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RESUMO

Animais de producéo transgénicos secretando proteinas de interesse terapéutico em seu leite
sdo importantes para atender uma demanda em diversos medicamentos de uso humano. No
entanto, é importante conhecer as condi¢cbes que 0 transgene possa acarretar aos animais
geneticamente modificados. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar os parametros
leucocitarios e bioquimicos em dois caprinos transgénicos para o Fator Estimulante de
Colbnias de Granuldcitos humano (hG-CSF) e controle (dois caprinos ndo transgénicos). Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA-UECE parecer n°
12/2005) e pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIO, CQB n°
0228/2006). Aos 45 dias e, em seguida, quinzenalmente, amostras de sangue foram colhidas
para avaliacdo hematoldgica (contagem total e diferencial de leucdcitos), bioquimica (uréia,
creatinina, glicose, AST e ALT), bem como realizar a dosagem de hG-CSF no soro. Alem
disso, foi avaliado o desenvolvimento corporal dos animais. Os caprinos transgénicos
apresentaram a contagem de leucoOcitos 2,5 a 3,7 vezes maior em relacdo aos ndo
transgénicos. Esta leucocitose teve uma forte correlacdo com a neutrofilia (R? = 0,97) e foi
seguida por niveis séricos baixos de hG-CSF (< 20 pg/mL) ou nulos. Embora a contagem de
neutrdfilos tenha decrescido nos animais transgénicos antes dos 157 dias, a neutrofilia
persistiu até aos 285 dias de idade. Ndo ocorreram mudancas nas outras contagens celulares.
O perfil bioquimico indicou funcbes hepaticas e renais normais. Além disso, o ganho de peso
revelou um desenvolvimento corporal esperado para espécie. Em conclusdo, caprinos jovens
transgénicos para 0 hG-CSF permaneceram saudaveis embora tenham apresentado uma

neutrofilia persistente.

Palavras-chave: Caprinos. Transgénese. hG-CSF. Neutrofilia.



ABSTRACT

Human granulocyte colony-stimulating factor (hG-CSF) has been used as a hematopoietic
growth factor due to its efficacy against neutropenia and chemotherapy-induced leucopenia.
This project was approved by the Ethics Committee for Animal Use (CEUA-UECE, n°
12/2005) and the National Technical Commission on Biosafety (CTNBIO, CQB n°
0228/2006). Our group obtained a male and a female goat transgenic for hG-CSF. The two
transgenic animals and non-transgenic were monitored up to 285 days-of-age. On 45 days
and biweekly thereafter blood samples were collected for hematological evaluation (total and
differential white blood cell counts), serum biochemistry (urea, creatinine, glucose, AST and
ALT) and hG-CSF analysis. Transgenic goats presented the leucocyte count 2.5 to 3.7-fold
greater than non-transgenics. This leukocytosis have a strong relationship with neutrophilia
(R?=0.97), which was followed by low (<20pg/mL) or null serum levels of hG-CSF.
Strikingly, although the neutrophil counts decreased in transgenic goats before they reached
157 days-old, the neutrophilia persisted until 285 days-of-age. No changes in other cell
counts were detected. The serum biochemistry profiles indicated normal liver and renal
functions and the weight gain points to the typical body development. In conclusion, hG-
CSF-transgenic young goat presented persistent neutrophilia, with low or absent ectopic

citokyne expression, and remained without general health disorders.

Keywords: Goat. Transgenesis. Neutrophilia. hG-CSF
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1 INTRODUCAO

A transgénese é uma modificacdo da informagdo genética de um organismo através
de técnicas de DNA recombinante, a qual o DNA exdgeno esta incorporado de modo estavel
no seu genoma e, portanto, transmitindo o transgene a sua descendéncia por heranca
Mendeliana (PESQUEIRO et al., 2002). A geracdo de transgénicos visa a obtencdo de
organismos com caracteristicas novas e/ou melhoradas em relagdo ao organismo original. A
aplicacdo desta técnica tem proporcionado avancos cientificos em diversos campos do
conhecimento a partir da modificacdo, introducdo ou inativacdo de sequéncias de DNA que
aceleram o melhoramento do rebanho regulando caracteristicas de importancia econémica
(WALL etal., 1997; HOUDEBINE, 1998; WHEELER, 2003).

Dentre as aplicacfes desta biotécnica a mais frequente é a obtencdo de animais
transgénicos para a producdo de proteinas farmacéuticas recombinantes de alta qualidade
(HOUDEBINE, 2009). A producéo destas proteinas no leite de animais transgénicos tem sido
atrativo nos Gltimos anos devido a capacidade de sintese de proteinas pela glandula mamaria
(FREITAS, 2003; NIEMANN & KUES, 2007). Assim, a utilizacdo desses animais como
biorreatores representa uma alternativa promissora para possibilitar o desenvolvimento da
terapéutica, por meio da producdo de proteinas recombinantes de elevado valor biologico a
salide humana (FREITAS et al., 2007).

Dentre estas proteinas recombinantes, destaca-se o Fator Estimulante de Colonias de
Granulécitos humano (hG-CSF), pois é um fator estimulante de crescimento hematopoético
bastante utilizado em medicina humana, que estimula a proliferacdo e a diferenciacdo de
celulas precursoras de neutrofilos, aléem de incrementar algumas das propriedades funcionais
de neutrofilos maduros (MORSTYN & BURGESS, 1988). Desde sua producdo como
proteina humana recombinante (SOUZA et al., 1986), o hG-CSF tem sido o fator de
crescimento hematopoético mais utilizado mundialmente.

Para aplicacdes bem sucedidas da engenharia genética serem incluidas nos sistemas de
producéo animal, a salde e o0 bem-estar destes animais devem ser considerados. Isto também
auxiliaria a melhorar a percepcdo do uso de animais transgénicos na pecudaria, bem como a
percepcdo publica da biotecnologia em geral (JACKSON et al., 2010). Desta forma, é
necessario que seja realizado um monitoramento fisico e subjetivo da linhagem transgénica a

partir da expressdo do transgene durante a vida (gestacéo, nascimento, puberdade até a vida
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adulta). Estas informagdes podem contribuir para o conhecimento necessario para que sejam
produzidas proteinas recombinantes importantes para a salde humana sem prejudicar a
sanidade dos animais transgénicos.

Assim, o monitoramento de parametros fisiologicos, especialmente aqueles ligados ao
potencial de acdo in vivo do transgene, é um aspecto importante envolvendo o modelo
animal. Além disso, essas investigagdes podem esclarecer a seguranca de aplicacdo da
tecnologia transgénica em animais de producdo, assim como a viabilidade dos mesmos. O
presente estudo teve por objetivo monitorar os parametros leucocitarios e 0s niveis séricos de
hG-CSF em dois caprinos transgénicos produzidos em nosso laboratério. Além disso, 0s
perfis bioguimicos séricos (niveis de glicose, uréia, creatinina, AST e ALT) e o
desenvolvimento corporal dos animais foram avaliados visando inferéncia do desempenho

das funcGes hepatica e renal, bem como o acesso a possiveis distlrbios gerais de saude.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRANSGENESE

A produgdo de individuos transgénicos € uma das técnicas mais fascinante
desenvolvidas nas Ultimas décadas. Esta técnica consiste em modificar a informacao genética
de um organismo através de técnicas de DNA recombinante. A manipulacdo do material
genético geralmente envolve a capacidade de isolar, cortar, obter a constru¢do génica com
promotores, que mandam a expressdao da proteina de interesse a tecidos especificos e
transferir sequéncias de DNA que correspondem a genes especificos (MONTALDO, 2006).
Assim, animais transgénicos sdo aqueles que apresentam uma sequéncia de DNA exdgeno,
chamado “transgene”, o qual ¢ transmitido aos descendentes por heranga mendeliana normal
(PESQUEIRO et al., 2002; NIEMANN & KUES, 2007).

A utilizacdo desta biotécnica tem permitido conhecer as etapas envolvidas nos
processos de expressdo génica e de patologias. Além disso, a producédo zootécnica pode ser
incrementada através da insercdo de caracteristicas novas ao organismo original. Outra
aplicacdo é sua utilizacdo na producédo de farmacos de interesse em salde humana, tornando-
se, deste modo, uma alternativa vantajosa para a producdo de proteinas recombinantes,
guando comparada com outros sistemas convencionais. Isto devido a possibilidade de
producdo em grande escala, aos padrbes corretos de glicosilacdo e modificacbes pos-
traducionais, custos muito baixos e por possuir a possibilidade de propagacao de transgénicos
fundadores com demonstracdo de alta estabilidade de expressao (MAGA & MURRAY,
1995; KUES & NIEMANN, 2004).

