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RESUMO

Os avancos da biotecnologia conclamam um avanco simile em biosseguranca. Neste artigo estéo abordadas
consideracfes importantes a respeito de biosseguranca, levando-se em consideracdo a necessidade de assegurar que
0 processo inovativo de biotecnol ogia acontece com riscos minimos para a satide de seres vivos e do meio ambiente.
Em seguida, sdo apresentados alguns model os biotecnol dgicos na producdo de vacinas, de kits de diagndstico e de
reproducdo animal. A biotecnologia tem o papel de melhoramento de kits diagndsticos, tornando-os cada vez mais
accessiveisedeféacil utilizaggo. A imunoprofilaxia, outraa amedanaempreitadade erradicacdo de doengasinfecciosas,
€éumaarmapossante paratal fim, e o Brasil |aboracom aptidao na producdo local de vacinas, bem como no desenvol -
vimento de novos imunoprofil&icos. A biotecnologia brasileira tem avangado também no dominio de reproducéo
animal, exemplificado pelo desenvolvimento deum ovério artificial, cujo objetivo é permitir condigdes 6timasin vitro
para assegurar a viabilidade e fecundabilidade de odcitos que outramente seriam inviaveis in vivo. Avancos em
clonagem animal hoje possibilitam um nimeroilimitado de cépias de células gragas atécnicade TransferénciaNuclear
(TN), permitindo a produgéo de animais geneticamente idénticos, bem como o desenvolvimento de modelos Uteis de
biotecnol ogia parafins de tratamento com a utilizac&o de células-tronco.
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ABSTRACT

Biotechnology and biosafety: what haschanged and hasto changein the country considered
astheworld’sbarn

Advancesin biotechnology impel parallel advancesin biosafety. In thisarticle, we address the most important points
concerning the biosafety of biotechniques, taking into account that it isakey factor for assuring the minimisation of the
risks to living beings and the environment which are inherent to innovation in biotechnology. We then discuss certain
biotechnol ogical modelsincluding the production of vaccines, diagnostic kitsand animal reproduction. A correct diagnosis
and immunoprophylaxis are capital for the eradication or epidemiological control of an infectious disease, and for such,
biotechnol ogy playsanimportant rolefor theimprovement of the techniques and products used for these ends. Brazil has
awell devel oped capacity for thelocal production of vaccinesaswell asthe devel opment of novel immunoprophylactics.
Brazilian biotechnol ogy hasal so advanced in the domain of animal reproduction, asexemplified by the development of an
artificial ovary which providesoptimal in vitro conditionsfor assuring the viability and fecundity of oocyteswhich would
otherwise be unviable in vivo. Advances in animal cloning nowadays have now made possible the obtaining of an
unlimited number of cell copies thanks to the Nuclear Transfer technique, which allows the production of genetically
identical animals, aswell asthe development of useful modelsfor the treatment of diseases using stem-cells.

K ey wor ds: Biotechnology, Biosafety, genetically modified organim

Recebido para publicacdo em margo de 2009 e aprovado em abril de 2009
1 Comisséo de Biosseguranaga e Biotecnologia do Conselho Federal de Medicina Veterindria - Brasilia - DF. E-mail: vasco@ibc.ufmg.br

56(4): 451-459, 2009 revistal|Ceres



452

Vasco Ariston de Carvalho Azevedo et al.

INTRODUCAO

O uso do conhecimento bioldgico paraamelhoriada
producdo de bens e servicos tem avancado significativa-
mente naUltimadécada. A biotecnol ogiamodernaempre-
gatécnicas inovadoras em varios setores industriais, in-
cluindo agricultura, pecuéria, medicinahumana, medicina
veterinéria e producdo de biocombustiveis. No Brasil, o
seu impacto na agroindustria tem sido compreensivo. As
biotécnicas utilizadas no Pais sdo vérias e tém sido de-
senvolvidas por institui¢cdes brasileiras, notadamente pela
EMBRAPA e por inlmeras universidades pablicas, abran-
gendo clonagem, engenhariagenéticade animais e mani-
pulagdo de determinantes genéticos parao melhoramento
nutricional de leguminosas, bem como apromoc¢ado dere-
sisténcia de plantas a patdégenos e herbicidas.

O desenvolvimento de organismos geneticamente
modificados (OGM), tal como plantas transgénicas, que
sdo utilizadas como alimentos, levantou questdes quanto
a seguranca da utilizac8o desses organismos para seres
humanos, animais e meio ambiente. Em resposta a essas
inquietudes, a regulamentacdo de processos biotecnol 6-
gicos vem sendo desenvolvida por meio da criagdo de
legislacdo especifica, bem como pela criacdo de 6rgdos
reguladores. No Brasil, aPaliticaNaciona de Biosseguran-
¢a, no que concerne OGMs, € assessorada pela Comissdo
TécnicaNacional de Biosseguranga(CTNBI0), atravésdo
estabel ecimento de normas técnicas de seguranca e pare-
ceres técnicos referentes ao uso de OGM e seus deriva-
dos. O Brasil éoterceiro maior produtor mundial de plan-
tas transgénicas, com uma area cultivada de 15,8 x 10°
hectares, principa mente de milho, soja e algoddo geneti-
camente modificados em 2008 (1saaa, 2008).

