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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivo revisar os principais
conceitos da engenharia genética em suinos, abrangendo
seus aspectos historicos, suas aplicacfes, as diferentes
metodologias, bem como a abordagem da utilizacdo de
novas ferramentas de edicdo génica. Os suinos
geneticamente modificados tém grande importancia e se
justifica pelas suas aplicagdes tanto na producgdo animal
quanto na biomedicina. Vérias sdo as metodologias
disponiveis para a modificacdo genética em suinos,
variando em aplicabilidade e eficiéncia. Embora vérias
técnicas possam ser empregadas em suinos, algumas nédo
permitem alcancar altas taxas de sucesso, enquanto outras
sd0 mais promissoras. Além disso, as atuais ferramentas
de edicdo génica podem ser utilizadas para aprimorar
significativamente a transgenia em suinos. Contudo, a
metodologia a ser aplicada deve estar ajustada as
condicdes laboratoriais e aos objetivos da modificagdo
genética pretendida.

Palavras-chave: biotecnologia, engenharia genética,
suinocultura, transferéncia génica.

ABSTRACT

The present paper aims to review the main concepts of
genetic engineering in pigs, covering its historical aspects,
its applications, the different methodologies, as well as
addressing the use of new genetic editing tools. The
genetic engineering in pigs is very important and are
justified for their applications, for both use in the pig
husbandry and biomedical research. There are several
methodologies available for the genetic modifications in
pigs, which are variable in their applicability and
efficiency. Although several techniques can be employed
in pigs, some not achieve high success rates, while others
are more promising. In addition, current genome-editing
tools it is in use to improve significantly genetic
engineering in pigs. However, the methodology must
adapt to the laboratory conditions and the objectives of the
intended genetic modification.

Keywords: biotechnology, gene transfer, genetic
engineering, pig husbandry.
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INTRODUCAO

A engenharia genética permite varias
formas de suinos geneticamente modificados,
sendo a transgenia a mais conhecida das
modificacBes geneticas, que consiste na
insercdo de um ou mais genes (transgene) de
uma espécie no genoma de outra espécie. Um
animal transgénico expressa uma
caracteristica bioldgica que era exclusiva da
espécie a qual o transgene foi obtido
(GORDON & RUDDLE, 1981). A edicdo
genica permite a substituicdo de um ou mais
nucleotideos em determinado gene (CEASAR
et al., 2016), desta forma alterando sua fungéo
ou intensidade de expressao.

Nos primeiros trabalhos de
modificacdo genética em animais, 0s estudos
eram utilizados em biologia molecular, para o
estudo da funcdo génica, e em virologia, para
0 estudo dos mecanismos de infeccdo viral
(BRACKETT et al., 1971; JAENISCH &
MINTZ, 1974). Posteriormente, percebeu-se
gue esta manipulacdo genética podia ser usada
como valiosa biotecnologia para a produgdo
de animais com caracteristicas genéticas
Unicas, tdo desejadas pelos melhoristas e de
dificil alcance pelos métodos convencionais
de melhoramento
(PINKERT, 2004).

A transgenia foi

genético animal

utilizada
precocemente na espécie suina, logo ap6s a
padronizagdo da primeira técnica de
transfeccdo, a microinjecdo pronuclear de
DNA (PMI) (HAMMER et al., 1985). Apés

isso, outras metodologias para producdo de
suinos geneticamente modificados veem
sendo desenvolvidas como a transgenia
mediada por espermatozoide (SMGT), a
clonagem por transferéncia nuclear de células
somaticas associada a transgenia (SCNT-
MGT), a eletroporacdo entre outras
(AREZZO, 1989; LAVITRANO et al., 1989;
HORAN et al., 1992; SCHNIEKE et al.,
1997). Téo logo quanto surgiram, esses
métodos comecaram a ser empregados para a
producdo de suinos transgénicos (HORAN et
al., 1992). Atualmente, o desenvolvimento de
técnicas de edicdo génica, como o sistema
CRISPR/Cas, e a sua utilizagdo associada aos
métodos  tradicionais, podem aumentar
significativamente a eficiéncia da transgenia e
demais aplicacdes da engenharia genética em
suinos.

Diante do exposto, o objetivo deste
artigo foi, por meio de levantamento
bibliografico, revisar os principais conceitos
da engenharia genética em suinos, abrangendo
seus aspectos histéricos, suas aplicagdes, as
diferentes metodologias, bem como a
abordagem da utilizacdo de novas ferramentas

de edicdo génica.