Os primeiros embrides transgénicos foram gerados em 1971 pela técnica de insercdo
de gametas masculinos modificados. Embrifes transgénicos de coelhos foram obtidos pela
fecundacdo de odcitos com espermatozdides pré-incubados com DNA de virus-simio 40
(BRACKETT et al., 1971). Posteriormente, Jaenisch & Mintz (1974) mostraram a
incorporagdo do material genético exdgeno em crias derivadas de embrides injetados com o
DNA do mesmo virus.

Gordon et al. (1980) produziram o primeiro camundongo transgénico pela técnica de
microinjecdo pro-nuclear, o qual foi utilizado um plasmideo recombinante composto por

segmento de DNA viral (Herpes virus e virus simio 40) inserido no plasmideo bacteriano
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pBR322. Dois anos depois, Palmiter et al. (1982) obtiveram o primeiro camundongo
transgénico com propriedades fenotipicas modificadas (Figura 1). Posteriormente, Hammer
et al. (1985), produziram coelhos, suinos e ovinos transgénicos. A partir de entdo, tornou-se
possivel a obtencdo de outros animais transgénicos como bovinos (KRIMPENFORT et al.,
1991), caprinos (EBERT et al., 1991) e ovelhas (WRIGHT et al., 1991).

Figura 1: Camundongo transgénico (tamanho maior) para o horménio do crescimento

humano. (Fonte: http://www.ufsm.br/blg220/hide/histmolecular.htm).

Animais transgénicos possuem diversas aplicacfes. Além do interesse cientifico é
fundamental para o estudo dos genes e sua regulamentacdo, incluindo a modalizacdo de
doengas, a transgénese em animais tem o potencial de acelerar a melhoria do rebanho, por
meio da introducdo de novos genes ou modificar a expressdo de genes enddgenos que
regulam caracteristicas de interesse econémico (WALL et al., 1997, WEELER, 2003).
Suinos transgénicos para o crescimento acelerado por meio da superexpressdo do gene do
horménio do crescimento (PURSEL et al., 1997), vacas leiteiras apresentando resisténcia a
Staphylococcus mastitis como resultado da expressao de lysostafina em seu leite (WALL et

al., 2005), vacas com superexpressao do gene da caseina para aumentar a producao de queijo
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(BROPHY et al., 2003), constituem alguns exemplos da aplicacdo da tecnologia transgénica

na pecuaria.

2.1.1 Técnicas para producao de animais transgénicos

Técnicas e metodologias tém sido implantadas para a producdo de animais
transgénicos. A microinjecdo pro-nuclear de DNA é uma destas técnicas. E um método
classico de transferéncia génica e permanece praticamente inalterado desde seu
desenvolvimento, a qual consiste na introdugdo de DNA exdgeno no pro-nucleo de odcitos
fertilizados (PALMITER et al., 1982).

Animais transgénicos foram também obtidos pelo uso da clonagem ou transferéncia
nuclear de células somaticas (TNCS), a qual associada a manipulacéo de células cultivadas
resultou no nascimento de ovinos transgénicos para o fator IX de coagulagdo (SCHNIEKE et
al., 1997). Vérios outros animais foram produzidos por esta técnica para expressar diferentes
tipos de proteinas, como por exemplo: bovinos (CIBELLI et al., 1998); caprinos (REGGIO et
al., 2001) e suinos (DAl et al., 2002).

A transferéncia de genes mediada por espermatozoOides € outra técnica para
obtencdo de animais transgénicos (BRACKETT et al., 1971). Para interagdo do DNA
exdgeno com o espermatozoOide utiliza-se a incubacdo de espermatozdides com DNA
exogeno. Apos a interacdo, o DNA exdgeno é internalizado, associa-se fortemente com o
nacleo e é reorganizado com o DNA genémico do espermatozdide em locais preferenciais.
Esta técnica também tem sido citada em varias espécies como, por exemplo: camundongos
(LAVITRANO et al., 1989; MAIONE et al., 1998), suinos (GANDOLFI et al., 1996;
SPERANDIO et al., 1996) e bovinos (PEREZ et al., 1991; SPERANDIO et al., 1996;
ANZAR & BUHR, 2006).

Outra alternativa para producdo de animais transgénicos é a utilizacdo de células
tronco embrionérias. Apesar da producdo de quimeras pelo uso desta técnica em
camundongos (EVANS & KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981), suinos (WHEELER, 1994),
coelhos (GILES, 1993) e bovinos (IWASAKI, 2001), a transmissdo do transgene as suas
crias foi eficientemente encontrada em camundongos e aves (DYCE et al., 2003).
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2.1.2 Caprinos transgénicos

Caprinos transgénicos tém sido produzidos principalmente por microinjecdo proé-
nuclear da construcdo de interesse em embrides produzidos in vivo (GOOTWINE et al.,
1997; LEE et al., 2000; FREITAS et al., 2007). Neste método, fémeas doadoras de embrides
sdo submetidas a sincronizacdo de estro, superovulacdo, acasalamento ou inseminacgdo
artificial e lavagem de oviduto para a recuperacao dos zigotos presumiveis (KEEFER, 2004;
MOURA et al., 2010). Assim a producédo eficiente e a qualidade da fase pro-nuclear séo
essenciais para 0 éxito de um programa de caprinos transgénicos. Com a producdo destes
animais, proteinas recombinantes de importancia farmacéutica sdo produzidas no leite dos
mesmaos, sendo de grande interesse devido a alta capacidade das células da glandula mamaria
em sintetizar proteinas (MAGA & MURRAY, 1995; KEEFER, 2004; HOUDEBINE, 2005).

A aplicacdo desta técnica nesta espécie € bastante promissora, pois a mesma
apresenta um menor custo de manutencdo, maturidade sexual mais precoce e um periodo
relativamente curto de gestacdo quando comparada a espécie bovina (FREITAS, 2003).
Além disso, em relacdo a producdo de proteinas recombinantes, caprinos apresentam-se
como um modelo bastante interessante devido a sua capacidade de produzir centenas de
quilogramas de proteinas recombinantes por ano (BALDASSARRE & KARATZAS, 2004).

Diferentes proteinas recombinantes tém sido produzidas a partir da utilizacdo de
caprinos transgénicos (Tabela 1) com a finalidade de obter beneficios na area da salde,
biologia, biotecnologia, microbiologia, genética e pecudria. Assim a producdo em larga
escala destas proteinas devera causar grande impacto sobre a industria farmacéutica
beneficiando a saude humana. Um exemplo é a proteina antitrombina humana recombinante
(Atryn®), a qual foi a primeira proteina recombinante produzida por animais e autorizada
para o uso comercial (EDMUNDS et al., 1998 e 2009). Em um estudo realizado por Ko et al.
(2000), os quais produziram o Fator Estimulante de Col6nias de Granulécitos humano (hG-
CSF) no leite de caprinos nativos coreanos (Capra hircus aegagrus) que possuiam um
cassete de expressdo contendo o promotor beta caseina caprino especifico da glandula
mamaria e o gene G-CSF humano. O G-CSF humano produzido pela glandula mamaria da
cabra transgénica foi biologicamente ativo e continha uma molécula de carboidrato O-
glicosilado. Este foi o primeiro relato de producdo de hG-CSF no leite de animais

transgénicos.
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No Brasil, um projeto pioneiro foi realizado pelo grupo da Universidade Estadual do
Ceard (UECE), Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e Instituto de Citologia e
Genética da Academia de Ciéncias da Russia (ACR), com o intuito de obter caprinos
transgénicos para 0 hG-CSF. Nesse sentido, foram obtidos em 2002 os primeiros caprinos
nascidos na América Latina apos a microinjecdo pré-nuclear de zigotos com a construgéo de
DNA. Porém, estes animais ndo possuiam o transgene (FREITAS et al., 2003).

Posteriormente, utilizando doadoras da raca Saanen, o grupo obteve o nascimento do
primeiro caprino transgénico da América Latina (FREITAS et al., 2007). Finalmente,
realizando uma comparacdo entre ragas (Saanen e Canindé) como doadoras de embrides,
foram obtidos mais trés animais transgénicos, sendo um natimorto da raca Saanen e dois, de
ambos os sexos, da raga Canindé. Estes animais contém o gene com o promotor do gene aS1-
caseina caprina/hG-CSF. A cabra transgénica apresentou uma concentragdo 70 pg por
mililitro de hG-CSF no leite, sendo determinada pelo método ELISA (FREITAS et al.,
2010).
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Tabela 1 - Proteinas recombinantes produzidas por caprinos transgénicos.