O investimento em biotecnologia agropecuaria no
Brasil para o ano de 2007 foi da ordem de US$ 68 mi-
Ih8es, o que corresponde a51,7% do total investido em
toda a América Latina (Falck-Zepeda et al., 2009). Os
recursos humanos atuantes em pesquisa agropecuaria
no Brasil so altamente competentes e qualificados, e
64% do corpo técnico possui doutorado, a maior pro-
porgdo na América Latina (Stads & Beintema, 2009).
Apesar dessas forcas, persistem deficiéncias no estado
da biotecnologia e biosseguranca brasileiras, que de-
vem ser atendidas. A inovag&o biotecnol 6gicaal cancada
em decorréncia de pesquisa no Pais necessita de vias
mais eficientes para a sua disseminacéo, bem como de
receptores dessa tecnol ogia que transformem as desco-
bertas em produto utilizavel no mercado, caso contrério,
asinovacdes genéticas estardo fadadas ao fracasso. Ade-
mais, o arcabouco legal no que tange a biotecnologia e
biosseguranca € extremamente complexo no Brasil, o que
leva a tardanga no langamento comercial de produtos
biotecnol 6gicos.
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BIOSSEGURANCA

Pode ser definida como sendo um conjunto de agdes
voltadas paraa prevencdo, minimizacdo ou eliminacdo de
riscos inerentes a essas atividades e que podem compro-
meter asalide do homem, dos animais, do meio ambiente
ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos (Fiocruz,
2005).

Muito embora o termo biosseguranca seja utilizado
fundamental mente para designar um amplo programa de
medi das destinado a proteger pessoas, animais, plantase
mei o ambiente da exposi¢do acidental a microrganismos
e/ou seus produtos, sempre que 0 projeto necessita ser
desenvolvido em ambiente externo, o profissional, que se
exple a uma série de riscos diferentes aos comumente
observados em um ambiente |aboratorial, deve estar pre-
parado paratrabalhar em condi¢8es naturais, muitas ve-
zesimpossiveis de serem controladas, em distantes &reas
onde o atendimento médico imediato pode ser inviavel,
ou onde os profissionais podem estar expostos a riscos.

O conceito de risco estd associado a probabilidade de
gue um dano, um ferimento ou uma doenca ocorra. Nas
atividades que envolvem materiai s infecciosos ou poten-
cialmenteinfecciosos, aavaliagao do risco € um parémetro
essencia para a definicdo de todos os procedimentos de
biossegurancga, sejam eles de natureza construtiva, de
procedimentos operacionais ou informacionais (Cardoso
eSilva, 2007).

O manejo de animais oferece aos humanos, basica-
mente, doistiposderisco: oinfeccioso e o traumético. Os
animais podem excretar microrgani smos nasfezes, nauri-
na, salivaou aerolizé-los, originando, consequentemente,
infecces, alergias e outros problemas. Existe aindaapos-
sibilidade de inoculagdo de patdgenos por mordeduras
ou arranhaduras, assim como a transmissdo direta, por
contato com 0 animal, seu sangue ou tecidos coletados
em necropsia, eindireta, por inalacdo de poeiraoriginada
do ambiente onde se encontram os animais. Além disso,
muitos animais podem apresentar infec¢des assintoma-
ticas, aumentando os riscos de contaminagtes (Politi et
al., 2008).

Atualmente, o controle das doencas infecciosas con-
tinua a representar o0 maior obstaculo para a sadde de
animais. Prevenir asdoencas é maisfécil, maisecondmico
e mais eficaz do que tentar tratar qualquer tipo de surto
gue venha a ocorrer. Portanto, a ado¢éo de um programa
preventivo de controle de doengas e infecgdes € essenci-
a para a manutencdo da salde dos animais, validagéo
dos dados de uma pesquisa e seguranca das pessoas que
cuidam deles(Miyazaki e Bbas, 2007).

Nos Ultimos anos, a emergéncia e a reemergéncia de
doencas infecciosas apresentaram novos desafios para a
salide publica.
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A reemergéncia, como aameagado bioterrorismo com
a atividade de individuos ou pequenos grupos, tem le-
vado a maior conscientizagdo na pratica da biossegu-
ranca e da biosseguridade. A necessidade de trabalhos
que envolvam animais que podem representar alto risco
em consequéncia de patdgenos, como doencas transmi-
tidas por artropodes, tem estimulado interesse renova-
do nas questdes de biossegurancaanimal, em regime de
contencdo. A aplicacdo desses principios aos animais
mantidos ao ar livre tem tido como consequénciaacria-
¢ao de programas de erradicagdo de doencas (Richmond
etal., 2003).

