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RESUMO

A transgénese animal ja ¢ uma realidade para a ciéncia e tem ganhado cada vez mais espago ao
longo do tempo. A escolha de um biorreator adequado para a expressao de proteinas
recombinantes humanas torna-se necessaria tendo em vista atender a demanda do mercado em
escalas industriais. Contudo, a preocupagdo com esses animais transgénicos anda aliada com o
avanco da tecnologia, uma vez que ainda ndo ¢ totalmente elucidada as consequéncias da
transgénese para o individuo acometido. Dessa forma, torna-se necessario o monitoramento
periodico dos diversos parametros fisioldgicos e comportamentais de animais transgenicos.
Portanto, o presente trabalho busca através de uma anélise comparativa de exames laboratoriais,
estudar a variabilidade fisiologica entre uma cabra transgénica para Fator Estimulante de
Colonias de Granulocitos Humanos (hG-CSF) e cabra ndo transgénica. Para tanto, foram
realizados exames de hemograma e dosagens bioquimicas de funcao hepatica e renal, uma vez
que ainda nao ha pleno consenso cientifico a respeito da influéncia que a transgenia acarreta
aos parametros hematoldgicos. Conclui-se que ainda se faz necessario maiores investimentos

para a producdo de proteinas humanas com origem de animais transgénicos.

Palavras-chave: Transgénese em caprinos; Patologia Clinica de caprinos; hG-CSF.
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A transgénese animal teve inicio na década de 70, a partir do advento da tecnologia
de DNA recombinante. Posteriormente nos anos 80, a primeira producdo de proteina se deu
com a insulina humana recombinante por meio da utilizacdo de animais transgénicos. Sendo
assim, a industria farmacéutica e pesquisadores investiram o méaximo de tempo e dinheiro
possivel nas mais diversas producdes de proteinas recombinantes. Contudo, ainda existiam
limitacGes relevantes a serem superadas, a fim de que as proteinas recombinantes pudessem
atingir uma producéo industrial satisfatéria que atendesse ao mercado comercial. Os primeiros
métodos utilizados para obtencdo de proteinas recombinantes tinham como desvantagem a
baixa producdo, uma vez que algumas proteinas eram sintetizadas em pouca quantidade
(TEIXEIRA, V. J. F. F.,, et al., 2014). Nos anos 90, a partir de testes realizados com
camundongos, descobriu-se que mamiferos poderiam ser utilizados como biorreatores,
mormente que a expressdo da proteina recombinante acontece na glandula mamaéria. Desde
entdo, mamiferos transgénicos como ovelhas, cabras, vacas e coelhos vém sendo utilizados
largamente, objetivando-se atender a demanda industrial de producdo, bem como avancos

farmacoldgicos nas condices clinicas de pacientes humanos (BATISTA, R. I. T. P., 2014).

Com aevolucdo do estudo, propbs-se que a escolha do animal como biorreator seria
um dos principais aspectos para a obtencdo de quantidades consideraveis de proteina, buscando-
se unir qualidades fenotipicas e genotipicas, a saber: boas taxas de reproducdo e volumes
satisfatorios de leite produzido (TEIXEIRA, V. J. F. F., et al., 2006). Tendo em mente aliar
uma espécie animal as caracteristicas desejaveis para producdo de proteinas recombinantes, foi
instituido a utilizacdo de caprinos (Capra hircus) para a técnica. Segundo Freitas. (2014), a
utilizacdo da espécie representa um excelente modelo para a transgénese, posto que a producéo
de animais fundadores, bem como 0s custos operacionais, € mais baixa e facil de administrar

em comparagdo a outras espécies, como o0s bovinos (TEIXEIRA, V. J. F. F., et al., 2014).

Em 2012, o Laboratdrio de Fisiologia e Controle da Reproducgéo da Universidade
Estadual do Ceard (LFRC/ UECE) prop6s a producdo de caprinos transgénicos com capacidade

de transmitir a linhagem transgénese para seus descentes, a fim de sanar a demanda comercial.