Uso Local Referéncia

Ativador do plasminogénio tissular humano Infarto agudo do miocardio e trombose EUA Ebert et al., 1991; Baldassarre et al.,
2004

Antitrombina 1l humana Resisténcia a heparina EUA Edmunds et al., 1998

Anticorpos monoclonais Varios incluindo cancer e AIDS EUA Young et al., 1998; Pollock et al., 2000

Antigenos contra maléaria Vacinagdo EUA Behboodi et al., 2005

o-fetoproteina humana Doencas autoimunes EUA Parker et al., 2004

Butiril-colinesterase humana Intoxicacéo por organofosforados EUA Cerasoli et al., 2005

Fator IX da cascata da coagulagéo Coagulagéo China Huang et al., 2001

Fator estimulante de coldnias granuldcitos Neutropenia (cancer e AIDS) Coréia; Brasil Ko et al., 2000; Lee et al., 2000; Freitas
et al., 2007

Lactoferrina humana Antimicrobiano, antitumoral, antiinflamatdrio China Zhang et al., 2008

Proteina de teia de aranha Fios de sutura, préteses EUA Karatzas et al., 1999

Proteina de superficie do antigeno do virus da Vacina conta Hepatite B China Zhang et al., 1997

hepatite B

Lisozima Antimicrobiano EUA Maga et al., 2006
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2.2 PARAMETROS FISIOLOGICOS/REPRODUTIVOS DE MAMIFEROS
TRANSGENICOS

Animais transgénicos sdo utilizados para diversos fins. Aplicagdes da transgenia
animal pode ser dividido em trés categorias principais: (i) para obter informagdes sobre a
funcdo do gene e regulacdo, bem como sobre as doengas em humanos, (ii) a obtencdo de
produtos de alto valor (proteinas recombinantes farmacéuticas) a ser utilizado na medicina
humana, (iii) melhorar os produtos de origem animal para o consumo humano
(HOUDEBINE, 2005). Todas estas aplicacdes sdo diretamente relacionadas a saide humana.

Na década de 80, foram demonstradas as primeiras tentativas de geracdo de animais
transgénicos, incluindo camundongos, ovelhas, coelhos e porcos com potencial de expressdo
protéica exdgena (GORDON et al., 1980; PALMITER et al., 1982; HAMMER et al., 1985).
Desde entéo, a producdo de diversas proteinas recombinantes de interesse farmacéutico tem
sido descrita em animais transgénicos gerados por ferramentas da biologia molecular em
conjunto com biotécnicas reprodutivas avancadas.

Ainda assim, o nimero de animais transgénicos no mundo ndo é ainda expressivo e
consequentemente as informacdes sobre o desempenho produtivo e reprodutivo, bem como
as condicdes fisioldgicas e de salde sdo escassas. Estas informacBes devem ser conhecidas,
pois para 0s mesmos produzirem as substancias para as quais foram idealizados devem estar
saudaveis.

Além disso, se faz necessario informacdes a respeito da qualidade das proteinas
recombinantes, pois a atividade bioldgica destas proteinas pode influenciar a fisiologia dos
animais que as expressam. O hG-CSF é uma citocina com efeitos da atividade biologica
muito alta, isto faz com que seja importante monitorar a influéncia desta citocina na
hematopoiese nos animais.

Em camundongos transgénicos expressando até 0,5 ng/mL de hG-CSF na urina, foi
verificado que o nimero de neutrofilos, entre transgénicos e ndo transgénicos apresentaram o
mesmo padrao, apesar de ter sido observado uma fuga do hG-CSF para o sangue. Os autores
relataram que a elevada concentracdo de hG-CSF na urina poderia afetar o ciclo estral nas
fémeas, porém sem causar dano a saude dos transgénicos. Entretanto, os autores enfatizam

que este mecanismo ainda néo foi claramente entendido (KIM et al., 2006).
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Com o intuito de estudar possiveis consequéncias adversas de uma elevada e
persistente producdo de neutrdfilos, camundongos transgénicos, expressando hG-CSF no
leite, foram monitorados por um periodo de mais de um ano (SERIZAWA et al., 2000). Estes
animais apresentaram granulocitopoiese e neutrofilia. A continua granulocitopoiese medular
e extramedular resultaram em alteracGes nos 0ssos e figado. Entretanto, mesmo tendo sido
observada uma infiltracdo pulmonar por neutréfilos maduros, lesdes pulmonares raramente
foram encontradas. Embora tenha existido um aumento persistente nos neutrofilos, a
mortalidade ndo diferiu entre os camundongos transgénicos e ndo transgénicos. Desta forma,
os autores concluiram que outros fatores, além da elevada producdo de hG-CSF e da
neutrofilia, possivelmente, sdo necessarios para o desenvolvimento de danos teciduais
cronicos e agudos mediados por neutrofilos.

A transferéncia nuclear, usando células primarias transfectadas, € um método eficiente
para a producdo de caprinos transgénicos. Todavia, anormalidades na reprogramagéo
associadas com o processo podem resultar em animais com problemas de satde. Behboodi et
al. (2005) estudaram a sanidade, o desempenho reprodutivo e a producéo de leite de quatro
cabras transgénicas expressando o antigeno para malaria produzidas por transferéncia
nuclear. A salde e o crescimento destes animais foram monitorados e comparados com
quatro cabras ndo transgénicas. Os autores ndo observaram diferencas no peso ao nascimento
e ao desmame entre 0s animais transgénicos e controle. Dados do hemograma, como as
células brancas e vermelhas do sangue, também foram considerados normais nos animais
transgénicos. Além disso, os valores bioquimicos, como creatinina, glicose e colesterol,
estiveram dentro da faixa de normalidade. As cabras transgénicas apresentaram uma
produtividade de leite normal produzindo a proteina recombinante. Desta forma, os autores
concluiram que a obtencdo de animais fundadores transgénicos saudaveis € possivel através
da técnica de transferéncia nuclear e que esses animais podem ser usados para a producéo de
uma vacina contra malaria.

Jackson et al. (2010) avaliaram as caracteristicas reprodutivas e de crescimento em
caprinos transgénicos para a lisozima humana (hZL). Os autores relataram que ndo houve
diferengas nos pardmetros testados de eficiéncia reprodutiva ou crescimento da linhagem

transgénica comparadas a cabras ndo transgénicas. Foi sugerido, entdo, que os indices de
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padrdo de reproducdo e desenvolvimento corporal na linhagem de cabras transgénicas néo
sdo comprometidos pela presenca e expressao do transgene.

Machos caprinos da linhagem transgénica para a hLZ ndo foram significativamente
diferentes dos bodes ndo transgénicos (controle) em relacdo a sua capacidade reprodutiva. Os
valores para caracteristicas seminais dos animais transgénicos foram dentro dos parametros
normais para a especie; volume 0,1 — 1,5 mL, concentracdo 2 — 6 bilhGes de espermatozoides
por mL ejaculado, viabilidade 82 — 93%, morfologia normal 80 — 95% e motilidade total 54 —
80%. No geral, a presenca do transgene hLZ no genoma destes animais parece ndo interferir
com a produgdo normal de sémen (JACKSON et al., 2010). Achados similares tém sido
relatados em bovinos e coelhos transgénicos (RICHT et al., 2006; CHRENEK et al., 2007).
Em relacdo ao crescimento dos animais transgénicos, de acordo com os dados de Jackson et
al. (2010), o local de integracdo do transgene pareceu ndo interromper o gene endogeno de
crescimento no Utero, enquanto os dois grupos de animais, transgénicos e controle nao
transgénicos, ndo demonstraram diferengas significativas no peso ao nascer. Os machos
tinham, em média, maior peso no nascimento do que as fémeas para ambos 0s grupos, o que
¢ comum na maioria dos mamiferos (LAWRENCE & FOWLER, 1997). Além disso, nao
houve diferenca no peso ao nascer durante os trés anos de estudo, indicando que as
diferencas ndo tiveram impacto sobre o crescimento pré-natal dos filhotes.

A sanidade e o bem-estar dos animais criados para fins de producdo sdo de elevada
importancia para o publico e os produtores. Para aplicacdes bem sucedidas da engenharia
genética serem incluidas nos sistemas de producdo animal, a salide e o bem-estar destes
animais devem ser considerados. Isto também auxiliaria a melhorar a percep¢do do uso de
animais transgénicos na pecuaria, bem como a percepcdo publica da biotecnologia em geral
(JACKSON et al., 2010).

As primeiras tentativas da engenharia genética em animais resultaram em alguns
problemas fisiolégicos nos animais transgénicos, atribuidas ao controle inadequado da
expressdao do transgene resultando na superexpressdo ou expressao em tecidos nao
especificos (PURSEL et al., 1990). O acoplamento de gene com promotor especifico para um
tecido apropriado e padrdes de expressdo diminui 0s impactos negativos no bem-estar devido

a expressdo génica (PURSEL et al., 2004). Estudos que avaliam os parametros gerais de
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producdo animal sdo, portanto, Uteis na avaliacdo da saude geral de uma linhagem
transgénica.