Classificacdo de risco

Em 2006, o Ministério da Salide publicou o manual
“Classificacdo de Riscos dos Agentes Biolégicos’, onde
aclassificacdo do nivel de biosseguranca € norteada por
diversos fatores. Dentre eles destacam a patogenicidade
do microrganismoinfectante, viruléncia, viadeinocul agéo,
estabilidade, endemicidade, concentracéo e volume, ori-
gem do agente bi ol 6gico potencia mente patogénico, dose
infectante, o tipo de ensaio, as consequéncias epidemiol 6-
gicas, e adisponibilidade de tratamento eficaz e de medi-
dasprofiléticas.

Os agentes biol 6gicos que afetam o homem, os ani-
mais e as plantas sdo assim distribuidos em classes de
risco:

* Classederisco 1 (baixoriscoindividual e paraaco-
letividade): inclui os agentes biol gicos conhecidos por
ndo causarem doengas em pessoas ou animais adultos
sadios. Exemplo: Lactobacillus sp.

* Classe derisco 2 (moderadoriscoindividual elimita-
do risco paraacomunidade): inclui os agentes biol 6gicos
que provocam infeccdes no homem ou nos animais, cujo
potencial de propagacéo na comunidade e de dissemina-
¢a0 no meio ambiente é limitado, para os quais existem
medidas terapéuticas e profiléticas eficazes. Exemplo:
Schistosoma mansoni.

* Classe derisco 3 (alto risco individual e moderado
risco para a comunidade): inclui os agentes biol 6gicos
gue possuem capacidade de transmissao por viarespira-
téria e que causam enfermidades humanas ou animais,
potencialmente letais, para as quais existem usua mente
medidas de tratamento e/ou de prevencdo. Representam
risco se disseminados na comunidade e no meio ambien-
te, podendo se propagar de pessoa a pessoa. Exemplo:
Bacillus anthracis.

* Classe de risco 4 (alto risco individual e para a
comunidade): inclui os agentes biol 6gicos com grande
poder de transmissibilidade por via respiratéria ou de
transmissdo desconhecida. Até o momento n&o ha ne-
nhuma medida profil&tica ou terapéutica eficaz contra
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infeccBes ocasionadas por eles. Causam doencas hu-
manas e animais de altagravidade, com alta capacidade
de disseminagdo na comunidade e no meio ambiente.
Esta classe inclui principalmente os virus. Exemplo:
Virus Ebola.

« Classe derisco especial (alto risco de causar doenca
animal grave e de disseminag&o no meio ambiente): inclui
agentes biolégicos de doenca animal ndo existente no
Pais e que, embora ndo sejam obrigatoriamente patégenos
de importancia para 0 homem, podem causar graves per-
das econdmicas e/ou na producdo de alimentos.

Portanto, as barreiras seréo determinadas por estaclas-
sificagao.

Entende-se como barreira o sistema que combina as-
pectos construtivos, equipamentos e métodos operacio-
nais que buscam o controle das condi¢des ambientais
das éreas fechadas e aminimizagdo das probabilidades de
contaminagdo (Simas, 1996).

O desenho das instalacBes que compdem o aloja-
mento dos animais constitui um dos fatores de maior
importancia assegurando a eficécia de seu funciona-
mento e, consequentemente, o cuidado e a vigilancia
adequadas a manutencgdo dos animais. A classificacéo
desses alojamentos € feita de acordo com a classe de
risco do(s) microrganismo(s) ali manipulado(s) em qua-
tro niveis de Biosseguranga (NB-A) e consistem na
combinacdo de praticas e técnicas de laboratério, equi-
pamentos de seguranca e instal agdes ou infraestrutura
laboratorial, e representam as condi¢des nas quais o
agente pode ser manipulado com seguranca (Cardoso
eSilva, 2007).

Niveis de biosseguranca animal

A biossegurancaé demonstrada mediante adetermina
¢&o dos niveis de contencao fisica, de seus requisitos e da
utilizac8o de procedimentos de boas préticas, osquaistém
por aobjetivo o desenvolvimento de um trabalho seguro,
que pode apresentar diferentes niveis de biosseguranca.

Consideram-se quatro niveis de biosseguranca: NBA-
1,NBA-2,NBA-3eNBA-4 (Brasil, 2001), crescentesno
maior grau de contencéo e complexidade de protecéo. O
nivel de biosseguranca sera determinado segundo o or-
ganismo demaior classederisco envolvido (Mdiller, 2008).

Qualidade em biosseguranca

A gestdo daqualidade de biosseguranca consiste numa
estratégia de administragéo orientada a criar consciéncia
daqualidade em todos os processos organizacionais, ten-
tando atender a alguns requisitos de certificagdo, dentre
esses pode-se citar: a padronizag&o de todos os proces-
sos de organizacdo; implementacdo e manutencao os re-
gistros adequados e necessérios para garantir a rastrea-
bilidade do processo; inspecéo de qualidade e mei os apro-
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priados de acles corretivas, quando necessario; e revi-
sd0 sistemaética dos processos e do sistema da qualidade
paragarantir suaeficacia.

