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1. Introducao

A Dbiotecnologia ¢ utilizada desde os tempos mais remotos, onde
microorganismos eram usados para a produgdo de paes, vinhos e iogurtes. Esta ¢
definida como sendo um conjunto de técnicas que utilizam organismos vivos ou partes
destes para produzir ou modificar produtos, melhorar geneticamente animais ou plantas,
ou ainda desenvolver microorganismos para fins especificos. As técnicas de
biotecnologia servem-se da biologia molecular, da engenharia genética, biologia celular,
bioquimica, microbiologia, entre outras disciplinas. Os produtos oriundos da
biotecnologia encontram aplicacdo nos campos cientifico, saide humana e animal,
agrondmico e ambiental (Cordeiro, 2000).

A estrutura da molécula do DNA (4cido desoxirribonucléico) foi descoberta nos
anos 50 pelos cientistas James D. Watson e Francis Harry Crick. A engenharia genética
surgiu no final da década de 60 com experimentos realizados em bactérias e virus dando
origem a experimentos com DNA.

Os animais, os seres humanos, as plantas e demais seres vivos sdo constituidos
por moléculas que contém carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, fésforo e enxofre,
além de outros elementos em diferentes propor¢des. Essas moléculas formam as
proteinas, as quais executam a maior parte das fungdes celulares e sdo as responsaveis
pelas vias metabolicas. Essas vias geram todos os produtos organicos secundarios, como
carbohidratos e lipidios, componentes dos tecidos nos animais, da celulose nas plantas,
entre outros. Com isso, a biotecnologia atual opera em nivel molecular, onde as
barreiras estabelecidas na formagdo das espécies desaparecem, sendo isto possivel
porque todos os seres vivos possuem 0 DNA como molécula fundamental portadora da
informagdo génica e compartilham o mesmo codigo genético. Essa informagado
codificada ¢ que determina a fabricagdo de proteinas nos animais e em todos os seres
vivos (Oda & Grunewaldt, 2003).

O cddigo genético ¢ responsavel por transformar a seqiiéncia dos nucleotideos
no DNA (Adenina, Citosina, Guanina ou Timina) em seqiiéncias de aminoacidos, que
sdo os formadores das proteinas. Cada proteina ¢ derivada, portanto, da transcrigao e
traducdo de um gene, sendo todo este processo conhecido como o famoso dogma central
da Biologia Molecular, segundo o qual o fluxo de informag¢des flui do DNA para o RNA
e deste para as proteinas.

A produgdo da proteina inicia-se com o processo de transcri¢do, no qual uma
molécula de RNA (4cido ribonucléico), denominada mensageira (RNAm), ¢ sintetizada
copiando a mensagem do DNA. Apods a conclusdo da transcricio, o RNAm ¢
direcionado a partir do nucleo para o citoplasma da célula onde sua seqiiéncia ¢
traduzida na seqiiéncia de aminoécidos para produzir as proteinas, utilizando o cédigo
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genético. Uma vez que esse codigo ¢ universal, ou seja, uma mesma seqiiéncia de
nucleotideos, quer seja no genoma da soja, quer seja de um animal ou de bactérias,
resulta na produgdo da mesma proteina. Fato este que explica porque a maioria das
técnicas utilizadas pela engenharia genética sdo aplicadas aos mais diversos seres vivos.

As técnicas de manipulacdo do DNA, que permitem o isolamento e a purificagao
de genes especificos num processo chamado clonagem génica, sdo ferramentas
poderosas e importantes no estudo dos fenomenos bioldgicos com repercussao na saude
humana e animal, no meio ambiente, na agricultura e na tecnologia de alimentos.

A tecnologia do DNA recombinante, como se convencionou denominar este
conjunto de técnicas tem uma ampla aplicacdo. Ela pode ser usada para estudar
mecanismos de replicagdo e expressdo génica, na determinagdo da seqiiéncia de um
gene e consequentemente da proteina que ele codifica, ou no desenvolvimento de
culturas microbianas capazes de produzir substancias uteis tais como a insulina humana,
hormoénio de crescimento, vacinas e enzimas industriais em grandes quantidades. Sua
aplicacdo comercial ou biotecnoldgica tem um potencial inesgotavel.