O bem-estar animal é um conceito que envolve tanto avaliacGes fisicas e subjetivas da
linhagem transgénica (DENNIS, 2002; BUEHR et al., 2003; DUNCAN, 2005; WELLS et al.,
2006; MERTENS & RULICKE, 2007). Van Reenen (2009) sugeriu que as observacfes em
relagdo ao bem-estar animal de uma linhagem transgénica poderiam ser feitas no momento
da expressao do transgene, bem como nos diferentes estagios de vida, incluindo gestagédo e
nascimento, nascimento até a puberdade e um periodo representativo da vida adulta, tal como
0 desempenho reprodutivo. A multiplicidade de fatores pode afetar o crescimento de um
animal, como a qualidade e quantidade dos alimentos, habitacdo, doenga e a temperatura. Em
termos de animais transgénicos, a introducdo de um gene exdgeno também pode afetar o
animal, dependendo do local da integracdo do transgene no genoma e interac6es do produto
do transgene no animal.

Informagdes sobre animais transgénicos, bem como o bem-estar dos mesmos, podem
contribuir para o conhecimento necessario para tomar decisdes de regulamentacdo sobre
ciéncia baseada no uso de animais transgénicos. A capacidade de produzir uma linhagem de
animais para gerar novos produtos e beneficios somente serd aceita para 0 uso pelos
consumidores e 6rgdos reguladores se a saude geral e o bem-estar destes animais forem

estabelecidos.

2.3 FATOR ESTIMULANTE DE COLONIAS DE GRANULOCITOS HUMANO (hG-
CSF)

A producdo de células hematopoéticas é mantida pelas células-tronco multipotentes
comuns na medula 6ssea, as quais representam em torno de 0,01% das células nucleadas
(ZAGO et al., 2001). A diferenciacdo celular inicia-se a partir das células-tronco
multipotentes que se dividem para gerar mais células-tronco (auto-renovacao) e varias
células progenitoras comprometidas (geralmente designadas como Unidades Formadoras de
Colbnias — UFCs), que sdo capazes de originar apenas alguns tipos celulares. As células
progenitoras comprometidas diferenciam-se em células sanguineas maduras sob a influéncia
de moléculas sinalizadoras chamadas Fatores Estimulantes de Col6nias (CSFs), entre elas
estd 0 G-CSF (Figura 2).
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formacdo das células da linhagem granulocitica. CFU-GM (Unidade Formadora
de Colbnias de Granulécitos Macréfagos); CFU-MEG (Unidade Formadora de
Colbnias Megacariocitos); BFU-E (Unidade Formadora de Eritrocitos); CFU-Eo
(Unidade Formadora de Colbnias de Eosinéfilos); SCF (Fator de Células
Tronco); TPO (Tireoperoxidase); Epo (Eritropoietina); CFU-E (Unidade
Formadora de Colénias de Eritréides); M-CSF (Fator Estimulante de Col6nia de
Macrofago). (Fonte: Zago et al., 2001).

A primeira linha de defesa celular contra agentes infecciosos compreende:
granulécitos polimorfonucleares, macréfagos, células NK (Natural Killer) (KURITZKES et
al., 1998; WITTMAN et al., 2006). Assim, o G-CSF torna-se uma das principais citocinas
envolvidas na estratégia de defesa do sistema imune (WITTMAN et al., 2006), pois seu papel

é estimular a proliferagdo, diferenciacdo e atividade dos granulécitos polimorfonucleares
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(GOUGH et al., 1997; BABALOLA et al., 2004). Estas células exercem a fungdo de defesa
por quimiotaxia, fagocitose, morte intracelular e liberacdo de vérios produtos, incluindo
enzimas lisossomais (WITTMAN et al., 2006).

Os granuldcitos recebem esta denominagdo por possuirem granulos densamente
coréaveis em seu citoplasma e se dividem em neutrdfilos (células fagocitarias mais numerosas
e importantes da resposta inata), eosinéfilos (importantes na defesa contra infecgbes por
parasitas e em respostas alérgica), basofilos (participam de reacBGes de hipersensibilidade
imediata e tem, provavelmente, uma funcdo similar e complementar a dos eosindfilos e
mastdcitos).

O G-CSF atua principalmente promovendo a maturacdo dos neutréfilos e estimulando
sua atividade fagocitica e quimiotatica, além de estar envolvido com o processo de
segmentacdo nuclear dos neutrofilos maduros. Também atua em outras linhagens celulares,
apresentando um importante papel na mobilizacdo de células-tronco hematopoéticas da
medula 6ssea para a circulacdo (BARREDA et al., 2004). Também é capaz de modular a
resposta inflamatoria, reduzindo a liberacdo das citocinas pré-inflamatorias por monadcitos e
macrofagos ativados (BONEBERG & HARTUG, 2002).

2.3.1 Caracterizagcdo molecular

O G-CSF é produzido por uma variedade de células, como fibroblastos, células
endoteliais, linfécitos T, mondcitos e macréfagos, sendo que estes dois Ultimos sdo
considerados os maiores produtores (JANEWAY et al., 2000; BARREDA et al., 2004). O
aumento da producdo e liberacdo desta proteina tem sido observado apds estimulacdo com
lipopolissacarideos (LPS), IL-1, TNF-a, IL-3, IL-4, GM-CSF, M-CSF, INF-y e
Mycobacterium avium.

O G-CSF é uma molécula monomérica em solucdo que possui uma sequéncia de 174
aminoacidos e tem peso molecular de aproximadamente 18,8 kDa. A molécula contem um
residuo de cisteina livre na posicdo 17 e duas pontes dissulfeto, que sdo importantes para a
estabilidade estrutural da proteina e dobramento correto desta longa cadeia de aminoacidos
(LU et al., 1989).
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A estrutura secundéria da molécula contem aproximadamente 69% de a-helice, 4% de
folha-B, 5% de B-curvatura, sendo que o restante da molécula ainda ndo foi caracterizado
(LU et al., 1989). Além disso, é composta por quatro hélices, denominada A, B, C e D, como
mostra a figura 3. A hélice A forma-se entre os residuos 11-39, a B entre 71-91, a C entre
100-123 e a D entre 143-172 (HILL et al., 1993).

Figura 3: Estrutura molecular do G-CSF. Hélice A, B, C e D que formam a estrutura
da molécula do G-CSF juntos com a-hélice e folha-p. (Fonte: HILL et al.,
1993).

2.3.2 Utilizacdo clinica

O G-CSF tem sido utilizado no tratamento de diversas patologias, sobretudo em
neutropenias provocadas pela quimioterapia usada no tratamento de tumores, pela
radioterapia e pelo uso de drogas que suprimem a producdo de células mieldides
(HARTUNG et al., 1998). Desde 1991, o uso deste biofarmaco é liberado pela agéncia
reguladora dos Estados Unidos (U.S. Food & Administration — FDA), com a finalidade de
diminuir a incidéncia de infec¢Bes associadas com neutropenia induzida por quimioterapia
em pacientes com cancer. A associacao da neutropenia com infec¢des continua sendo a maior
causa de morbidade e mortalidade em pacientes com cancer que recebem tratamento de
guimioterapia (CARBONERO et al., 2001). Inimeros estudos vém apresentando resultados

positivos com o uso de G-CSF nestes pacientes.
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As aplicagdes clinicas mais estudadas do hG-CSF foram realizadas principalmente
com a finalidade de melhora da neutropenia (ASANO, 1988). As areas de investigacdo
incluem mielossupressao apos o0 uso da quimioterapia contra o cancer seguido de transplantes
autologo ou alogénico da medula 6ssea (OHNO et al., 1991). O hG-CSF também tem sido
experimentado em tratamentos de varias neutropenias cronicas associadas com a anemia
apléstica, sindromes mielodisplésicas, neutropenia idiopatica, neutropenia ciclica (HANADA
& ONO, 1990) e AIDS (ASANO, 1991).

Nas neutropenias iatrogénicas, uma unica injecdo diaria de hG-CSF em doses
farmacologicas (2-5ug/kg/dia) tem sido apresentada para reduzir marcadamente a duracao de
neutropenia. A descontinuacdo da administracdo de hG-CSF resulta em uma queda rapida na
contagem de neutrofilos no sangue periférico. Porém, os neutréfilos ndo diminuem abaixo do
observado em pacientes controle (ASANO, 1991).