A importanciadaqualidade sereflete naconfiabilidade
nos resultados, facilita a rastreabilidade dos dados obti-
dos em ensai 0os e adocumentacdo de um estudo; facilitaa
organizacdo de trabalho e acomuni cacdo dos dados obti-
dos e evita duplicidade de estudos, levando a economia
de tempo e de recursos. (Rosenberg, 2007).

Atualmente, o controle das doencas infecciosas con-
tinua a representar 0 maior obstaculo para a saide de
animais. Prevenir asdoencas é maisfécil, maiseconémico
e mais eficaz do que tentar tratar qualquer tipo de surto
gue venha a ocorrer. Portanto, a ado¢&o de um programa
preventivo de controle de doencas e infecgdes € essenci-
a para a manutencdo da salide dos animais, validagéo
dos dados de uma pesquisa e seguranca das pessoas que
cuidam dosanimais (Miyazaki e Bdas, 2007).

Aspectos de biossegurancga na manipulagéo de
animais transgénicos

Particularmente no Brasil, as atividades e os projetos
em contencao envol vendo animais geneticamente modifi-
cados deverdo atender a Legislacdo de Biosseguranga
(Lei 11.105/2005). Ela estabel ece normas de segurancae
mecanismos de fiscalizagdo sobre a construgéo, o culti-
vo, aproducdo, amanipulagdo, o transporte, atransferén-
cia, aimportacdo, aexportacdo, 0 armazenamento, apes-
quisa, acomercializagéo, o consumo, aliberacdo no meio
ambiente e o descarte de organi Smos geneticamente mo-
dificados e seus derivados, tendo como diretrizes o esti-
mulo ao avancgo cientifico na area de biosseguranca e
biotecnologia, a protecdo a vida e a salide humana, ani-
mal e vegetal, e a observancia do principio da precaucao
paraa protecdo do meio ambiente.

A instituicdo de ensino, pesquisa cientifica, desen-
volvimento tecnol égico e de producdo industrial que uti-
lizatécnicas e métodos de engenhariagenéticaou realiza
pesquisas com organismo geneticamente modificado
(OGM) e seus derivados devera criar uma Comissdo In-
ternade Biosseguranca (CIBio), cujos mecanismosde fun-
cionamento séo estabel ecidos pela Comissdo TécnicaNa-
cional de Biosseguranca (CTNBI0). Por fim, salienta-se
gue todo acidente deve ser, obrigatoriamente, comunica-
do achefiasuperior ou aClBio no caso de OGM. Cabe a
instituicdo o treinamento para execucdo das atividades e
a prética dos procedimentos edas normas de biossegu-
ranca, visando a prevencao de acidentes.

Nesse contexto, ficaexplicito que éimperativaautiliza-
¢80 de organismos e/ou animais geneticamente modifica-
dos em pesquisas que visam a prevencdo e a terapia de
doencas, tanto humanas quanto animais, tendo também
papel importante nos desenvol vimentos econdmico e soci-
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al, como no emprego das biotecnol ogias das reproducdes
animal e humana. Paralelamente, é de fundamental impor-
tancia manter a populagéo informada quanto a aplicacdo
correta desses recursos biotecnol 6gicos realizados dentro
dos principios éticos e de seguranca, preservando a salide
€ 0 bem-estar dos seres vivos e do meio ambiente.

Desse modo, laboratérios e empresas que trabalham
com agentes infecciosos e OGM em pesquisa publicaou
privada, humanaou veterinaria, tém sido forgados aava-
liar e assegurar a eficiéncia de seus programas de
biosseguranca e a proficiéncia de seus trabalhadores.
Adicionalmente, € importante que os trabalhadores que
mani pulam mi crorgani smos patogéni cos entendam as con-
dicbes sob as quais cada agente infeccioso pode ser se-
guramente manipul ado.

BIOTECNOLOGIA

Parte 1—Biotecnologia e biossegur angcanaproducédode
vacinasekitsdiagnostico

A biotecnologia € uma das ferramentas tecnol 6gicas
maisimportantes da atualidade. Suas aplicagdestém con-
tribuido para a estruturagdo de novos sistemas econdmi-
COos e sociais, especialmente nas areas de saldes publica
eanimal (Azevedo, 2008). Outrasferramentas considera-
das fundamentai s sdo vacinas seguras e eficazes, aliadas
ao diagndstico confiavel.

A vacinagdo € considerada o melhor método para se
evitar a entrada e disseminac&o de doengas em popula-
¢oes. Seus beneficios sdo inimeros, e o impacto gerado
sobre o controle das enfermidades infecciosas é o maior
beneficio.

Osprogramas de imunizacgo utilizam, aindahoje, va-
cinasimportadas. Porém, o Programade | munizacéo Naci-
onal ressaltou a necessidade de desenvolver uma estra-
tégia de substituicdo progressiva das importacGes e de
expandir oslaboratériosbrasileiros, oficiaise comerciais
paraaproducdo das mesmas (Gadel ha, 1996).

