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A transgenia na piscicultura:
realidade ou ficcao?

I:N:I as Gltimas décadas, os avangos bio-
tecnolégicos tém disponibilizado uma
série de ferramentas que possibilitam isolar
e transferir genes de uma espécie para ou-
tra. Nesse contexto, a transferéncia génica
(transgénese) surgiu como uma alternativa
promissora para aumentar a producao aquicola.
Diferentemente dos métodos convencionais de
melhoramento genético aplicado a piscicultura,
os quais foram descritos nos artigos anteriores
desta série, a transgénese produz resultados
mais imediatos sem a necessidade de usar
um grande nimero de animais, bem como en-
curtando o tempo de obtencdo de genétipos
favoraveis geralmente obtidos em programas de
melhoramento por selecao. Mas, afinal, o que
é um peixe transgénico? Como um organismo
transgénico é produzido? Quais as aplicacoes da
transgenia na aquicultura? Ja ha peixes trans-
génicos sendo comercializados? Quais os riscos
dessa tecnologia? E no Brasil, ja temos algum
peixe transgénico? Nesse artigo pretendemos
esclarecer o leitor tais questoes e desmitificar
a técnica de transgenia.
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Por defini¢do, organismos transgénicos sdo aqueles
que tiveram a inser¢do de um ou mais genes em seu genoma
(sequéncia completa de DNA de um organismo) por meio
das técnicas de engenharia genética. O gene inserido pode
ser enddgeno (ja existente no genoma do animal) ou ex6-
geno (genes provenientes de outras espécies). O primeiro
registro da producdo de peixes transgénicos foi reportado
em 1985, quando o gene do hormdnio do crescimento (GH)
humano foi microinjetado em ovos recém-fertilizados de
goldfish (Carassius auratus). No entanto, essa tecnologia
ficou realmente conhecida a partir de um artigo publicado
na revista Nature em 1994 por pesquisadores canadenses,
mostrando-se de grande potencial para a industria aquicola.

Nesta pesquisa, intitulada “Extraordinary salmon growth”
(Crescimento extraordinario do salmao), salmdes transgénicos
para o GH apresentaram um crescimento até 37 vezes maior
do que os seus irmaos nao transgénicos. A partir desse estudo,
uma série de espécies de peixes tornou-se alvo de manipulagdo
genética com os mais diferentes objetivos. Até o momento,
aproximadamente 50 espécies de peixes ja foram modificadas
geneticamente, resultando em mais de 400 combinagdes (espécie
x caracteristica desejada). A maioria das espécies transgénicas
produzidas sdo aquelas mais usadas na piscicultura, como sal-
mao, truta, tilapia e carpa comum. Entretanto, nenhuma delas
ainda esta liberada para o consumo humano.

Como produzir peixes transgénicos
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Para a producdo de um animal transgénico, 0 DNA
exogeno que sera transferido para o organismo receptor deve
simular a estrutura de um gene normal para ser funcional.
Assim o DNA exo6geno, também conhecido como transgene
ou vetor de expressao, deve ser composto por trés partes: (i)
aregido promotora - dirige a expressao do gene de interesse;
(ii) regido codificante ou gene de interesse - codifica para a
proteina responsavel pela caracteristica fenotipica alvo da
manipulacdo; e (iii) regido de terminagao - contém sinais que
indicam a finalizag¢do do processo de transcri¢ao.

Para construir um transgene, o primeiro passo ¢ decidir
qual a caracteristica de interesse que se deseja introduzir em
um determinado organismo. Apos isso, identifica-se o gene ou
0s genes responsaveis por essa caracteristica com a utilizagdo
de metodologias de engenharia genética. O gene de interesse
pode ser isolado do proprio organismo a ser manipulado, ou
de outra espécie caso o organismo alvo ndo apresente o gene
de interesse. Posteriormente, o gene de interesse isolado ¢é
incluido num vetor de expressdo. Na Figura 1, ilustramos
como ¢ possivel produzir peixes transgénicos fluorescentes a
partir de um gene encontrado no genoma de uma medusa, o
qual codifica para uma proteina capaz de emitir fluorescéncia
quando excitada por luz ultravioleta. A mesma estratégia é
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Figura 1: Etapas da produgdo de peixes transgénicos utilizando a técnica de microinjegdo e os cruzamentos
para obtencdo de uma linhagem transgénica. (Modificado de Udvadia & Linney, 2003)
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Figura 2: Processo de microinjecdo, na figura pode-se observar
o0 ovocito de mamifero imobilizado por uma micropipeta, sendo
penetrado por uma micro-agulha pela qual se injeta o transgene
(http://www.oulu.fi/biocenter/tg-core)

utilizada para a produgdo de peixes transgénicos com quaisquer
outras caracteristicas desejaveis.