Além disto, o rapido progresso da genética molecular tem motivado
pesquisadores de todo o mundo para o uso direto de genes como forma de terapia.
Inicialmente os estudos eram voltados para o tratamento de problemas genéticos, mas
logo ficou evidente que as manipulagdes genéticas envolvendo genes especificos e
vetores de expressdo direcionados para eucariotos, poderiam ser usados como
tratamento ou na agdo preventiva para varias doengas.

A caprino-ovinocultura com o efetivo de ovinos e caprinos, de
aproximadamente 14.638.925 e 9.537.439 de cabegas, respectivamente, (IBGE, 2001)
contribuem para a geragdo de divisas para o Pais. Ademais, a produ¢do de caprinos e
ovinos constitui-se uma das principais fontes de renda da populagdo rural nordestina e
de pequenos produtores de outras regides do Pais, além de exercer uma fun¢do social
de grande relevancia, que ¢ a fixacdo do homem no campo, evitando assim o éxodo
rural.

Mudangas recentes nos habitos alimentares das populagdes dos médios e
grandes centros urbanos do Pais, t€ém exercido uma forte pressdo de demanda pelos
produtos oriundos da caprino-ovinocultura, principalmente pela carne. Impulsionada
por esses aspectos, a cada dia, a atividade estd caminhando a passos largos para se
firmar como uma commodity de fundamental importancia s6cio-econdmica no pais,
passando a representar uma alternativa potencial expressiva na oferta de carne, leite e
de derivados, favorecendo o aspecto alimentar das populagdes rural e urbana.

Embora a Zona Semi-Arida do Nordeste Brasileiro seja considerada habitat
adequado para a criacdo de caprinos e ovinos deslanados, ha forte tendéncia de
crescimento da exploracdo desses animais fora do chamado "poligono das secas".
Assim ¢ que a exploragdo desses animais, e principalmente de ovinos, tem-se
expandido nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Norte, incluindo a Pré-Amazonia
brasileira. Essas regides, com os seus mais de 63 milhdes de hectares de pastagens
cultivadas, formam um vasto territorio com enorme potencial para a exploragdo
intensiva e racional da caprino-ovinocultura, particularmente, para a produgdo de carne
e peles de qualidade.

A Embrapa, caracterizada como uma Instituicdo de Exceléncia em pesquisas
voltadas para o Agronegocio Brasileiro, reconhecida mundialmente, tem sido
fortemente demandada pelos mais significativos segmentos do agronegdcio da carne,

Rosinha, G.M.S.



IV SEMANA DA CAPRINOCULTURA E OVINOCULTURA BRASILEIRAS
Embrapa Caprinos - Sobral, 20 a 24 de Setembro de 2004

leite e couro do Brasil, a continuar desempenhando seu papel inovador e desenvolver
pesquisas de ponta ligadas a doengas que constituem fortes barreiras sanitdrias na
caprino-ovinocultura, para o abastecimento interno e externo de produtos de origem
animal de qualidade. Ademais, algumas dessas doengas além de por em risco a satude
do rebanho, constituem sérios problemas de satide publica.

O avango das técnicas de Biologia Molecular nas ultimas duas décadas tem
contribuido com a evolugdo das Ciéncias Biologicas, incluindo a Ciéncia Animal.

A Biotecnologia Molecular aplicada a satde animal envolve a area de
protedmica € genOmica, com sua extensdo para a terapia génica, diagnoéstico,
prognostico, tratamento e prevengdo de doengas, incluindo-se nesta vertente a
constru¢do e producdo de moléculas recombinantes de acidos nucléicos e proteinas,
usadas na vacina¢do animal.

A alta incidéncia de doengas que acometem caprinos e ovinos ¢ um dos
principais fatores que afetam o desenvolvimento da caprino-ovinocultura na regido
Nordeste do Brasil. Os prejuizos econdomicos causados pelas enfermidades ocorrem
através da diminui¢cdo da producdo de carne e leite, da condenagdo de peles e carcacas,
deficiéncias na reproducdo, descarte e morte dos animais. Em virtude disto, uma das
areas com maior potencialidade de aplicacdo da biologia molecular na caprino-
ovinocultura ¢ a area de sanidade animal, seja na linha na linha de desenvolvimento de
vacinas ou desenvolvimento de teste de diagndsticos para as mais diversas doencas
responsaveis pelos mais variados prejuizos causados a este ramo do agronegdcio
brasileiro.