A fim de dar a devida importancia para os exames laboratoriais realizados por
Batista (2014), e objetivando-se a comparacdo dos resultados entre uma cabra (Capra hircus)
da raca Canindé, F1, transgénica para hG-CSF em relacéo a outra cabra da raca Canindé néo
transgénica, foram realizados hemograma dos animais. Adicionalmente, foram incluidos

exames bioquimicos de fungéo hepética e renal.
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METODOLOGIA

O presente estudo consistiu na amostragem de dados qualitativos e quantitativos

visando andlise comparativa de exames laboratoriais, a saber: Contagem de hemaécias,
Contagem de leucocitos totais, Contagem diferencial de leucocitos, Hematocrito, Alanina
Aminotransferase (ALT), Fosfatase alcalina (ALP), Ureia e Creatinina, entre duas Cabras
(Capra hircus) submetidas ao mesmo manejo. Um dos individuos, da raca Canindé e nascida
em 2011, é considerada a primeira cabra F1 transgénica no Brasil para uma proteina de Fator
Estimulante de Coldnias de Granuldcitos humanos (hG-CSF) na glandula mamaria. O outro é
uma cabra néo transgénica nascida em 2016.

Os animais encontravam-se alojados no Laboratério de Fisiologia e Controle da
Reproducdo (LFRC) na Universidade Estadual do Ceara (UECE) em Fortaleza.

As coletas de sangue foram realizadas por meio de punc¢do venosa (veia jugular),
pelo mesmo técnico, em dois dias distintos, com intervalo de sete dias entre cada coleta, no
mesmo horério (9:00 am), utilizando-se um coletor e agulha a vacuo, bem como os tubos
contendo anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético, e outro sem anticoagulante.

Seguidamente a coleta, os tubos de cada animal foram identificados: Cabra
transgénica R64F e a ndo transgénica 89. Os tubos foram acondicionados em caixa térmica com
gelo reciclavel e imediatamente transportados paro o Laboratorio de Analises Clinicas do
Centro de Medicina Veterindria da Unifametro (CEMEVET), onde as amostras foram
processadas e 0s exames hematoldgicos e bioquimicos foram realizados.

Para a Contagem total de hemdcias, as amostras previamente homogeneizadas por
5min foram diluidas na ordem de 4ml de solugéo salina (NaCl 0,9%) para 20 pL de sangue. Em
seguida, a contagem foi realizada em camara de Neubauer sob o aumento de 400x em
microscopio. A contagem foi realizada em cinco campos centrais da camara e o somatorio foi
multiplicado por 10.000, de acordo com a metodologia de contagem manual usual.

Os valores da Contagem de leucdcitos totais foram obtidos por meio da diluicdo em
tubo Eppendorf® de 20 pL de sangue previamente homogeneizado em 400 pL de liquido de
Turk, sendo também submetida a contagem em camera de Neubauer sob aumento de 400x em
microscopio nos quatro campos laterais da cAmara. O somatério foi multiplicado por 50, de
acordo com a metodologia de contagem manual usual.

A Contagem diferencial de leucocitos foi realizada por meio de esfregaco sanguineo

em lamina fixado e corado por Pandtico simples. Posteriormente, a lamina foi avaliada em
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microscopio (aumento de 400x) e procedeu-se a contagem de 100 leucocitos, diferenciando-os
em Neutrofilos, Linfocitos, Eosindfilos e Mondcitos e obtendo com isso os valores leucocitarios
absolutos e relativos.

Para obtencdo do hematdcrito, tubos capilares preenchidos com sangue com
anticoagulante (EDTA) foram centrifugados (11.000 rpm/ 5 min). Na sequéncia, procedeu-se a
leitura do capilar com auxilio de régua leitora de microhematocrito.

Os valores dos exames bioquimicos foram obtidos apds a centrifugacdo do sangue
sem anticoagulante (3.000 rpm/ 5 min), separando-se dessa forma o soro do sangue. Em
seguida, foram empregados kits comerciais (ALT/TGP, Creatinina, Fosfatase Alcalina, Uréia
UV; Biofoccvet®) submetidos a Analisador Semi Automatico (Mindray BA 88A®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise hematoldgica é uma das areas da Patologia Clinica que segundo Silva, M.
N. (2016) serve para auxiliar no diagndstico, prognostico, tratamento e melhor entendimento
do estado de satde do animal.