Nos Gltimos anos, outros alvos para o uso de G-CSF vem sendo apresentados, como o
tratamento de infeccBes em pacientes ndo neutropénicos, a fim de melhorar sua defesa
imune, bem como medida preventiva (KURITZKES et al., 1998; WITTMAN et al., 2006).
Entre eles, ha relatos de beneficios em caso de peritonites e infec¢do tecidual em ratos e
camundongos (WITTMAN et al., 2006).

Analises realizadas em pacientes portadores de HIV em estadgio avancado
demonstraram que a administracdo de G-CSF foi efetiva na prevencdo de neutropenia severa,
levando a uma reducdo na incidéncia e duracdo de infec¢Bes bacterianas e diminuicdo dos
dias de tratamento com antibioticos e dias de hospitalizacéo.

Devido ao aumento do nimero de pacientes com problemas no cora¢do nos ultimos
anos, realizou-se um estudo, no qual sugere que citocinas hematopoéticas, como G-CSF,
melhoram a fungdo cardiaca e reduzem a taxa de mortalidade ap6s o infarto no miocardio em
camundongos. Essa acdo € possivel devido ao efeito protetor sobre os cardiomidcitos, a
promoc¢do da angiogénese e a prevencdo da remodelacdo cardiaca do ventriculo esquerdo
apos infarto (HARADA et al., 2005).

Atualmente, existem disponiveis para o uso clinico duas formas de hG-CSF (Figura
4). A primeira é ndo glicosilada e denominada Filgrastim e a outra, glicosilada, chama-se

Lenograstim. O Filgrastim é obtido através do cultivo bacteriano tradicional (Escherichia
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coli), enquanto o Lenograstim é obtido por cultivo de células do ovario de Hamster chinés
(CHO).

Estudo comparando o efeito do Lenograstim e Filgrastim nas células sanguineas apos
altas doses de quimioterapia observou-se que ambas as preparacdes de G-CSF foram eficazes

na aceleracdo da recuperacdo de leucdcitos em altas doses de quimioterapia apds transplante

autdlogo de células tronco no sangue periférico (HUTTMANN et al., 2005).

Figura 4: Tipos de hG-CSF disponiveis no mercado. A: forma néo glicosilada (Filgrastim)
e B: forma glicosilada (Lenosgrastim).
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3 JUSTIFICATIVA

A utilizagdo de caprinos transgénicos como biorreatores representa uma
alternativa promissora por possibilitar o crescimento necessario a terapéutica, por meio
da producéo de proteinas recombinantes de elevado valor bioldgicos a saide humana,
como anti-trombina Ill, ativador de plasminogénio tissular, fator 1X da cascata de
coagulacdo e o hG-CSF, os quais ja foram expressos no leite de cabras transgénicas,
sendo que a maioria se encontra em testes para liberacdo de sua utilizacdo. A rapida
expansdo e o crescimento da biotecnologia, nos recentes anos, proporcionaram a
expressao de proteinas em diferentes sistemas bioldgicos de producdo, dirigidos
principalmente & medicina humana.

Apesar disso, hd& um ndmero reduzido de animais transgénicos para o0 hG-CSF
no mundo, tornando os estudos a respeito dos parametros hematologicos e bioquimicos
escassos. Assim, é de fundamental importéncia a avaliacdo periodica e continua desses
animais no sentido de observar possiveis alteragdes fisiologicas que possam
comprometer a sanidade destes. Dessa forma, estudos investigativos s&o
imprescindiveis para o conhecimento de provaveis danos a salde que podem ocorrer

nos animais transgénicos comprometendo a sua sobrevivéncia.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA
Caprinos fundadores transgénicos para o hG-CSF apresentam leucocitose

associada a neutrofilia sem danos na saude em geral quando monitorados até os 285
dias de idade.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os pardmetros leucocitarios e bioquimicos em caprinos transgénicos
fundadores para 0 hG-CSF até os 285 dias de idade.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar um estudo comparativo entre caprinos transgénicos para o hG-CSF e
ndo transgénicos (controle), até os 285 dias de idade em relacdo aos parametros:

e Leucocitario (contagem total e diferencial).

e Bioquimicos séricos da concentragdo de uréia, creatinina, glicemia,
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
avaliando a saude de ambos 0s grupos.

Realizar a quantificacdo dos niveis de hG-CSF no soro sanguineo dos animais
transgénicos para o hG-CSF até 285 dias de vida.
Avaliar o desenvolvimento corporal através do ganho diario do peso dos animais

transgénicos e ndo transgénicos.
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6 CAPITULO 1

Neutrofilia persistente em caprinos jovens transgénicos para o hG-CSF

Persistent neutrophilia in hG-CSF-transgenic young goats

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(Submetido em outubro de 2010)
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RESUMO

O Fator Estimulante de Col6nias de Granul6citos humano (hG-CSF) é utilizado como
fator de crescimento hematopoético por sua acdo em neutropenia e leucopenia induzida
por quimioterapia. Nosso grupo obteve um macho e uma fémea caprina transgénicos
para 0 hG-CSF. Dois animais transgénicos e dois ndo transgénicos foram monitorados
até os 285 dias de idade. Aos 45 dias e, em seguida, quinzenalmente, amostras de
sangue foram colhidas para avaliacdo hematolégica (contagem total e diferencial de
leucdcitos), bioquimica (uréia, creatinina, glicose, AST e ALT) e de hG-CSF no soro.
Os caprinos transgénicos apresentaram a contagem de leucdcitos 2,5 a 3,7 vezes maior
que a dos néo transgénicos. Esta leucocitose teve uma forte correlacdo com a neutrofilia
(R?=0,97) e foi seguida por niveis séricos baixos (< 20 pg/mL) ou nulos de hG-CSF.
Surpreendentemente, embora a contagem de neutrdéfilos tenha decrescido nos animais
transgénicos antes dos 157 dias, a neutrofilia persistiu até aos 285 dias de idade. N&do
ocorreram mudancgas nas outras contagens celulares. O perfil bioquimico indicou

funcBes hepaticas e renais normais. Além disso, o ganho de peso revelou um
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desenvolvimento corporal esperado. Em conclusao, caprinos jovens transgénicos para o
hG-CSF permaneceram saudaveis embora tenham apresentado uma neutrofilia
persistente.

Palavras-chave: caprino, transgénese, neutrofilia, hG-CSF

ABSTRACT

Human granulocyte colony-stimulating factor (hG-CSF) has been used as a
hematopoietic growth factor due to its efficacy against neutropenia and chemotherapy-
induced leucopenia. Our group obtained a male and a female goat transgenic for hG-
CSF. The two transgenic animals and non-transgenic were monitored up to 285 days-of-
age. On 45 days and biweekly thereafter blood samples were collected for
hematological evaluation (total and differential white blood cell counts), serum
biochemistry (urea, creatinine, glucose, AST and ALT) and hG-CSF analysis.
Transgenic goats presented the leucocyte count 2.5 to 3.7-fold greater than non-
transgenics. This leukocytosis have a strong relationship with neutrophilia (R?=0.97),
which was followed by low (<20pg/mL) or null serum levels of hG-CSF. Strikingly,
although the neutrophil counts decreased in transgenic goats before they reached 157
days-old, the neutrophilia persisted until 285 days-of-age. No changes in other cell
counts were detected. The serum biochemistry profiles indicated normal liver and renal
functions and the weight gain points to the typical body development. In conclusion,
hG-CSF-transgenic young goat presented persistent neutrophilia, with low or absent
ectopic citokyne expression, and remained without general health disorders.

Keywords: goat, transgenesis, neutrophilia, hG-CSF

INTRODUCAO

Animais transgénicos, isto &, individuos que possuem uma construcdo de DNA exdgeno
incorporada em seu genoma, possuem varias aplicacdes. Além do interesse cientifico
para o estudo de genes e de sua regulacdo, a tecnologia transgénica apresenta potencial
para acelerar a melhoria do rebanho através da introducdo de novos genes ou pela
modificacdo da expressdo de genes enddgenos que regulam caracteristicas produtivas
(Wheeler, 2003). A producéo de proteinas recombinantes no leite de animais

transgénicos tem apresentado crescente interesse nos ultimos anos devido a elevada
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capacidade de sintese de proteinas na glandula mamaéria (Maga e Murray, 1995). Como
resultado, animais transgénicos séo capazes de produzir proteinas recombinantes de
maneira mais eficiente que sistemas tradicionais baseados em microorganismos ou
células animais. Esta oportunidade econémica tem estimulado o desenvolvimento de
uma nova industria e de metodologias para aumentar a eficiéncia na producéo de
animais transgénicos.

Caprinos sdo utilizados como biorreatores devido as suas caracteristicas especificas, tais
como: curto periodo de gestacédo e baixos custos de manutencao, quando comparados
aos bovinos. Existem varios relatos da obtencdo de caprinos transgénicos (Ebert et al.,
1991; Gootwine et al., 1997) e da exequibilidade da producéo em larga escala para
aplicacdo comercial (Baldassarre et al., 2003; Baldassarre e Karatzas 2004).