Em peixes, varios métodos tém sido aplicados para
transferir o vetor de expressdo para o genoma da espécie
hospedeira. Atualmente, as técnicas mais usadas sdo: mi-
croinjecdo no citoplasma de ovos recém-fertilizados (1-4
células), infecg@o por retrovirus, eletroporagdo, biobalistica,
lipofecgdo e a transferéncia mediada por espermatozoides.
Dentre essas, a microinje¢do (Figura 2) é a técnica que tem

"A producao de
peixes ornamentais
fluorescentes
encontra-se no estagio
mais avancado, pois os
animais ja sairam
da etapa de pesquisa
e estao sendo
comercializados
internacionalmente
em lojas de aquarismo."
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Figura 3: Peixes
ornamentais transgénicos
expressando diferentes
proteinas fluorescentes.

(A) Danio rerio
(GloFish®, Fonte:
www.glofish.com);

(B) Pterophyllum scalar
(Fonte: Jy Lin Co., Ltd);

(C) Amatitlania
nigrofasciata (Fonte: Jy
Lin Co., Ltd)

sido empregada com mais sucesso em peixes devido a sua
simplicidade e confiabilidade. A eficiéncia na produgdo de
animais transgénicos utilizando essa técnica variade 5 a
70% dependendo da espécie escolhida, das caracteristicas
do transgene e da habilidade do técnico no processo de
microinje¢do. A principal desvantagem dessa técnica é a
grande probabilidade da produ¢do de individuos mosai-
cos, ou seja, aqueles cujos embrides possuam apenas uma
parte de suas células ou tecidos expressando o transgene
(Figura 1). Esse fendmeno aumenta o esfor¢o necessario
para a identificacdo de transgénicos com potencial para
gerar linhagens germinativas. Além disso, ¢ uma técnica
muito trabalhosa. Por exemplo, somente cerca de 100 ovos
de zebrafish (Danio rerio) sdo microinjetados durante uma
hora, enquanto para o salmao, somente 30 embrides sdo
microinjetados durante esse mesmo periodo.

Aplicacoes da transgenia na aquicultura e a
comercializacao de peixes transgénicos

Na aquicultura, além da obten¢do de peixes com
maiores taxas de crescimento, a transgenia também tem
sido usada para: (i) aumentar a resisténcia ao congela-
mento, (ii) alterar o metabolismo das espécies carni-
voras para reduzir a dieta alimentar a base de proteina
animal, (iii) produzir peixes estéreis, (iv) aumentar a
resisténcia a doengas, (v) produzir peixes ornamentais
fluorescentes e (vi) usar peixes transgénicos como
biofabricas para a produgdo de farmacos. Dentre es-
ses, a produgdo de peixes ornamentais fluorescentes
encontra-se no estdgio mais avancado, pois os animais
sairam da etapa de pesquisa ¢ ja estdo sendo comer-
cializados internacionalmente em lojas de aquarismo.

Em 2003, um grupo de pesquisa da Universidade Nacio-
nal de Singapura liderado pelo Dr. Zhiyuan Gong desenvolveu
diferentes linhagens do zebrafish. O "GloFish®" (www.glofish.
com), como sdo conhecidos, sdo considerados os primeiros
organismos transgénicos bem sucedidos comercialmente, e
sdo de propriedade internacional da empresa Yorktown Tech-
nologies (Texas, EUA). As diferentes linhagens do GloFish®
expressam proteinas fluorescentes amarela, vermelha, azul,
purpura e verde. Esses peixes foram produzidos a partir de
transgenes constituidos de genes deliberadamente alterados
para que as proteinas fluorescentes resultantes emitam fluo-
rescéncia em diferentes comprimentos de onda do espectro
luminoso. A expressao dessas proteinas ¢ controlada por um
forte promotor que atua no tecido muscular e a fluorescéncia
¢ observada quando os peixes sdo iluminados com lampada
ultravioleta (Figura 3A). Mais recentemente, em 2010, um
grupo de cientistas de Taiwan (Universidade de Sinica) anun-
ciaram a produgdo e comercializagdo de outras espécies de
peixes ornamentais fluorescentes, os ciclideos Pterophyllum
scalare e Amatitlania nigrofasciata (Figuras 3B e C). Estes
animais surgem como alternativa para o incremento da cadeia
produtiva de peixes ornamentais