Caprinos ndo estdo entre as principais espécies para a realizacdo de exames
laboratoriais de Patologia Clinica (WEISS, D. J. & WARDROP, J. 2010). Ainda assim, existem
valores de referéncia para eritrograma e leucograma, mesmo que os resultados obtidos possam
variar amplamente de acordo com a regido e modo de criagdo (WEISS, D. J. & WARDROP, J.
2010). Os valores de referéncia para a espécie podem ser encontrados nas Tabelas 1 e 2 bem

como os valores obtidos no estudo nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 1 — Valores de referéncia do Eritrograma e Leucograma para caprinos nao

transgénicos.
ERITROGRAMA

PARAMETRO FAIXA DE REFERENCIA MEDIA
Eritrécitos (x10° L) 8.0-18.0 13
Hemoglobina 8.0-12.0 28
MCV (fL) 16 — 25 19.5
MCH (%) 30-36 33
RBC diametro (um) 25-3.9 3.2

LEUCOGRAMA
Leucdcitos totais (/pL) 4.000 - 1.300 9.000

Neutrdfilos bastonetes Raro
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Neutrofilos segmentados 1.000 — 7.200 3.200
Linfécitos 2.000 - 9.000 5.000
Mondcito 0-550 450
Eosinofilo 50 - 650 450
Basofilo 0-120 50
DISTRIBUICAO PERCENTUAL

Neutroéfilos bastonetes Raro

Neutrofilos segmentados 30-48 36.0
Linfécitos 50-70 56.0
Mondcito 0-4 2.5
Eosindfilo 1-8 5.0
Basofilo 0-1 0.5
Mondcito 0550 450
Eosindfilo 1-8 5.0
Basofilo 0-1 0.5

Fonte: Weiss, J. D. & Wardrop J. K. Schalm’s Veterinary Hematology 6%d

Tabela 2 — Valores de Leucograma de Cabra F1 transgénica (CT) e ndo transgénica
(CNT). Células x103/ pL. + (desvio padrio)

Primeiro dia de vida Durante amamentacéo Depois da amamentacao
PARAMETROS CT CNT CNT CT CT CNT
Leucocitos totais  174.6 +14.7 150+40 66.8+21.1 17.0+46 36.6+4.0 155+2.0
Neutrofilos 149.7+19.3 126+50 449+200 72+32 208%+34 62+10
Linfdcitos 169+5.38 32+33 200%+68 122+69 135+23 81+16
Eosinoéfilo 0.7+0.8 0.1+0.2 0.8+0.7 0.3+0.3 19+09 05+0.2
Basofilo 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Mondcito 28+1.0 02+0.3 0.7+£0.5 01+0.1 04+0.2 01+0.1

Fonte: BATISTA, R. I. T. P., et. al 2014

Tabela 4 — Valores da analise hematologica do dia 20/09 e 28/09 e média da Cabra
transgénica (T.R64) e ndo transgénica (N.T.89). £ (desvio padréo)

CABRA - N.T.89 CABRA - TR64
PARAMETROS 20/09 28/09 MEDIA 20/09 28/09 MEDIA
Eritrdcitos (x10° L) 20,6 16,4 18,5+20,9 14,2 13,5 13,9+ 3,6
Leucdcitos totais (/uL) 4.550 8.600 3.287 £ 2.025 30.850 24.050 27.450 £ 3.400
Hematocrito 33,5% 36,0% 34,75% 1 24,0% 36,0% 30,00 +6

CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS
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Neutroéfilo 7% 71% 74% + 3 83% 78% 80,5% + 2,5
Linfocito 19% 20% 19,5% = 0.5 16% 18% 17,0% £ 1

Eosindfilo 4,0% 8,0% 6,0% + 2 1,0% 4,0% 25%+15
Mondcito 0% 1,0% 0,5% +0.5 0% 0% 0% 0

O Fator Estimulante de Col6nias de Granulocitos humanos (hG-CSF) segundo
Batista (2014), atua estimulando a neutropoiese juntamente com a funcdo de neutréfilos
circulantes e aumentando a resposta antimicrobiana em pacientes submetidos a tratamento
oncogénico de neutropenia induzida por quimioterapia. Conforme exemplificado por Batista,
R. I. T. P., et. al 2014 os valores do Leucograma da cabra transgénica para hG-CSF quando
comparados com outra cabra ndo transgénica na fase jovem e adulta tendem a se apresentar
discretamente mais altos em virtude da transgénese causada em seu DNA. A comparacao entre
0s bioquimicos ndo sofreu grandes alteracdes, levando em consideracéo a principal funcdo dos

exames em mensurar danos hepéticos e renais.