Entre as varias proteinas com possibilidade de producéo por biorreatores, o Fator
Estimulante de Colénia de Granuldcitos humano (hG-CSF) se destaca por sua
importancia em medicina humana, pois é um fator de crescimento hematopoético que
estimula a proliferacdo e a diferenciacdo de células precursoras de neutréfilos, além de
incrementar algumas das propriedades funcionais de neutrofilos maduros (Morstyn e
Burgess, 1988). Desde sua producdo como proteina humana recombinante (Souza et al.,
1986), 0 hG-CSF tem sido o fator de crescimento hematopoiético mais utilizado
mundialmente. Além disso, 0 hG-CSF estimula a mobilizacdo de células progenitoras
em transplantes aut6logos ou alogénicos (Viret et al. 2006).

Como parte de um grande projeto para producdo de caprinos transgénicos, recentemente
nosso grupo produziu dois animais transgénicos para o hG-CSF (Freitas et al., 2010).
Mundialmente, 0 nimero de animais transgénicos ainda é muito pequeno e a maior
parte dos registros existentes para 0 hG-CSF referem-se a espécie murina. Alguns
desses relatos tém demonstrado a acao bioldgica factivel desta citocina no préprio
animal transgénico, causando, como esperado, elevacdo do numero de células
hematopoiéticas em orgaos percussores e granulocitose (Yamada et al, 1996). Contudo,
a extensdo e intensidade de acdo do hG-CSF em animais transgénicos nao € plenamente
previsivel, tendo-se, inclusive, relatos de auséncia de neutrofilia (Kim et al., 2006) e
presenca de linfocitose (Serizawa et al., 2000) em camundongos.

Assim, 0 monitoramento de parametros fisioldgicos, especialmente aqueles ligados ao

potencial de acdo in vivo do transgene, é um aspecto importante envolvendo o modelo
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animal. Além disso, essas investigacfes podem esclarecer a seguranca de aplicacdo da
tecnologia transgénica em animais de producdo, assim como a viabilidade dos mesmos.
O presente estudo teve por objetivo monitorar os parametros leucocitarios e os niveis
séricos de hG-CSF em dois caprinos transgénicos produzidos em nosso laboratorio.
Além disso, os perfis bioquimicos séricos (niveis de glicose, uréia, creatinina, AST e
ALT) e o desenvolvimento corporal dos animais foram avaliados visando inferéncia do
desempenho das funcdes hepatica e renal, bem como o acesso a possiveis distirbios

gerais de saude.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas de bem estar animal (Van
Zutphen e Balls, 1997) e o projeto foi aprovado pelo Comité de Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE), assim como pela Comissao Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBIO, CQB n° 0228/06). Foram utilizados quatro
caprinos da raca Canindé, sendo dois transgénicos (um macho e uma fémea) para o hG-
CSF e dois ndo transgénicos (um macho e uma fémea). Os animais transgénicos
fundadores foram obtidos por microinjecao pré-nuclear usando uma construcdo de DNA
consistindo do gene que codifica para 0 hG-CSF sob a regulagdo de promotor para a
aS1-caseina caprina, como previamente descrito (Freitas et al., 2007). Os caprinos ndo
transgénicos foram confirmados como negativos para a presenca do transgene por PCR
e foram nascidos do mesmo programa de transgénese, tendo mesma idade dos
transgénicos e servindo de controle para 0s experimentos descridos a seguir.

Os animais foram monitorados dos 45 aos 285 dias de idade com pesagens semanais.
Apo6s o desmame, aos 90 dias, os animais foram alimentados com feno (Cynodon
dactylon) de qualidade e com acesso livre a agua e sal mineral. Nesta etapa, a dieta foi
suplementada com 50 a 100 g de concentrado (18% de proteina). Os caprinos foram
sempre mantidos sob as boas praticas de manejo, incluindo tratamento anti-helmintico e
suplementacéo vitaminica.

As colheitas de sangue foram realizadas quinzenalmente, sempre pela manha, por
venopuncao da jugular. O sangue foi colhido em tubos vacutainer (BD Vacutainer, New
Jersey, EUA) com &cido etilenodiamino tetra-acetico (EDTA) para contagem total e
diferencial de leucocitos, realizada de forma automatizada no equipamento CELL-Dyn
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3700 (Abbot Park, Illinois, EUA). Amostras colhidas sem anticoagulante foram
centrifugadas (3000 xg por 8 min) e o soro produzido foi utilizado para subsequente
analise bioquimica e dosagem do hG-CSF. As quantificacBes bioquimicas dos niveis
séricos de uréia, creatinina e glicose, e das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) foram realizadas utilizando-se o aparelho BT 3000 plus
(Winer Lab, Rosério, Argentina). Finalmente, os niveis séricos de hG-CSF foram
mensurados através do método ELISA sanduiche, utilizando o kit Hu G-CSF ELISA,
seguindo as instrucdes descritas pelo fabricante (Invitrogen, Camarillo, EUA).
Amostras de soro sanguineo foram diluidas na proporgao de 1:5 e 1:10 (v:v), em
solugéo tamponante fornecida pelo fabricante. As quantificacGes foram realizadas na
leitora de microplacas multi-modo Synergy HT (Bio Tek Instruments Inc., Winooski,
EUA).

Os dados obtidos para 0s animais transgénicos e nao transgénicos foram expressos
como média + DP e comparados quantitativamente, através de ANOVA e teste de
Tukey com P = 0,05, ou qualitativamente, com os valores de referéncia para caprinos
(Boyd, 1984; Kaneco et al., 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caprinos transgénicos séo utilizados como biorreatores para produgdo de medicamentos
de interesse em saude humana por serem capazes de secreta-los no leite. O nosso grupo
obteve um macho e uma fémea portando o gene para 0 hG-CSF fusionado ao promotor
da as1-caseina caprina. Os dois animais transgénicos nasceram e mantiveram-se
saudaveis durante todo o periodo experimental (Fig. 1). Ambos, macho e fémea,
cresceram e mostraram atividade sexual por volta dos quatro e sete meses de vida,
respectivamente. A partir dessa idade, 0 macho apresenta libido e parametros
espermaticos normais e a fémea exibe duracéo de ciclo estral normal para a espécie
(dados ndo mostrados). O desenvolvimento corporal, avaliado pelo peso (Tab. 1), ndo
mostrou diferencas estatisticas entre os animais experimentais (P > 0,05) e foi também
semelhante para o citado na literatura para animais da raca Caninde e com idade
semelhante (Lisboa et al., 2010).

A utilizacdo de animais como biorreatores, visando secrec¢do exocrina da proteina

recombinante na glandula mamaria tem sido amplamente utilizada. Atualmente, varios
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promotores de genes de proteinas do leite na glandula mamaéria ja foram investigados e
avaliados em diferentes espécies, inclusive em animais de producéo (Houdebine, 2009).
A despeito do controle do promotor, a expressdo ectdpica do gene exdgeno tem sido
relatada (Ko et al., 2000; Kim et al., 2006), podendo ser a principal causa da acéo
bioldgica in vivo da proteina recombinante no animal transgénico. Nesse contexto, a
obtencédo de animais transgénicos expressando moléculas biologicamente ativas, como o
hG-CSF, traz consigo a preocupacdo com a potencial agdo in vivo da proteina
recombinante.

No presente estudo, parametros leucocitarios de dois caprinos transgénicos para o hG-
CSF foram avaliados desde os 45 até 285 dias de vida, uma vez que esta citocina atua
sobre as células sanguineas da linhagem granulocitica. Simultaneamente, 0s niveis
séricos de hG-CSF foram avaliados em todos 0s animais, com o intuito de investigar a
existéncia de expressdo ectdpica da proteina recombinante nesse periodo. Os animais
transgénicos apresentaram leucocitose significante com marcada neutrofilia, que
persistiu durante todo o periodo observado (Fig. 2). Comparando-se animais do mesmo
género (Tab. 2), os caprinos transgénicos apresentaram contagem de leucdcitos (27,29 +
12,39 x10%/uL e 21,84 + 9,58 x10°/uL, respectivamente) cerca de 2,5 a 3,7 vezes
superiores a dos ndo transgénicos, tendo esses ultimos apresentado valores dentro da
faixa normal para a espécie (10,99 + 2,27 x10%/uL e 5,91 + 2,01 x10%/uL,
respectivamente). Essa leucocitose foi produzida pelo elevado nimero de neutréfilos
(21,86 + 12,07 x10%/uL e 14,83 + 9,06 x10*/pL para macho e fémea transgénica,
respectivamente), sem alteraces nas contagens de outros granulécitos.