2. Estudos e Desenvolvimento de Vacinas

O desenvolvimento de vacinas e sua aplicagdo no meio real requerem estudos.
As vacinas convencionais para pequenos ruminantes ainda sdo bastante reduzidas,
sendo utilizadas vacinas de bovinos ¢ em dosagens menores. Portanto, se faz necessario
0 aprimoramento de vacinas e seu uso em caprinos € ovinos.

As vacinas t€ém como objetivo fundamental a imunizagdo prévia do animal, de
modo que ele passe a responder rapida e eficientemente quando em contato com o
agente infeccioso, evitando assim a ocorréncia ou desenvolvimento da doenga. Diversas
estratégias foram utilizadas para o desenvolvimento de vacinas do decorrer dos tempos.
Até o momento existem trés geracdes distintas de vacinas: i) vacinas de primeira
geracdo, surgidas no comeco deste século, sdo aquelas produzidas com
microorganismos vivos atenuados ou mortos e inativados; ii) vacinas de segunda
geracdo, que sdo as constituidas de antigenos purificados e provenientes de fontes
naturais, sintéticas ou recombinantes; iii) vacinas de terceira geragdo, as quais surgiram
mais recentemente, sdo as vacinas génicas ou de DNA e as vacinas vivas geneticamente
modificadas.

3. Vacinas Génicas ou Vacinas de DNA

O réapido progresso da genética molecular tem motivado pesquisadores de todo o
mundo para o uso direto de genes como forma de terapia, seja como tratamento ou na
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acdo preventiva para varias doencas, através do uso da inovacdo biotecnolédgica das
vacinas de terceira geragdo, como as vacinas de DNA, vacinas a base de peptideos e as
vacinas que utilizam microorganismos vivos recombinantes. A vacina de DNA ¢ a mais
recente forma de apresentagdo de antigenos que veio revolucionar o campo das vacinas.
Ela representa um novo caminho para a administragdo de proteinas imunogénicas. O
uso das vacinas de DNA oferece uma série de vantagens econdmicas, técnicas e
logisticas quando comparado com as vacinas classicas, especialmente se considerarmos
a sua utilizacdo nas condi¢des oferecidas pelos paises em desenvolvimento. Por
exemplo, a producao em larga escala ¢ bem mais barata, a manuten¢do do controle de
qualidade ¢ mais facil e a comercializagdo ndo necessita de uma rede de refrigeracao,
pois estas vacinas sdo estdveis a temperatura ambiente (Azevedo & Oliveira, 1998).
Outras vantagens potenciais deste tipo de imuniza¢do incluem a apresentagdo
conformacional correta dos epitopos relevantes pelas células do hospedeiro, a
possibilidade de gerar uma resposta imune celular sem o risco da replicagcdo de vetores
ou organismos vivos ¢ a simplicidade e baixos custos da tecnologia envolvida na
producdo destas vacinas quando comparada com a obtengdo de proteinas recombinantes
ou peptideos sintéticos (Waine & McManus, 1995).

Nas vacinas génicas ou de DNA, um gene do agente causador da doenga, que
pode ser um virus, bactéria, fungo ou parasita, que codifica um antigeno potencialmente
imunogénico, ¢ clonado em um vetor de expressdo eucaridtico e introduzido em um
animal. A proteina de interesse vai ser expressa “in vivo”, mimetizando a apresentagao
antigénica como ocorre na infec¢do natural, sendo portanto capaz de induzir o sistema
imunolégico a produzir anticorpos ou estimular a imunidade mediada por células,
principalmente linfécitos T auxiliares ou citotoxico, protegendo contra a infecc¢do
causada pelo agente patogénico de onde se originou o DNA. A Figura 1 ilustra a
producdo de uma vacina de DNA da clonagem do gene até o processo de imunizagao.
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Figura 1. Esquema da estratégia de producio de uma vacina de DNA (adaptada de
Silva, 1999)