APLICACOES DOS SUINOS
GENETICAMENTE MODIFICADOS

A producdo de suinos transgénicos é
destinada a duas principais finalidades:
producdo de animais como fonte alimentar e

na pesquisa biomédica. Na suinocultura, bem
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como na pecuaria em geral, a transgenia pode
ser grande aliada a selecdo genética cléssica,
pois consegue alterar uma caracteristica
genetica especifica de forma dirigida
(PINKERT, 2004). Isso possibilita melhorias
na producdo zootécnica destes, mas o alto
custo desta tecnologia tem limitado a sua
aplicacao (WALL, 1996).

Através desta biotécnica, podem-se
transferir genes responsaveis por
caracteristicas de interesse econdmico para
animais geneticamente superiores, ou ainda
genes de outras espécies, tornando estes
suinos diferenciados. Neste sentido, foram
produzidos suinos mais ecoldgicos, com
reduzido o teor de fosforo excretado em suas
fezes, o qual € poluente ambiental. Estes
animais expressam na saliva o gene da enzima
fitase, que é encontrado em Escherichia coli,
permitindo que estes animais digerissem o
fosforo fornecido na dieta, reduzindo em 75%
a excrecgéo fecal deste mineral (GOLOVAN et
al., 2001). A resisténcia frente a exposicao de
patdbgenos € outra possibilidade desta
biotecnologia. A febre aftosa é uma doenca
viral, de grande impacto econdmico que
acomete esta espécie. Suinos transgénicos
expressando small hairpin RNA contra a
estrutura do capsideo viral possibilitou a estes
animais uma menor susceptibilidade a esta
enfermidade (HU et al., 2015).

A carne suina é a mais consumida em
todo mundo, devido, entre outros motivos, a
sua qualidade. Entre as caracteristicas de uma

carne de qualidade, 0 marmoreio € 0 que da a

carne maciez, tornando a mais apreciada pelos
consumidores (BREWER et al., 2001).
Pensado nisso, suinos com carne contendo
maior propor¢do de gordura intramuscular
(marmoreio) também ja foram obtidos por
transgenia. Estes eram portadores do gene da
proteina contendo o dominio 1 de interacéo
com a fosfotirosina (PID1), que codifica uma
proteina que promove o acumulo de gordura
entre a musculatura (FANG et al., 2017).
Além disso, estes animais podem ser
utilizados em biomedicina, como animais
modelos para o estudo de doencas do
metabolismo e da deposi¢cdo de lipidios em
humanos (FANG et al., 2017).

Na pesquisa biomédica, 0s suinos sao
excelentes modelos, pois, em muitos aspectos
anatbmicos e  fisiologicos  apresentam
semelhangas aos humanos (GUTIERREZ et
al., 2015).

doencas humanas, estes animais podem

Como modelos animais para

expressar o fenotipo da doenca de forma
muito semelhante ao que acontece em
humanos e serem utilizados nos estudos de
fisiopatologia ou terapéutica. Sdo varias as
doencas que podem ser reproduzidas em
suinos como doencas cardiovasculares,
cancer, diabetes mellitus entre outras
(PERLEBERG et al., 2018).

Outra possibilidade de producdo de
suinos geneticamente modificados € o
desenvolvimento de 6rgdo e tecidos para
xenotransplante, ou seja, o uso de tecidos e
possivelmente de o¢rgdos de animais no

transplante para humanos. A falta de
29



Rev. Cient. Avic. Suin., v. 5, n. 1, p. 027-040, 2019

compatibilidade imunolodgica entre o animal e
0 humano acarretava 0 insucesso do
xenotransplante (LAZZERESCHI et al.,
2000). No entanto, com a descoberta da via
imunoldgica da rejeicdo, esta passou a ser
alterada em animais
(LAVITRANO et al., 1997).

Exemplo disso € a expressdao, em

transgénicos

suinos  transgénicos, de CD59, em
combinacdo com a proteina cofator de
membrana humana (hMCP, human membrane
cofactor protein) e o fator acelerador da
decomposicdo humano (hDAF, human decay-
accelerating fator) (ZHOU et al.,, 2005),
tornando estes animais possiveis fontes de
tecidos para uso em xenotransplante. O hDAF
também foi expresso em animais produzidos
em VArios outros estudos, sendo expresso em
varios 6rgdo e tecidos (LAVITRANO et al.,
1999; CAPPELLO et al., 2000;
LAZZERESCHI et al., 2000; VARGIOLU et
al., 2010).