Em camundongos transgénicos para o hG-CSF sob controle do promotor da uroplaquina
I1, para expressdo na urina, 0s niveis séricos na citocina variaram de zero até 5 pg/mL
de acordo com a linhagem (Kim et al. 2006). Tais niveis de expressao ectopica do hG-
CSF ndo foram suficientes para alterar a celularidade sanguinea dos camundongos
transgénicos, de forma que a contagem total e diferencial de neutréfilos no sangue
periférico desses animais foi similar a dos animais controle (ndo transgénicos).
Intrigantemente, nos caprinos transgénicos do presente estudo, assim como logicamente
nos animais controle, nenhuma quantidade detectavel de hG-CSF esteve presente nas
amostras de soro sanguineo dos animais durante o periodo experimental. Esses

resultados indicam que a expressdo ectdpica do transgene € nula ou muito baixa, ou
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seja, menor que 20 pg/mL, que € o limite de deteccdo do kit ELISA utilizado. No
entanto, a mensuracgao mais sensivel do hG-CSF no soro desses animais esta sendo
realizada e ajudara a esclarecer a intensa neutrofilia observada.

Lee et al. (2000) obtiveram, através de microinjecdo pro-nuclear de zigotos, uma cabra
transgénica carreando o gene para 0 hG-CSF fusionado ao promotor da 3-caseina
caprina. Concomitante a obtencao de 50 pg/mL de proteina recombinante
biologicamente ativa no leite, 0s niveis séricos no animal atingiram 408 pg/mL (Ko et
al., 2000). Apesar de ndo investigarem detalhadamente as alteracdes leucocitarias, 0s
autores correlacionaram a neutrofilia mensurada durante o periodo de lactacdo a acéo da
citocina.

Linhagens murinas transgénicas para 0 hG-CSF também ja foram previamente
produzidas com o intuito de estabelecer um modelo experimental para estudo de
atividade biolédgica da citocina (Yamada et al., 1996). Assim, usando o promotor SRa,
0s animais transgénicos possuiam niveis séricos tdo altos quanto 1000 pg de hG-CSF
por mililitro de soro e possuiam transcritos do gene exdégeno em todos os tecidos.
Nesses animais, além da previsivel leucocitose com marcada neutrofilia, o achado mais
surpreendente foi o elevado numero de linfocitos na circulacéo periférica. No presente
estudo, as contagens de linfocitos e mondcitos para 0s caprinos transgénicos e nao
transgénicos apresentaram-se dentro dos limites normais para a espécie (Tab. 2). E
possivel que a acdo do hG-CSF sobre os percussores hematopoiéticos nao
granulociticos, acarretando linfocitose, seja observada apenas na presenca de altos
niveis séricos de hG-CSF, como nas linhagens murinas, ou seja, um achado intrinseco a
espécie animal.

Ainda no modelo transgénico murino com superexpressao de hG-CSF, os achados de
necropsia mais incidentes incluiram infiltrados granulociticos em 6rgéos como figado,
pulmdes, baco, timo e linfonodos, além de esplenomegalia e aumento dos linfonodos.
A despeito dos diferentes achados histopatoldgicos relativos a intensa e cronica
granulocitopoiese, 0s autores ndo relataram danos teciduais letais nos individuos
transgénicos até um ano de vida (Serizawa et al., 2000). Em se tratando do modelo
caprino para transgénese, assim como nas demais espécies animais de producao, a
avaliagéo histopatologica dos diversos tecidos é dificultada, ou mesmo inviabilizada,

devido ao restrito numero de exemplares existentes. Nos espécimes do presente estudo,
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os perfis bioquimicos séricos foram mensurados (Tab. 3) visando inferéncia do
desempenho das fun¢des hepatica e renal, bem como o acesso a possiveis distlrbios
gerais de saude. Assim, os niveis séricos de glicose, uréia, creatinina, AST e ALT, para
0s transgénicos e controle encontraram-se dentro das faixas de valores de referéncia
para a espécie caprina.

Um achado surpreendente, obtido no presente trabalho com caprinos transgénicos, foi a
dindmica da contagem leucocitaria durante o primeiro ano de vida desses animais.
Assim, as mais elevadas contagens de leucécitos totais (59,9 x103/uL e 50,7 x10%/uL,
em macho e fémea, respectivamente) ocorreram logo no inicio do periodo mais precoce
de observacdo, ou seja, aos 45 dias de vida (Fig. 2). Em seguida, até os 157 dias de vida,
os valores mensurados decresceram para 26 a 28% dos valores leucocitarios iniciais
(16,7 x10%/uL e 13,4 x10%/uL, para macho e fémea, respectivamente). Essas oscilacdes
foram intimamente acompanhadas por flutuagdes nas contagens de neutrofilos, a ponto
do estabelecimento de uma correlacéo fortemente positiva e direta (R* = 0,97) entre
essas contagens em caprinos transgénicos (Fig. 3). No periodo subsequente aos 157 dias
de vida até o final do experimento, observou-se uma maior estabilidade nas contagens
de leucécitos (20,6 + 5,32 x10%/uL para o macho e 18,21 + 3,42x10%/uL para a fémea) e
de neutréfilos (15,19 + 5,15 x10°/uL para o macho e 11,50 + 3,33x10%/uL para a
fémea), apesar dos valores permanecerem altos e acima da referéncia normal para
caprinos. Estudos adicionais envolvendo a regulacdo hormonal do promotor do gene
as1-caseina, especialmente durante o periodo de desenvolvimento embrionario/fetal,

sdo requeridos para esclarecer esse comportamento leucocitario de animais jovens.

CONCLUSAO

Os caprinos transgénicos para o hG-CSF apresentaram persistente leucocitose, com
marcada neutrofilia, concomitante a niveis séricos muito baixos (<20pg/mL), ou nulos,
da citocina. Os animais mantiveram-se clinicamente saudaveis até os 285 dias de vida e,
apesar do decréscimo das contagens de leucdcitos e de neutrofilos até os 157 dias de
vida, os valores permaneceram acima dos normais para a espécie. A mensuragdo mais
sensivel dos niveis séricos de hG-CSF, bem como investigagdes adicionais envolvendo
a regulacdo hormonal do promotor do gene asl-caseina, ajudardo a esclarecer esse

comportamento leucocitario observado em caprinos transgénicos jovens.
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Tabelas

Tabela 1. Desenvolvimento corporal de caprinos transgénicos e ndo transgénicos para o
hG-CSF dos 45 aos 285 dias de idade.

Grupo Sexo Peso (kg)
Aos 45 dias  Aos 285 dias Ganho total Ganho diario*
Transgénico MAacho 6,25 20,95 14,70 0,07 £0,05
Fémea 6,60 23,85 17,25 0,07 £0,03
N0 transgénico MAacho 6,85 20,35 13,50 0,06 + 0,03
Fémea 5,95 19,50 13,55 0,06 £ 0,04

*P>0,05
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Tabela 2. Contagem total e diferencial de leucdcitos em caprinos jovens transgénicos e ndo transgénicos para o hG-CSF.

Grupo Sexo Nimero de células x10*/uL (média + DP)
Leucacitos Granulocitos Linfocitos Mondcitos
Neutrofilos Basofilos Eosinofilos
Transgénico Macho 27,29 £ 12,39 21,86 £ 12,07 0,02 £ 0,06 0,61+1,11 4,47 + 1,86 0,32 £ 0,30
Fémea 21,84 + 9,58 14,83 + 9,06 0,06 +0,12 0,54 +0,48 5093+1,72 0,47 +0,28
N&o transgénico Macho 10,99 £ 2,27 4,79 £ 0,85 0,07 £ 0,06 0,52 £ 0,76 532+211 0,29 £ 0,18
Fémea 591 +2,01 2,49 + 1,28 0,06 + 0,06 0,09 + 0,08 3,02+142 0,24 +0,19
Valores de Referéncia* 4,0a13,0 12a7,2 0a0,12 0,05a 0,65 2,0a9,0 0a0,55
* Kaneko et al., 1997.
Tabela 3. Parametros bioquimicos séricos de caprinos jovens transgénicos e ndo transgénicos para o0 hG-CSF.
Grupo Sexo Uréia (mg/dL) Creatinina (mg/dL)  Glicose (mg/dL) AST (U/L) ALT (U/L)
Transgénico MAacho 37,00+ 9,44 0,85+0,21 53,50 + 15,36 89,17 + 61,25 18,67 + 22,29
Fémea 42,89 + 12,27 0,74 +£0,16 59,57 + 10,23 46,00 + 13,56 16,28 + 3,89
N0 transgénico Macho 40,89 + 17,32 0,82 +0,16 55,11 + 16,82 97,00 + 28,03 28,72 +£18,34
Fémea 34,44 + 5,80 0,76 £ 0,12 56,28 + 11,41 99,78 + 36,17 18,17 £ 8,31
Valores de Referéncia* 2142428 0,7al18 50a 75 432132 15a52