Uma importante estratégia a ser considerada na otimizagdo da eficacia das
vacinas de DNA ¢ a escolha do vetor a ser utilizado. Os requerimentos basicos na
estrutura de um plasmideo para vacina de DNA inclui um promotor para células
eucaridticas, um sitio de clonagem, uma seqiiéncia de poliadenilagdo, um gene
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marcador de selecdo e uma origem de replicagdo em bactérias (Gurunathan et al., 2000).
Um promotor forte ¢ essencial para uma oOtima expressdo do antigeno em células de
mamiferos, sendo os promotores derivados de virus, como o citomegalovirus (CMV),
um dos mais utilizados. O sitio de clonagem downstream do promotor ¢ o local para a
insercdo do gene heterélogo e, a inclusdo de uma seqiiéncia de poliadenilagdo (cauda
polyA), como a do horménio de crescimento bovino (BGH) ou a do virus SV40,
proporcionam a estabilizacdo do transcrito mRNA. Os marcadores de selecdo mais
utilizados sdo os genes bacterianos de resisténcia a antibioticos, como o gene de
resisténcia a ampicilina. Entretanto, uma vez que o gene de resisténcia a ampicilina ¢
proibido para uso em humanos, o gene de resisténcia a canamicina ¢ muitas vezes
utilizado. A origem de replicagdo ColEl de Escherichia coli estd presente nos
plasmideos da série pUC, os quais sdo os mais utilizados em vacinas de DNA, devido o
grande numero de cépias que eles produzem na bactéria, o que permite uma excelente
producdo de DNA plasmidial na purificacdo (Garmory et al., 2003).

A estrutura do plasmideo utilizado nas vacinas de DNA ¢ extremamente
importante para a otimizacdo da expressdao do antigeno. Porém, existem outros aspectos
que devem ser considerados e que influenciam na eficicia das vacinas de DNA: 1)
seqiiéncia do gene; ii) co-expressdo de seqiiéncias estimulatorias; iii) sistema de
introdugdo do plasmideo e, iv) estimulacdo do sistema imune apropriado.

O esqueleto de um plasmideo utilizado para vacina de DNA pode ser
perfeitamente modificado para aumentar a sua imunogenicidade, via a manipulagdo do
DNA plasmidial para a inclusdo de determinadas seqiiéncias estimulatorias. Uma
caracteristica importante nas vacinas de DNA ¢ a possibilidade do proprio DNA servir
como adjuvante no processo de imunizagdo (Roman ef al.,1997). Esse efeito ¢ mediado
pelos motivos “CpG” presentes numa seqliéncia nucleotidica especifica de 6 pares de
bases contendo um dinucleotideo CpG central, duas purinas na extremidade 5" e duas
pirimidinas na extremidades 3, conhecido como seqiiéncia de DNA imunoestimuladora
(ISS) (Ballas et al, 1996). Foi demonstrado que essas seqiliéncias tem pelo menos duas
acoes: induzir a liberagdo de citocinas como IL-6, IL-12 e IFN-y pelos macrofagos e
linfocitos ativados, que sdo cruciais no controle de infe¢des bacterianas intracelulares
(Klinmam et al.,1996), e aumentar a expressao das moléculas co-estimuladoras nas
células apresentadoras de antigenos envolvidas nas interagdes com os linfocitos
(Sparwasser et al.,1998).