A competicéo por esse mercado exige que as empre-
sas nacionais fagam também investimentos significativos
em pesquisa. Na Ultima década, 0 mundo vem assistindo
essarevol ucao tecnol 6gica e organizacional. O segmento
gue vem sofrendo forteimpacto damodernabiotecnologia
€ a producdo e o desenvolvimento de vacinas. As novas
trajetérias tecnol 6gi cas baseadas no DNA recombinante
e nos métodos modernos de bioprocessamento comegam
apermitir aobtencdo de novasvacinaseamelhoriadasja
existentes (Gadelha, 1996; Azevedo, 2008).

No entanto, o processo de obtencéo do produto final,
gue passa pelaetapa datransferénciatecnol 6gicarealiza-
da em centros de pesquisas e universidades para empre-
sascomerciais, precisaocorrer maisfacilmente, com poli-
ticas que proporcionem essa parceria (Azevedo, 2008).
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No entanto, as normas estdo cada vez mais exigentes e
detalhadas.

A preocupagdo com as nhormas de pesquisa de novos
férmacos, medicamentos e vacinas vem aumentando. Ao
longo dos anos, novas normas, manuais, procedimento
operacional padréo (POP) eingtitui¢cdesforam desenvolvi-
dos pararegulamentar, controlar e fiscalizar os produtos e
servigos que envolvem risco a salde publica. Entre esses
servicos regulamentados estdo os de pesquisa envolven-
do seres humanos para a area temética de pesquisa com
novos farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnés-
ticos e de normas que regulamentam as atividades de im-
portacdo, comercializagdo, transporte, armazenamento, ma-
nipulacéo, consumo, liberacéo e descarte de produtos deri-
vados de organi smos geneticamente modificados (OGM).

A biotecnologia no Brasil pode ter futuro promissor,
mas precisa-se nos consolidar e conquistar mercados,
procurando aliangas tecnoldgicas entre os segmentos
empresa, universidades e Uni&o, para ser o Pais
autossuficiente em imunobiol 0gi cos.

Nesse contexto de medidas profilaticas, um teste di-
agnéstico com capacidade de identificar a presenca do
agente infectante ou um marcador de uma doenca geral-
mente é crucial parao tratamento adequado daenfermida-
de(Urdeaet al., 2006).

Em uma perspectivamais ampla, os testes diagndsti-
cos sdo de extrema importéncia ndo somente para a
deteccdo e 0 acompanhamento de processos infecciosos
sintomaticos e assintométi cos causados por microrganis-
mos (Peeling et al., 2006), mastambém paraquadrosrela-
cionados & aergenicidade, doencas genéticas, canceri-
genas, dentre outros.

O desenvolvimento da biotecnologia e o surgimento
de novastécnicas molecul aresrelacionadas agenémicae
protedmica tém contribuido para fortalecer a elaboracéo
de métodos diagndsticos mais acurados, de deteccdo ra-
pidae custo final reduzido (Cavalcanti et al., 2008).

No entanto, umasérie de variaveis podeinfluenciar no
desempenho dos testes diagndsticos. Algumas relaciona-
dasainteracdo parasita-hospedeiro, como (i) ascaracteris-
ticas genéticas da populagéo e do agente infeccioso e (ii)
preval éncia da enfermidade em determinada regido; e ou-
tras ligadas a elaboracdo dos testes propriamente ditos,
como: (i) tipo de antigeno ou anticorpo, (ii) procedimento
manual ou automético e (iii) local de padronizacéo do teste
(Banoo et al., 2006). Cabe aos pesquisadoresredizar avali-
aces constantes para obter qualidade na padronizacéo
dos testes e aplicabilidade nas popul acdes.

No Brasil, aAgénciaNacional deVigilancia Sanitéaria
(ANVISA) e o Ministério da Agricultura, Pecuaria, e
Abastecimento possuem aincumbéncia de aprovar o re-
gistro de um novo teste diagnéstico no mercado, como
também fiscalizar asuautilizago.
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O planejamento na elaboracdo de um teste diagnosti-
co com objetividade clara e execugdo cuidadosa é indis-
pensavel para evitar o desperdicio de tempo, recursos
humanos e financeiros.

Parte2- Reproducdo

Producdo in vitro de embrides e perspectivas
do ovério artificial

Contexto do ovario artificial

O ovario mamifero contém milhares de odcitos que
s80 armazenados individua mente em estruturas denomi-
nadas foliculos ovarianos. Do ponto de vista evolutivo,
os foliculos ovarianos podem ser classificados em dois
grupos, a saber: foliculos pré-antrais ou ndo cavitérios e
antrais ou cavitérios. In vivo, apesar da existéncia de mi-
Ihares de odcitos, cerca de 99,9% serdo eliminadas por
meio de um processo fisioldgico conhecido por atresia
folicular. Tendo em vistaagrande perdafolicular que ocorre
naturalmente nos ovérios, abiotécnicade MOIFOPA/ovéa-
rioartificial visacriar artificiddmentein vitro as condictes
necessérias para que pequenos 00citos inclusos em
foliculos pré-antrais, recuperados dos ovarios, possam
sobreviver, crescer, maturar e posteriormente serem fe-
cundados in vitro, minimizando o impacto da perda
folicular originada pelo processo de atresia que ocorre
largamente nos ovarios (Figueiredo et al ., 2008). A impor-
ténciadabiotécnicade MOIFOPA deve-se ao fato de que
90% dos odcitos presentes nos ovarios estdo armazena-
dos nosfoliculos pré-antrais, ou seja, em folicul os desti-
tuidos de antro. Além disso, a morte folicular por atresia
ocorre predominantemente nafase antral.