* Boyd, 1984; Kaneko et al., 1997.
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Lista de Figuras

Figura 1. Caprinos transgénicos para 0 hG-CSF. Registro fotografico dos animais aos
45 dias de vida (A), bem como do macho (B) e da fémea (C) aos 285 dias de idade.
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Figura 2. Perfil leucocitario de caprinos transgénicos e ndo transgénicos para 0 hG-CSF
dos 45 aos 285 dias de idade. As contagens de leucdticos totais (A), de neutrofilos (B) e
de linfacitos (C) para o macho (MT) e a fémea (FT) transgénicos, bem como para o
macho (MNT) e a fémea (FNT) néo transgénicos estdo plotadas em funcdo da idade. As
linhas tracejadas indicam a faixa de referéncia normal para a espécie caprina (Kaneko et
al., 1997).
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Figura 3. Correlacdo entre as contagens de leucdécitos totais e de neutréfilos em caprinos
transgénicos e ndo transgénicos para o hG-CSF dos 45 aos 285 dias de idade.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, verificou-se que os animais transgénicos apresentaram leucocitose
marcada pela neutrofilia até os 285 dias de vida, entretanto ndo houve alteragdes nos valores
absolutos das demais células da linhagem granulocitica (basofilos e eosinofilos).

Os perfis bioquimicos dos caprinos transgénicos e ndo transgénicos estavam dentro
dos parametros normais para espécie indicando auséncia de danos a saude nos animais
transgénicos.

Assim, outros fatores, além de uma neutrofilia extensiva, poderiam ser necessarios

para o desenvolvimento de uma desordem a salide em caprinos transgénicos para o hG-CSF.
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8 PERSPECTIVAS

Animais biorreatores sdo essenciais auxiliar a producdo de substancias, as quais
possam ser aproveitadas na area farmacéutica, como matéria prima na producdo de alguns
produtos, como por exemplo, 0 hG-CSF. Assim, para que esses animais produzam proteinas
recombinantes de alto valor bioldgico a saide humana de uma maneira saudavel, torna-se
imprescindivel o acompanhamento clinico e laboratorial dos fundadores para o conhecimento
da causa das alteracdes que poderiam inviabilizar a sobrevivéncia dos mesmos.

A mensuracdo mais sensivel dos niveis séricos de hG-CSF, bem como investigacGes
adicionais envolvendo a regulagdo hormonal do promotor da asl-caseina caprina, ajudardo a

esclarecer esse comportamento leucocitario observado em caprinos transgénicos jovens.
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Persistent neutrophilia in clinically healthful hG-CSF-transgenic goats in Brazil

V.H.V. Rodrigues’, R.R. Moura', A.S. Alcantara Neto®, A.F. Pereira', L.M. Melo', D.C.S.N.
Pinheiro® & V.J.F. Freitas*!
! Universidade Estadual do Cear4, Fortaleza- CE, Brazil

Human granulocyte colony-stimulating factor (hG-CSF) has been the most widely used
hematopoietic growth factor due to its proven efficacy against different forms of neutropenia,
chemotherapy-induced leucopenia, and in the mobilization of progenitor cells for autologous
or allogenic transplantation. Our group obtained a male (TM) and a female (TF) transgenic
goats harboring goat asl-casein promoter/hG-CSF. Transgenic and non-transgenic goats
from a naturalized Brazilian breed, named Caninde, were submitted to hematological and
blood chemical examinations up to 9.4 month-of-age. On 1.5 month and biweekly thereafter
blood samples were collected by venipuncture for hematological evaluation and for serum
biochemistry analysis. Total (WBC) and differential white blood cell counts were determined
by CELL-DYN 3700 analyzer. Urea, creatinine, glucose and the enzymes AST (aspartate
aminotransferase), ALT (alanine aminotransferase) and LDH (Lactate dehydrogenase) were
measured by BT 3000 plus analyzer. The cell counts were presented as mean + SEM and
were qualitatively compared with normal reference values for goats. Non-transgenic goats
presented a WBC count (8.45 £ 0.56 K/uL) within the normal range for the species, while for
transgenic goats the value was almost 3-fold increased (24.57 = 1.88 K/uL). This
leukocytosis was produced by the elevated number of neutrophils (18.35 + 1.85 K/uL),
without changes in other cell granulocytic and non-granulocytic counts. Strikingly, increased
neutrophil counts were seen in transgenic goats before they reached 5.2-month-old and the
highest values occurred at 1.5 month-of-age (53.0 K/uL and 43.2 K/uL for TM and TF,
respectively). Although the average values have decreased to 14.94 + 1.56 K/uL and 11.18 +
1.04 K/uL, for TM and TF, respectively, the neutrophilia persisted until 9.4 month-of-age.
The serum biochemistry profiles of transgenic and non-transgenic goats were within the
normal ranges for the species. These findings indicated normal liver and renal functions and
the absence of general health disorders. In conclusion, young transgenic goats presented
neutrophilia, especially before five month-of-age, and remained clinically healthful. Factors
other than extensive neutrophilia could be required for the development of health disorders in
hG-CSF transgenic goats.
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Caprinos transgénicos para o hG-CSF com alteracdo no perfil leucocitario

Rodrigues, V.H.V.; Moura, R.R.; Alcantara Neto, A.S.; Pereira, A.F.; Pinheiro, D.C.S.N.;
Melo, L.M.; Freitas, V.J.F.

Animais de producéo transgénicos secretando proteinas de interesse terapéutico em seu leite
sdo importantes para atender uma demanda em diversos medicamentos de uso humano. No
entanto, é importante conhecer as diversas condi¢des que o transgene possa adicionar aos
animais geneticamente modificados. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar os
parametros leucocitarios e bioquimicos em caprinos transgénicos para o fator Estimulante de
Col6nia de Granuldcitos (hG-CSF) e seus respectivos controles (caprinos ndo transgénicos).
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (parecer n® 12/2005) e
pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CQB n° 0228/2006). Amostras de
sangue dos animais experimentais (dois transgénicos e dois ndo transgénicos de ambos 0s
sexos) foram colhidas quinzenalmente, de 1,5 até 9,4 meses de idade, para posteriores
exames hematologicos e bioguimicos. A contagem total e diferencial das células brancas do
sangue foi determinada pelo CELL-DYN 3700 analyzer (Abbott Park, Illinois, EUA),
enquanto que uréia, creatinina, glicemia e enzimas (LDH, AST, ALT) foram mensuradas
pelo uso do BT 3000 PLUS analyzer (Winer Lab, Rosério, Argentina). Adicionalmente, foi
realizado acompanhamento clinico e pesagens semanais. Os dados sdo apresentados como
média * erro padrdo e comparados aos valores normais para a espécie caprina. Os caprinos
ndo transgénicos apresentaram contagem das células brancas do sangue (8,45 + 0,56 k/uL)
dentro do padrdo normal para a espécie, enquanto 0s transgénicos apresentaram um valor
quase trés vezes maior (24,57 £+ 1,88 k/uL). Esta leucocitose deveu-se ao elevado nimero de
neutrdfilos (18,35 + 1,85 k/uL), sem alteragGes na contagem das outras células da linhagem
granulocitica e ndo granulocitica. Os valores mais elevados para o0 nimero de neutréfilos
foram observados nos caprinos transgénicos ao inicio do experimento (53,0 k/uL e 43,2 k/uL
para macho transgénico-MT e a fémea transgénica-FT, respectivamente). A partir dos 5,2
meses de idade, estes valores diminuiram para 14,94 + 1,56 k/uL (MT) e 11,18 + 1,04 k/uL
(FT), entretanto a neutrofilia persistiu até ao final do experimento. Os perfis bioquimicos do
soro dos animais transgénicos e ndo transgénicos encontraram-se nos valores normais para a
espécie, sugerindo que as fungdes hepaticas e renais apresentavam-se normais. Além disso,
ndo foram observadas alterac@es clinicas nos animais durante todo o estudo. Do nascimento
até 9,4 meses, 0s animais transgénicos apresentaram peso corporeo semelhante ao dos nao
trangénicos. Em conclusdo, os caprinos transgénicos jovens apresentaram neutrofilia,
especialmente antes dos cinco meses de idade e mantiveram-se clinicamente saudaveis.
Excluindo a neutrofilia, ndo foram observados outros fatores que pudessem desenvolver
distdrbios na saude dos caprinos transgénicos para o0 hG-CSF.
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