Existem vérios métodos de introdugdo do DNA plasmidial nas células do
hospedeiro. Porém, os mais utilizados sdo a injecdo intramuscular, onde o DNA ¢
injetado diretamente nos musculos femural ou quadriceps do animal, ou pela
biobalistica, usando o “gene gun”, onde particulas de ouro sdo cobertas com o DNA
plasmidial e aceleradas diretamente na epiderme dos camundongos (Robinson, 1997;
Davis, 1997). Existem diferengas entre as duas rotas de administragio que podem
influenciar no tipo de resposta imune a ser induzida, sendo a quantidade de DNA
inoculado e a eficiéncia e o tipo de células transfectadas, os pardmetros de maior
importincia. Na injecdo intramuscular, inocula-se 100 pg do plasmideo no animal a ser
imunizado, enquanto a biobalistica utiliza uma quantidade de DNA inferior a 1 ug por
administragdo, ou seja, mais do que cem vezes menos material biologico (Robinson &
Torres, 1997). Com relagdo ao tipo de células apresentadoras de antigenos transfectadas
no processo, foi observado que o musculo contém principalmente midcitos e alguns
macrofagos residenciais enquanto a pele contém muitas células de Langerhans que se
diferenciam em células dendriticas (Wolff et al., 1992).
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A imunizagdo com DNA produz uma resposta imune de longa duracdo ativando
linfocitos T CD4+ e CD8+, além de linfocitos B para a produgdo de anticorpos (Ulmer
et al., 1996). No entanto, de acordo com a rota de administracao utilizada (inje¢do ou
biobalistica) a resposta imune pode ser direcionada para o perfil Thl ou Th2. Estudos
recentes vem mostrando que a injecao intramuscular induz, principalmente, uma
resposta imune do tipo Thl, enquanto a imunizacdo via biobalistica, estimula uma
resposta do tipo ThO ou Th2 (Robinson et al., 1997; Oliveira et al., 1999).

Uma das principais desvantagens das vacinas de DNA ¢ que estas carream
geralmente um antigeno, sendo, portanto a sua estrutura molecular menos complexa, por
isso sdo muitas vezes menos imunogénicas que as vacinas que utilizam organismos
mortos ou atenuados. Isto tem levado ao interesse no desenvolvimento de novos e
seguros adjuvantes, para obter-se uma vacina de DNA mais efetiva (Hanlon & Argyle,
2001). Muitas classes de adjuvantes tém sido investigadas, incluindo complexo
imunoestimulatorios, lipossomos e citocinas. O uso de citocinas € o mais promissor, ja
que estas podem orientar a resposta imune para o perfil Thl ou Th2 de acordo com o
tipo de resposta imune desejada (Kim et al., 1997).

Com tais caracteristicas, as vacinas de DNA trazem grandes esperangas para o
campo da vacinologia, preservando todos os aspectos positivos das vacinas cldssicas
existentes e sem os riscos dos organismos vivos atenuados espontaneamente, que podem
reverter a sua patogenicidade.

As vacinas de DNA sdo amplamente aplicdveis na area veterinaria e oferecem
um alto potencial para o desenvolvimento de vacinas inexistentes ou o desenvolvimento
de novas vacinas para doengas as quais ja existam vacinas, porém estas apresentam
desvantagens, principalmente pouca eficiéncia de prote¢ao.

A imunizacdo genética tem se mostrado apropriada para prevenir infec¢des por
patdgenos intracelulares, nas quais a resposta imune mediada por células ¢ responsavel
pela imunidade. Como exemplos podemos citar Mycobacterium tuberculosis (Lowrie et
al., 1997), virus da influenza (Ulmer ef al., 1993), herpesvirus bovino (Cox et al., 1993;
Oliveira et al., 2000), Plasmodium falciparum (Hoffman et al., 1997) e Brucella
abortus (Rosinha et al., 2002a).

Em ovinos e caprinos as pesquisas com vacinas de DNA tem envolvido parasitas
como Boophilus microplus (De Rose et al., 1999), Taenia ovis (Drew et al., 2000),
Ehrlichia ruminantium (Collins et al., 2003) e Cryptosporidium parvum (Sagodira et
al., 1999), respectivamente, além do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) que
afeta caprinos (Cheevers et al., 2003).

A vacina de DNA pode ser uma estratégia efetiva na preven¢ao da infecc¢ao pela
C. pseudotuberculosis, causadora da linfadenite caseosa em caprinos e ovinos, como
indicaram os recentes experimentos com o gene da fosfolipase D modificado
geneticamente. O plasmideo contendo o gene da fosfolipase D utilizado para imunizar
intramuscularmente ovinos, induziu uma prote¢do parcial de 70% dos animais
vacinados (Chaplin et al., 1999). Contudo, novos antigenos da bactéria, que induzam
uma resposta imune mais eficaz e consequentemente maior protecdo, necessitam ser
identificados.
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4. Vacinas de Micoorganismos Vivos Recombinantes

Dentre as possiveis formas de vacinas estudadas, uma estratégia que vem sendo
amplamente utilizada para diferentes organismos patogénicos ¢ a obtengdo de cepas
vivas atenuadas, através da delecao dirigida de genes supostamente envolvidos na
viruléncia destes patégenos. A vacina viva atenuada possui a vantagem, em relagdo as
outras formas de vacinas, de produzir um forte estimulo para as citocinas mais
importantes no controle da infec¢do bacteriana, como por exemplo, IL-12 e IFN-y.