Aplicagdes do ovario artificial

Oové&rioartificial tem importantes aplicacdes nas se-
guintes areas, a saber:

1) Pesquisafundamental ou basica- Possibilitao estu-
do in vitro do efeito de diferentes substancias sobre os
foliculos pré-antrais, visando elucidar os mecanismos
envolvidos naregulagdo dafoliculogéneseinicial, atual-
mente pouco compreendida. Além disso, esse modelo de
estudo é importante, pois apresenta-se como alternativa
a0 uso de animais em experimentos.

2) Biologia molecular- Assegura as condicdes neces-
sarias paraidentificar e quantificar, nos diferentes com-
partimentos foliculares, a expressao dos genes que sao
responsaveis pelo controle do crescimento de foliculos
pré-antraise antrais.

3) IndUstriafarmacéutica- Permite arealizagdo detes-
tesin vitro da acéo de farmacos (benéfica ou toxica) so-
bre osfolicul os preliminarmente ao seu emprego em expe-
rimentos envolvendo animais e seres humanos.
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4) Nanotecnologia- Oferece importante modelo para
testar a inocuidade de nanoparticulas utilizadas no
carreamento de drogas de interesse médico.

5) Biosseguranga- Ferramentaimportante parase ava-
liar o efeito da radioatividade sobre a sobrevivénciae a
capacidade de desenvolvimento folicul ar.

6) Formagao de bancos genéticos (germoplasma)- Per-
mite umaavaliagdo precisada eficiénciade protocolosde
criopreservacao de oécitos, analisando ataxade sobrevi-
véncia e desenvolvimento in vitro de odcitos, inclusos
foliculos pré-antrais previamente criopreservados. Essa
estratégia é de fundamental importancia paraa constitui-
¢ao de bancos de germoplasma tanto na espécie humana
como em animais de interesse zootécnico ou em vias de
extin¢do, visando posterior producgdo in vitro de embri-
0es ou xenotransplante.

7) Reprodugdo humana assistida (tratamento de
infertilidade) - Representa uma alternativa futura para o
aprimoramento de meios de culturavisando & maturagdo
oocitaria e, consequentemente, a producéo de embrides
humanos in vitro. Atual mente esses embrides so produ-
zidos utilizando-se procedimentos de superovulacéo e
colheita dos odcitos por pungdo, gerando desconforto
fisico e emocional nas pacientes. Outra aplicacdo seriaa
preservacdo da fertilidade feminina nos casos de mulhe-
res que se submeterdo a tratamentos de radio ou
quimioterapias (casos de cancer) e que necessitam ter seu
ovério previamente removido e criopreservado para pos-
terior autotransplante ou cultivo in vitro.

8) Multiplicacdo deanimais- No futuro possibilitarda
producdo in vitro de embrides em larga escalaapartir de
oécitos inclusos em foliculos pré-antrais, recuperados
deovériosinteiros, ou defragmentos ovarianos (biopsia),
gue seriam submetidos aos procedi mentos de crescimen-
to, maturacdo e fecundagdo in vitro.

9) Bem-estar animal- Por setratar de um model o exclu-
sivamente in vitro para a producéo de embrides, a
MOIFOPA contribuira parao bem-estar animal (reducéo
do estresse), pois representara uma aternativa aos pro-
cedimentos de superovulacdo, col heitade embriBes e pun-
¢ao de odcitos por ultrassonografia, bem como ao uso de
animais em experimentos.

10) Desenvolvimento de vacinas- Modelo in vitro im-
portante para a avaliacdo da eficiéncia de anticorpos na
destruicao/eliminagdo folicular como etapapreliminar are-
alizac80 de testes em animais vivos. Esse procedimento
minimizao nimero de animai s necessari 0s nos experimen-
tos. Asreferidas vacinas poderdo ser utilizadas em proce-
dimentos e imunoesterilizagdo, visando notadamente ao
controle populaciona de caninos efelinos, por exemplo.
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Estado atual do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Notéavel progresso tem sido observado no cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais em diferentes espécies ani-
mais. Em gatas (Jewgenow & Stolte, 1996), gambés
(Butcher & Ullman, 1996) emacacas (Fortuneet al., 1998),
jafoi observado o crescimento de foliculos pré-antrais
isolados apdso cultivoin vitro, porém sem aformacéo de
antro. Nas espécies bovina (Gutierrez et al., 2000;
McCaffery et al., 2000), ovina (Cecconi et al., 1999),
caprina(Huamin & Yong, 2000) e humana(Roy & Treacy,
1993), foliculos pré-antrais isolados foram cultivadosin
vitro e se desenvolveram até o estadio antral. Em suinos,
foliculos secundérios crescidos in vitro chegaram até a
ovulagdo e tiveram seus odcitos fecundados in vitro
(Hirao et al., 1994), com desenvolvimento até o estadio de
blastocisto (Wu et al., 2001). Apesar do grande avanco
no cultivo in vitro de folicul os pré-antrais com as referi-
das espécies, os resultados mais satisfatorios tém sido
observados em animais de laboratorio. Eppig & O’ brien
(1996) obtiveram o nascimento de um camundongo a par-
tir defoliculos primordiais crescidos, maturados e fecun-
dados in vitro. Carroll et al. (1990) obtiveram também o
nascimento de camundongos in vitro apos congelagéo e
descongelagéo, crescimento, maturagdo e fecundagdo in
vitro de o6citos oriundos de foliculos primérios. Entre-
tanto, o rendimento referente a producdo de odcitos
maturos a partir de foliculos pré-antrais € extremamente
baixo evariavel devido ainadegquagdo dos meios de culti-
vo disponiveis.