Tabela 5 - Valores da analise bioquimica do dia 20/09, 28/09 e média da Cabra transgénica
(T.R64) e néo transgénica (N.T.89). + (desvio padrao)

CABRA N.T.89 CABRA T. R64
PARAMETROS 20/09 28/09 MEDIA 20/09 28/09 MEDIA
ALT 17,8 14,7 32,5+4,15 21,77 25,8 29,15 + 26,30
ALP 133,7 196,0 164,8 + 78,5 141,8 138,2 140,0 + 67,29
Creatinina 0,2 0,5 0,32+20 0,2 0,2 02+1,0
Ureia 75,6 167,5 121,5 + 66,1 82,4 160,5 121,45 + 64,44

Testes bioguimicos sdo incluidos com frequéncia nas analises laboratoriais e, assim
como o hemograma, tém como objetivo a avaliacdo geral da satde do animal. Ademais, existem
variaveis que podem exercer maior influéncia nos resultados dos testes bioquimicos, como o
fotoperiodismo, temperatura, diferentes tipos de manejo, métodos de coleta, emprego de
diferentes técnicas laboratoriais para andlise e equipamentos utilizados (BUSH, 2004,
THRALL, M. A. et. al., 2015).

CONSIDERACOES FINAIS

A cabra transgénica apresentou leucocitose e demais parametros do leucograma

elevados quando comparados com o da cabra néo
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transgénica. O eritrograma apresentou valores divergentes entre os animais do estudo. Vale
ressaltar que mesmo para a cabra ndo transgénica utilizada no estudo, os valores referenciais da
literatura ndo corroboraram com os resultados obtidos, enfatizando a necessidade de se

considerar fatores exdgenos que podem estar influenciando nesses parametros.

Os valores divergentes encontrados no presente estudo podem ser justificados pelo
fato de que em outros estudos os animais utilizados sdo exéticos, enquanto a raga utilizada no
presente estudo € de origem nativa. Quanto aos exames bioquimicos, observa-se uma discreta
diferenca entre as cabras, ainda que ndo deletéria, haja visto que ambas estdo sobre 0 mesmo
manejo. Pelo exposto, ressalta-se a importancia de mais estudos para melhor compreenséo do

comportamento hematoldgico de animais transgénicos.

REFERENCIAS

BATISTA, RIBRIO IVAN TAVARES PEREIRA. Caracteristicas Genotipicas e Fenotipicas de
Caprinos Transgénicos Expressando o Fator Estimulante de Colonias de Granuldcitos Humano
(hG-CSF) na Glandula Mamaria. Tese de doutorado. Programa de P6s-graduacao em Ciéncias
Veterinarias Faculdade de Veterinaria da Universidade Estadual do Ceara (PPGGV). Fortaleza.
2014. Disponivel em: <http://www.uece.br/ppgcv/pesquisa/teses/teses-de-2014/> . Acesso: 15
de Setembro de 2021.

BUSH, B. M; Interpretacédo de resultados laboratoriais para clinicos de pequenos animais. 1 ed.
Séo Paulo-SP. Roca, 2004.

FREITAS, V.J. F., MELO, L. M., BATISTA, R. I T. P., SOUZA-FABJAN, J. M. G., TEIXEIRA,
D. I. A. Transgénese em Caprinos. v. 8. P. 402 — 406. Acta Veterinaria Brasilica. 2014.
Disponivle em: < https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/acta/article/view/3961>. Acesso
em: 15 de Setembro de 2021.

FREITAS, VICENTE J.F. et al. Produgdo de cabra transgénica (Capra hircus) como gene do
fator estimulador de coldnias de granuldcitos humanos (hG-CSF) no Brasil. Anais da Academia
Brasileira de Ciénicas, v. 79, p. 585-592. 2007

SILVA, NORO M. Hematologia Veterinaria. Belém — PA. AEDI-UFPA. 2017

THRALL, MARY A. et al. Hematologia e Bioquimica Clinica Veterinaria. 2° ed. ROCA. Sao
Paulo — SP, 2015

WEISS, D. J. & WARDROP, J. Schalmls Veterinary Hematology. 6° ed. 2011.