Para a obten¢do de microorganismos vivos atenuados recombinantes, podem ser
utilizadas varias técnicas, sendo a mais difundida, a utilizacdo da recombinagao
homologa dupla. Para realizar a mutacdo do gene virulento no genoma do patégeno, €
realizada a troca dos gene selvagem virulento pelo mesmo gene interrompido pelo “cassete”
de canamicina, através do uso de um plasmideo suicida. Este plasmideo ¢ transferido para o
genoma do patogeno através de eletroporagdo, onde dois eventos podem ocorrer:
recombinagdo homologa simples ou dupla (Figura 2). Na recombinagdo homologa
simples, ocorre recombinacdo em apenas uma parte do gene, ocorrendo a integracdo
completa do plasmideo, e as bactérias tornam-se resistentes a canamicina ¢ ampicilina.
Na recombinagdo homologa dupla, o plasmideo sofre recombinag¢do em duas regides do
gene, o que leva a uma troca total do gene selvagem virulento pelo gene mutado, sendo
estas bactérias canamicina resistentes e ampicilina sensiveis. As colonias onde a
recombina¢do homologa dupla ocorreu (aqui denominadas duplo recombinantes) sdo as
desejadas, visto que ocorre a troca do gene selvagem pelo gene mutado, sem a
consequente producdo da proteina alvo. Estes clones duplo recombinantes, perfazem um
total de 3 % das colonias obtidas apds a eletroporacdo. As bactérias duplo
recombinantes obtidas por esta técnica, sdo testadas e poderdo ser posteriormente
utilizadas como vacinas vivas geneticamente deletadas, apos devidos testes e
validagoes.

A construcdo de uma cepa mutante de Pseudomonas aeruginosa, através da
delecdo do gene arod4 do seu genoma, resultou numa potencial candidata a vacina
intranasal contra este patogeno (Priebe et al., 2002). Mutagdes neste gene, o qual
codifica uma enzima essencial para a sintese de aminodcidos aromaticos, tem também
sido utilizada para a obtenc¢do de cepas vacinais atenuadas para varios outros patogenos,
incluindo espécies de Salmonella (Stocker, 1988) e Aeromonas hydrophila (Hernanz et
al., 1998). A cepa viva atenuada de P. aeruginosa mostrou-se altamente avirulenta em
camundongos, sendo eliminada do pulmio destes animais 4 dias apds a vacinagao
intranasal, ao contrario quando da inoculacdo da cepa virulenta que causa a morte destes
animais em 72 horas. Além da atenuagdo, esta cepa foi capaz de induzir altos niveis de
anticorpos opsonizantes e proteger contra o desafio com a cepa virulenta da P.
aeruginosa (Priebe et al., 2002).

O desenvolvimento de vacinas vivas deletadas tem sido avaliado para
muitos outros patégenos como, por exemplo, Mycobacterium tuberculosis (Pavelka &
Jacobs, 1999), Salmonella typhimurium (Straaten et al., 2001), além da Brucella
abortus (Rosinha et al.,2002b).
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Figura 2. Esquema dos eventos de recombinacio homéloga simples e dupla que
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Esta estratégia utilizada na construcdo de cepas vivas atenuadas através da
delecdo de um ou mais genes de um determinado patdégeno, além do uso destas como
vacinas vivas deletadas, tem também sido proposta a utilizagdo destas cepas como
vetores que expressam antigenos protetores de outros patdgenos, constituindo uma cepa
vacinal hibrida. Pode-se citar como exemplo disto, a construcdo da cepa viva atenuada
da S. typhimurium contendo um plasmideo expressando antigenos do virus da hepatite B
humana (Tacket ef al., 1997) e também o uso de vacinas vivas deletadas de Bordetella
pertussis utilizada como vetor para produzir antigenos contra varias infec¢des virais e
bacterianas (Mielcarek et al., 2000).