Contribuicgo do LAMOFOPA nas pesquisas relativas
ao ovario artificial caprino

A equipedo LAMOFOPA-FAVET-UECE vem desen-
volvendo pesqguisas em todas as areas da MOIFOPA, in-
cluindo isolamento folicular, conservacao (resfriamento e
criopreservagao) e cultivo de FOPA in vitro, com énfase
na espécie caprina. Os resultados dessas pesquisas re-
sultaram naelaboragdo dediversos artigos cientificos (ver
grupo de pesquisa Manipulagéo de foliculos ovarianos
naplataformal attesdo CNPq). Foram desenvolvidos pro-
tocolos eficientes para o isolamento (micromanipul agéo
folicular) etransporte de ovarios (resfriamento) bem como
para a criopreservacdo de FOPA. Intensos esfor¢os tém
sido dispensados no estudo da expresséo génica em
foliculos em diferentes estédi os de desenvol vimento, sen-
do de grande importancia para nortear testes de substan-
ciano cultivo defolicul os pré-antrais caprinos. No tocan-
te ao cultivo in vitro, estabeleceu-se com sucesso um
protocolo de base para o cultivo de foliculosin situ e na
forma isolada. Essa equipe tem obtido grande éxito na
ativagéo de foliculos primordiais in vitro, bem como no
desenvolvimento folicular para estédios mais avancados
(primérios e secundérios) apos cultivo in situ (meio de
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cultivo MFOPA 1). Além disso, realizam, com sucesso, 0
cultivo de foliculos secundérios isolados (meio de culti-
vo MFOPA 2), obtendo-se taxas de formac&o de antro e
sobrevivéncia folicular superiores a 70%. Importante
avanco realizado pelaequipedo LAMOFOPA foi o cresci-
mento de odcitos inclusos em FOPA caprinos até alcan-
¢ar o tamanho paraaretomada dameiose (>110 pm), in-
clusive obtendo-se em alguns casos maturagdo nuclear
completa (placa metafasica e extrusdo do primeiro cor-
pusculo polar).

O sistema de cultivo desenvolvido (meios de cultivo
MFOPA 1 e MFOPA 2) permitiu estabelecer o processo
tecnol6gico do ovério artificial caprino, pois, apds desen-
volvimento in vitro, conseguiu-se obter e manter viaveis
no cultivo todos ostipos de foliculos ovarianos. O referi-
do sistemade cultivo estadisponivel paraaindlstriafar-
macéutica, visando avaliar em caréter pré-clinico o efeito
de drogas sobre odcitos em diferentes estadios de desen-
volvimento (defoliculosprimordiaisatéfoliculosantrais),
e constitui uma rotina no nosso laboratério. Além disso,
os meios de cultivo desenvolvidos foram eficientes para
demonstrar a eficiéncia de articorpos antizona pelGcida
suino na eliminagdo de FOPA caninos, constituindo-se
naprimeiraetapapara o desenvol vimento de procedimento
imunoesterilizante em fémeas dessa espécie.

CLONAGEM E CELULASTRONCO

A palavraclonederivado grego klén efoi criadapara
denominar individuos que se originam de outros por re-
produgdo assexuada, comum em vegetais. Em mamiferos,
0 processo de clonagem “natural” produz gémeosidénti-
cos. |sso se daquando o embri&o, nosestagiosiniciaisde
seu desenvolvimento, sofre uma divisdo natural, origi-
nando dois ou maisindividuos geneticamenteiguais (gé-
meos univitelinos). No entanto, a clonagem “natural” re-
sultaem nimero limitado de cépias.

A producéo de nimero ilimitado de cépias tornou-se
possivel com o desenvolvimento da técnica da Transfe-
réncia Nuclear (TN), cujo principio consiste nafusao de
umacé uladipl6ide (embrionéria, fetal ou adulta) comum
oécito enucleado. A producéo de animais geneticamente
idénticos (clones) pela TN apresenta-se como poderosa
ferramenta biotecnoldgica. O sucesso na utilizacdo de
célulasde culturaprimaria (fibroblastos, células da glan-
dulamaméria e do cumulus ooforus, células-tronco etc.)
na producdo de animais clonados com emprego datécni-
cade TN poderapossibilitar aprodugéo de animais gene-
ticamente modificados, objetivando a producéo de prote-
inas deinteresse humano, de érgdos paraxenotransplantes
etc. (Visintinetal. 2007) .