Outra aplicacdo biomédica é a
insercdo de genes que codificam proteinas de
interesse terapéutico, permitindo que estes
animais transgénicos secretem biofarmacos
em grandes quantidades, transformando-os
nos  chamados  animais biorreatores
(WHITELAW et al.,, 1999). Exemplos de
biofarmacos produzidos a partir de suinos
geneticamente modificados séo o fator VIII de
coagulagdo humano (PALEYANDA et al.,
1997) e a proteina C humana (VAN COTT et

al., 2001).

METODOLOGIAS PARA A PRODUCAO
DE SUINOS GENETICAMENTE
MODIFICADOS

Existem varias metodologias para a
geracdo de modificacOes genéticas em suinos,
as quais empregam diferentes formas de
transfeccdo, diferenciando-se na forma em
que o eDNA ¢é entregue no interior da célula.
Algumas destas metodologias sdo onerosas e
exigem profissional com alto treinamento,
enquanto existem protocolos que utilizam
mecanismos proprios da célula, tornando-os
de aplicacdo mais simples.

O primeiro suino transgénico foi
produzido atravées da PMI de DNA
(HAMMER et al., 1985). Esta técnica
consiste em inserir de forma mecanica o
material genético exd6geno dentro do
pronlcleo de zigotos, sendo esta técnica
desenvolvida inicialmente para a producéo de
camundongos transgénicos (GORDON et al.,
1980), A PMI, quando aplicada em animais
de laboratérios, como ratos e camundongos,
possui eficiéncia em torno de 30%, mas
animais pecudrios, sua eficacia fica em torno
de 1-4% (UCHIDA et al, 2001,
LAVITRANO et al., 2003), com alguns
trabalhos em suinos alcancando 8% a 28,6%
de sucesso (CHOU et al., 2014; LI et al.,
2014). Em suinos, a principal dificuldade se
da pela opacidade do odcito, o que torna a
visualizagdo do seu pronucleo dificil,
requerendo que sejam centrifugados antes da

microinjecdo (HAMMER et al., 1985), o que
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torna a técnica onerosa, pois exige
equipamentos avancados e pessoal altamente
capacitado, além dos resultados variaveis de
sucesso, principalmente devido a excessiva
manipulacdo que pode levar a perdas
embrionarias (LAVITRANO et al., 2003).

A transferéncia nuclear de células
somaticas previamente modificadas
geneticamente (SCNT-MGT, do inglés:
Somatic cell nuclear-transfer mediated gene-
transfer) atualmente € a técnica mais utilizada
para a producdo de suinos geneticamente
modificados. Para a SCNT-MGT inicialmente
cultivam-se células, geralmente fibroblastos
fetais, as quais sdo transfectadas, selecionadas
quanto a expressdéo do plasmideo e
posteriormente  fundidas aos  odcitos

enucleados, resultando  em  animais
transgénicos clonados (LI et al., 2009). Este
método é pouco eficiente, devido a excessiva
manipulacdo, resultando em baixas taxas de
sucesso, com 1,3% (LU et al., 2015) a 2%
(WU et al., 2013), podendo alcangar pouco
mais de 7% (HYUN et al., 2003). Apesar do
baixo nimero de animais gerados, o amplo
uso da técnica se da pelo alto indice de
sucesso na expressdo do transgene, por ser
possivel a selecdo prévia das ceélulas que
estejam expressando o eDNA.

Os virus da familia Retroviridae,
devido a capacidade de integrarem seu
genoma ao do hospedeiro, tém sido aplicados
como vetores para a transgenia. O virus da
anemia infecciosa equina foi utilizado como

vetor, sendo microinjetados em 006citos, o que

permitiu obter suinos transgénicos
expressando proteina verde fluorescente
melhorada (eGFP, do inglés, enhanced Green
Fluorescent Protein) com 29% de sucesso
(WHITELAW et al, 2004). Vetores
retrovirais também foram empregados na
transfeccdo de odcitos e espermatozoides
suinos com 22,22% e 10,17% de animais
transgénicos  nascidos,
ambos expressando eGFP (CABOT et al.,
2001; ZHANG et al., 2012).

