros animais,
incluindo seres humanos, ou vegetais.

» Informe se o AnGM passarda a expressar alguma proteina com potencial sabidamente
toxico. Se positivo, informe se existe ou ndo forma de tratamento.

» Procure subsidiar o parecer da CTNBio esclarecendo aspectos que nao foram
abordados por este requerimento e que vocé julgue relevantes para o esclarecimento
sobre o nivel de biosseguranca do AnGM.

» Inclua literatura cientifica que possa dar subsidios para o parecer da CTNBio.
» Data.

» Assinatura do Pesquisador Principal e do Presidente da CIBio.

19.5. CONCLUSAO

As diversas técnicas de transgénese utilizadas em animais demonstram o interesse dos
pesquisadores em conseguir um método eficiente de transferéncia de genes no menor
tempo possivel. Dependendo do interesse do estudo e da espécie, diferentes técnicas
podem ser aplicadas. Dentre elas, a mais eficiente em mamiferos € a microinjecdo em
pronucleos de ovos recém-fertilizados, mas, no entanto, quando se deseja a substituicao
de um gene, outras técnicas como células ES sdo mais apropriadas. Assim, dependendo
das aplicacbes, as técnicas de transgenia em animais tem se mostrado bastante util e
com variadas aplicacdes nas areas do conhecimento.

N&ao esperado ou ndo desejado efeitos da transgenese em animais de laboratério ou
domeésticos sao devidos a: 1) uma incompleta compreensao dos mecanismos regulatdérios
que sdo exigidos para um padrao normal de expressdo, 2) efeitos na expressdo do
transgene que depende do sitio de integracdo do transgene, 3) o conhecimento
incompleto de todas as func¢des fisioldgicas de produtos geniosos especificos.

Os resultados de estudos transgénicos para melhorar caracteristicas em animais
domésticos (por exemplo, animais transgénicos para o hormdnio do crescimento)
demonstram que significativos aumentos na produtividade sado frequentemente
associados a efeitos detrimentais que levam a uma diminuicdo na performance geral.
Pesquisas futuras sdo necessarias para compreender qual o nivel do produto do
transgene n&o ira perturbar as propriedades fisiolégicas que sdo normalmente
delicadamente balanceadas nos animais. Esforcos combinados de fisiologistas e
biologistas moleculares sdo necessarios para compreender quais modificagcbes no
metabolismo do animal ndao iram comprometer sua saude. Os beneficios e riscos a longo
prazo da transgenese devem ser cuidadosamente avaliados.
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Apesar da necessidade ainda de muitos estudos, a producdo de animais transgénicos tem
sido cada vez mais explorada, visando transferir de maneira estavel e eficiente o gene de
interesse entre espécies diferentes. Pesquisas futuras sdo necessarias em todas as areas
e 0 que se deseja € que as modificacbes genéticas sejam viaveis do ponto de vista
econdbmico e que satisfacam os preceitos éticos. Como medida preventiva, atualmente
uma subcomissdo da CTNBio de especialistas de notdrio saber cientifico e técnico estao
debrucados na elaboracdo de um cdédigo de ética de manipulacdes genéticas.

O nosso pai € um dos poucos do mundo que possuem uma legislacdo tdo bem elaborada
e atual. As leis sdo criadas em respostas as necessidades e aos anseios de uma
determinada populacdo, hoje com a economia globalizada as leis tendem a serem

universais. O nosso grande desafio € que 0s Nossos avangos heste campo sejam
respeitados nos protocolos internacionais.
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