Experimentos envolvendo TN ainda possibilitam es-
tudar aspectos rel acionados a ativagdo gendmica, arepro-
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gramagao nuclear, asincronizagdo do ciclo celular, ainte-
racdo nucleo-citoplasma e a heranga citoplasmatica ma-
terna(DNA mitocondrial), assim como produzir, em larga
escal g, individuos geneticamente idénticos (clones), per-
mitindo arapidadifusio de material genético superior.

Embora haja grande interesse na utilizacdo da Trans-
ferénciaNuclear nas areas de producdo animal, biomedi-
cina, biotecnologia e na pesquisa bésica, a expansdo e
difusdo dessatecnologia estdo limitadas pelabaixaefici-
énciadetodo o processo de clonagem. O melhor entendi-
mento dos eventos envol vidos nareprogramacdo nucl ear
poderd trazer resultados mais previsiveis e com maior
reprodutibilidade, tornando a técnica mais segura, tanto
para a pesguisa quanto para a producdo animal.

Mesmo em vista dessas importantes aplicagdes, 0 in-
teresse maior da TN esta em sua associagdo com a
tecnologia de modificac@o genética de células animais,
resultando em clones transgénicos. A producéo desses
animais, além de ser considerada um dos maiores avan-
¢ostecnol Ggicos paraaagropecuaria, causaragrandeim-
pacto em diversas areas damedicina. Dentre os benefici-
0s potenciais, citam-se produgéo de leite com proteinas
recombinantes de interesse farmacéutico, biomateriais
(colageno, proteina da teia de aranha) e uso de animais
como modelos de doengas humanas e no estudo de fun-
¢0es génicas e como doadores de 6rgaos para transplan-
te (xenotransplante).

Quando o nlicleo de uma célula somética contendo as
informagdes genéticas do doador é transferido paraoin-
terior deum évulo receptor, do qual o nlcleo foi removido
previamente, o 6vulo poderadar origem atecidos embrio-
narios idénticos geneticamente ao doador (Wilmut et al.,
2009). Essatécni ca é denominada clonagem terapéuticae
Nnao originaorganismos vivos, poiso 6vul o reprogramado
nao éinserido em um Gtero, mas sim mantido em cultura
decéulasem laboratdrio. Por meio dessatécnica é possi-
vel seobter células-tronco embrionérias sem anecessida-
de de embrides humanos, que poder&o ser usadas em pes-
quisas clinicas.

A perspectiva de aplicac@o da clonagem terapéutica
para tecidos humanos € avaliada como importante alter-
nativaparao tratamento de enfermidades graves e debili-
tantes. Porém, as técnicas envolvidas durante os proce-
dimentos de extrag&@o nuclear, assim como o0 estabel eci-
mento de culturas celulares, ainda sdo demasiadamente
onerosas, limitando suaaplicacdo em pesquisas (Del Carlo
etal., 2008).

A clonagem parafinsterapéuticos e de pesquisa pos-
sui um potencial consideravel dentro da perspectivaci-
entifica. No Brasil, de acordo com alei de biosseguranca
n°11.105, de mar¢o de 2005, artigo 6°, inciso 1V, é proibi-
da a clonagem humana terapéutica e reprodutiva (Oli-
veiraet al., 2006).
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CONSIDERACOESFINAISE
PERSPECTIVAS

O desenvolvimento da biotecnol ogiavem promoven-
do amobilizag&o dos mais diversos setores da sociedade.
Opinidesfavoraveis e contrérias a utilizacdo de produtos
oriundos dessa area de pesquisa tém sido intensamente
discutidas, principa mente quanto aos beneficios e poten-
ciaisriscos as salldes humana, e animal e a0 meio ambien-
te. A maneirapelaqual essatecnologiapode ser controla-
da é através do estabelecimento de normas que regula-
mentem sua utilizacdo, o que, conseqlientemente, acarre-
ta.em sua posterior liberagdo ou restri¢o ao publico.

Orgaosreguladores como aCTNBI 0, por meio de seus
representantes, sdo 0s responsaveis, por estabelecerem
0s mecani smos que controlam o desenvol vimento de pro-
dutos e processos e protegem o uso dessa biotecnol ogia.
Esse conjunto de normas, leis e pareceres, que constitu-
em o campo da bi osseguranca, visa controlar osimpactos
advindos da introducdo de produtos, desde 0 processo
de pesquisa até o desenvolvimento do produto ou pro-
cesso biotecnol 6gico final . Juntamente com o crescimen-
to da pesquisa biotecnol égica torna-se imprescindivel a
adequacdo da legislacdo brasileira aos novos rumos to-
mados pelo avanco da ciéncia.
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