A transformacdo genética mediada

respectivamente,

pelos testiculos (TMGT, do inglés Testis
Mediated Gene Transfer) é empregada in
vivo. O eDNA ¢é aplicado por injecdo nos
tibulos seminiferos, transfectando assim as
células germinativas, com o animal passando
a produzir espermatozoides contendo o gene
de interesse (CHEN et al., 2006). Para suinos
a utilizacdo desta técnica resultou, em média,
19,57% tubulos seminiferos contendo células
germinativas expressando o gene bacteriano
da enzima B-galactosidase (LacZ) (KIM et al.,
1997).

A transgenia mediada por
espermatozoide ou SMGT baseia-se na
capacidade que o espermatozoide possui em
captar e internalizar eDNA. Esta foi relatada
pela primeira vez por Brackett et al. (1971).
Os autores observaram que quando particulas
do Virus de Simios 40 (SVv40) eram
incubadas com espermatozoides, eram
internalizadas e se integravam ao genoma
espermatico, sendo carreadas ao 00cito no

momento da fecundacdo. A época, esta
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descoberta ndo foi percebida como
metodologia para a producdo de animais
transgénicos. No entanto, em 1989, dois
artigos isolados foram publicados relatando a
SMGT em ouri¢os-do-mar (AREZZO, 1989)
e em ratos (LAVITRANO et al., 1989),
marcando o inicio propriamente dito desta
metodologia.

A SMGT utiliza

moleculares proprios do espermatozoide para

mecanismos

realizar a internalizacdo de eDNA. Para que 0
eDNA consiga ultrapassar a membrana
citoplasmatica inicialmente ele se liga em
moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade de Classe Il (MHCII)
(KAUFMAN et al., 1984; LAVITRANO et
al., 1997). A seguir, o eDNA atravessa a
membrana citoplasmatica e se liga a proteinas
do Grupamento ou Cluster de Diferenciacéo
do tipo 4 (CDA4), presentes na face intracelular
da membrana, sendo posteriormente carreado
para o interior do nicleo espermatico com
auxilio do CD4 (LAVITRANO et al., 1992;
ZANI et al., 1995; LAVITRANO et al,
1997).

Os espermatozoides utilizados na
SMGT devem ser separados do plasma
seminal, por este conter o Fator Inibitorio-1
(IF-1, do inglés Inhibitory Factor-1), que séo
proteinas que bloqueiam a entrada de eDNA
nos espermatozoides (LAVITRANO et al.,
1992; LAVITRANO et al., 2003). A lavagem
dos espermatozoides, para a remogéo do IF1,

é dos primeiros passos da SMGT, pois amplia

a captacdo de moléculas de eDNA pelos
espermatozoides (LAVITRANO et al., 2003).
A SMGT ¢é uma boa alternativa para a
producéo de animais transgénicos,
principalmente nas espécies as quais a
microinjecdo ndo é factivel. Além disso, é
uma técnica mais barata, pois ndo ha a
necessidade de equipamentos dispendiosos.
Sua eficiéncia é outro ponto favoravel, pois
pode ultrapassar o0os 80% de sucesso
(LAVITRANO et al., 2003). Ainda, diversas
modificacbes na técnica podem ser feitas para
tentar melhorar os indices de transgenia. A
exemplo, pode-se aumentar a efetividade na
concepgdo de animais transgénicos pela
utilizacdo usando a ICSI-MGT, ou seja,
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide
(ICSI, do inglés Intracitoplamatic Sperm
Injection) transfectados
(PEREYRA-BONNET et al., 2008).

Outra forma de melhorar a eficiéncia

previamente

da SMGT ¢ a utilizacdo de métodos auxiliares
de transfeccdo. Estes métodos podem ser
fisicos, como a eletroporacdo. Neste caso, as
celulas e o eDNA de interesse sdo colocados
em um meio, onde se aplica uma corrente
elétrica com poténcia e tempo suficientes para
que o eDNA adentre a célula (KUMAR
PRAMOD et al., 2016). A eletroporagéo de
espermatozoides  suinos utilizando alta
voltagem (ndo especificada) aplicada por 2,4
segundos incrementou em 5-10% a taxa de
transfeccdo comparado com o grupo controle
(HORAN et al., 1992). Em estudo recente do