Com o advento da era gendmica, através do conhecimento completo das
informagdes genéticas de um microorganismo, poderemos identificar genes isolados ou
“cluster” de genes e estudar seu papel na viruléncia de determinados patogenos e,
posteriormente avaliar o potencial de novas cepas mutantes como vacinas para um
importantes doencas que acometem caprinos, ovinos, bovinos, suinos, entre outros
rebanhos (Weinstock, 2000).

5. Consideracgoes Finais

Além do campo da vacinologia, a biotecnologia molecular possui outras
inimeras aplicagdes na drea animal, em diferentes fases de desenvolvimento, porém nao
menos importantes. Dentre elas pode-se citar o uso de marcadores moleculares para a
deteccdo de genotipos superiores , desenvolvimento de testes de diagnosticos
moleculares, através do uso da técnica de PCR (reagdo em cadeia da polimerase),
conservacdo de recursos genéticos, testes de paternidade animal além da clonagem e
transgénese animal, entre outras.

A transgénese animal abrange basicamente quatro principais linhas de pesquisa:
i) a utilizagdo de animais transgénicos como biofabricas, para a produg¢do em larga
escala de proteinas expressas no leite ou no sangue; ii) estudos da regulacio e expressao
génica, onde animais transgénicos tem sido utilizados para a elucidacdo dos
mecanismos moleculares que controlam a expressdo e a regulagdo de diversos genes,
durante o desenvolvimento fetal ¢ em tecidos adultos; iii) estudos biomédicos e
xenotransplantes, no estudo dos mecanismos moleculares que contribuem para a
patologia de doengas humanas e a utilizacdo de animais transgénicos como doares de
orgaos, que expressem fatores de inibicdo a rejeicdo a transplantes, respectivamente e,
iv) introducdo de novas caracteristicas genéticas importantes economicamente, com o
objetivo de produzir animais transgénicos que apresentem caracteristicas de importancia
comercial, tais como maior eficiéncia na conversao alimentar, maior quantidade de
proteina na carne, maior taxa de crescimento corporal, maior producdo de carcaga e
maior resisténcia a doencgas (Ribeiro, 2001).

O avango tecnoldgico nas areas de biologia molecular e bioinformatica tem
contribuido para o avango na pesquisa gendmica, permitindo o rapido sequenciamento
de genomas de interesse. Através do desenvolvimento da gendmica, que ¢ uma nova
area da biologia que surgiu devido ao sequenciamento em larga escala, pode-se obter
informagdes valiosas sobre os sistemas bioldgicos da maioria dos seres vivo, incluindo
animais, humanos, plantas e microorganismos. O conhecimento do genoma dos animais
dos principais rebanhos economicamente importantes como ovinos, bovinos, suinos e
aves facilitard a dissecag@o da arquitetura genética das caracteristicas poligénicas como
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ganho de peso, eficiéncia alimentar, balango energético, fertilidade e resisténcia a
doengas (Bertani et al., 2003). Ademais, aliada a era gendmica surgiu recentemente a
era proteOmica. A andlise protedmica permite saber se ¢ quando um determinado
produto genético estd sendo expresso, a concentragdo relativa deste produto e, por fim,
as modificagdes que podem ocorrer nestas proteinas apos a sua tradugao.

A andlise protedmica vai muito além da listagem de proteinas de um
determinado ser vivo, ela pode fornecer indicios substanciais quanto a organizagdo ¢ a
dinamica dos processo metabolicos, regulatorios e de sinalizagdo através dos quais as
células se desenvolvem. Ademais, a andlise protedmica pode mostrar como estes
processos se tornam disfuncionais nos estados patologicos e como podem ser
manipulados, mediante, por exemplo, a administracdo de medicamentos ou a terapia
génica. Com isto, existe a possibilidade através do conhecimento dos proteomas da
identificacdo de novos alvos farmacologicos, novas moléculas bioativas e marcadores
bioldgicos que poderdo ser usados para diagndsticos clinicos de doencas animais e
humanas (Pimenta, 2003).
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