nosso grupo de pesquisa, foram obtidas taxas
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de transfeccdo de 36,7 £ 2,78%, o que foi
mais de duas vezes superior ao grupo
controle, no qual foi utilizado a incubagéo dos
espermatozoides com o eDNA purificado,
quando utilizou-se uma corrente elétrica de
500 volts, por 500us e dois pulsos (DA
SILVA et al., 2018). A eletroporagéo, no
entanto, pode ser danosa aos espermatozoides,
podendo causar reducdo na motilidade
espermatica, além de diminuir as taxas de
fertilizagdo, nascimento, transferéncia génica
e anormalidades embrionarias (TSAI, 2000).
Ja os métodos quimicos consistem na
utilizacdo de agentes que, ou permeabilizam
ou transpde a membrana citoplasmatica. A
polifeccdo é técnica que utiliza polimeros
catibnicos, como a polietilenoimina (PEI). A
PEI, por possuir grupos amina protonaveis, e
capaz de complexar por interacdo eletrostatica
a0 eDNA (gue possui carga negativa)
formando complexos PEI-DNA, também
chamados de poliplexos (BIEBER et al.,
2002). Estes ligam-se a superficie celular e
sdo internalizados por endocitose. Uma vez
no interior das células, migram para nucleo,
onde o eDNA é liberado (GODBEY &
MIKOS, 2001). Em espermatozoides suinos,
utilizando-se  nanoparticulas  magnéticas
revestidas com PEI, obtiveram-se suinos
transgénicos para o gene PID1 com 29,16%
de eficiéncia (FANG et al., 2017). A PEI per
se, foi utilizada pelo nosso grupo de pesquisa,
obtendo-se  76,8+3,09%% de eficiéncia
transfeccdo de espermatozoides suinos apos

10 minutos de incubacdo, utilizando 0,5

mg/mL de PEI, o que foi 4,3 vezes superior

ao grupo controle. Neste trabalho,
encontramos que a polifeccdo causou danos
ao acrossoma e a membrana plasmatica,
devido a isso, € recomendavel que os
espermatozoides transfectados por este
método sejam utilizados em associacdo a
outras biotécnicas como a fertilizacdo in vitro
ou a injecdo intracitoplasméatica de

espermatozoide.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Consoante ao aumento na eficiéncia da
biotecnologia, a precisdo da inser¢do do
eDNA de interesse € de extrema relevancia
para permitir a correta expressdo do gene de
interesse e conseguir o fenotipo desejado. Em
face a isso, o sistema CRISPR/Cas (clustered
regularly interspaced short palindromic
repeats/CRISPR
descoberto por Mojica et al. (1993) tem

associated protein)
trazido inestimaveis avangos para a
engenharia genética pela utilizacdo do
CRISPR/Cas9 como ferramenta para a edi¢do
génica, devido a sua precisdo na insercdo de
novas sequéncias de nucleotideos (JINEK et
al., 2012).

O sistema CRISPR/Cas9 tem sido
utilizado, com sucesso, para producdo de
suinos geneticamente editados por varios
autores entre eles (WHITWORTH et al.,,
2014; ZHOU et al., 2015; KANG et al,,
2016). Esta ferramenta permitiu a criacdo de

suinos resistentes a infeccdo pelo virus da
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sindrome respiratoria e reprodutiva dos
suinos, uma enfermidade de grande
importancia econdmica para a suinocultura,
pela inativacdo do gene do receptor para o
virus presente nos macréfagos dos suinos
(WHITWORTH et al., 2015; BURKARD et
al., 2017).

CONCLUSOES

A espécie suina apresenta grande
potencial para producdo de animais
geneticamente  modificados. Além da
modificacdo de genes para melhoria da
producdo e qualidade da carne, esta espécie
tem especial interesse como modelo em
estudos biomédicos e pesquisa de biologia
bésica pela sua grande similaridade com
humanos. Vérias metodologias tém sido
desenvolvidas para a producdo de suinos
geneticamente modificados, tendo com isso
aumentado os indices de sucesso e
diminuindo a variabilidade dos resultados. As
ferramentas de edicdo génica desenvolvidas
recentemente, tais como 0 sistema
CRISPR/Cas, podem resultar em ganhos
ainda mais significativos para a transgenia.
Sendo assim, a escolha das metodologias para
producdo de animais transgénicos com
maiores taxas de sucesso vai depender da
finalidade pretendida para o organismo, bem
como das

condicbes  experimentais

disponiveis para tal.
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