Além da utilizagdo da transgenia na aquariofilia, a intro-
ducdo do gene do hormdnio do crescimento (GH) em peixes de
interesse comercial também tem obtido grande éxito em nivel
experimental. Na maioria dos casos, os peixes transgénicos
para o GH atingem o dobro do tamanho corporal na metade do
tempo em que os ndo transgénicos e, além disso, apresentam
uma melhor conversdo alimentar. Devido a esse sucesso,
a empresa de biotecnologia Aquabounty Technologies
localizada em Waltham, Massachusetts (EUA), investiu no
desenvolvimento de uma variedade de salmao do Atlantico
(Salmo salar) transgénico para o gene do GH isolado do
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salmao chinook (Oncorhynchus tshawytscha). A variedade
transgénica foi denominada de AquAdvantage® (Figura 4).
Nos salmoes ndo transgénicos, a producdo do GH diminui
durante os meses de inverno e, consequentemente, os pei-
xes desaceleram sua taxa de crescimento. Para contornar
esse problema, a empresa Aquabounty usou um promotor
de um gene de uma proteina anticongelante derivado de
uma enguia (Zoarces americanus), permitindo que o gene
GH do salmao chinook fosse expresso durante os meses
de inverno. Desta forma, o salmdo transgénico consegue
crescer satisfatoriamente durante todas as esta¢des do ano,
e atinge o tamanho comercial em 18 meses ao invés dos
trés anos como ¢ o caso dos salmdes ndo transgénicos.
E importante salientar que, apesar de atingir o tamanho
comercial mais rapido, o salmao transgénico para o GH
ndo alcanga um tamanho maior que os salmoes selvagens.

Com o desenvolvimento dessa variedade de salmao
transgénico, em 1995, a empresa Aquabounty entrou com
um pedido de autorizagdo para sua comercializagdo junto
a agéncia de Administragdo de Drogas e Alimentos dos
Estados Unidos da América (FDA, do inglés Food and
Drug Administration). Apos 19 anos de intensas pesquisas
¢ debates, a FDA ainda ndo autorizou a comercializacao
do salmao transgénico para consumo humano. Contudo,
em 2010 a FDA anunciou que o salmio transgénico ¢ um
alimento tdo seguro quanto o salmao selvagem. Posterior-
mente, em 2012, a FDA reportou que o salmao transgénico
ndo oferece perigo ao meio ambiente. Ao final de 2013, a
empresa Aquabounty recebeu autorizagdo do governo cana-
dense para a producao de ovos de salmdes transgénicos e sua
comercializa¢do. Todos esses fatos levam a crer que dentro
de um curto periodo de tempo o salmao transgénico para o
GH sera o primeiro animal liberado para o consumo humano
no mundo. [sso demonstra que a transgenia sera em breve
uma realidade para os produtos advindos da piscicultura.

E claro que com a perspectiva da liberagdo de um or-
ganismo transgénico para o consumo humano, as questdes
ambientais e os riscos associados a saide humana tém sido
alvos de intensos debates. Para evitar os riscos ambientais
relacionados ao escape dos ani-

"Fatos levam a crer
que dentro de um curto
periodo de tempo o
salmao transgénico para
o GH sera o primeiro
animal liberado para o
consumo humano no
mundo. Isso demonstra
que a transgenia sera em
breve uma realidade para
os produtos advindos da
piscicultura.”
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isolamento fisico de ambas as fases de criagdo como
medida de prevencdo para efetivamente nao permitir
escape de salmao transgénico para o meio ambiente.
Com relacdo aos riscos a saide humana, a principal
preocupacgdo da FDA esta relacionada ao potencial
alergénico do salmio transgénico. Até o momento,
os estudos realizados ndo foram conclusivos para
indicar se o salmao transgénico para o GH ¢ mais
alergénico do que o salmao selvagem. Assim, a FDA
recomendou novas pesquisas para a obtencdo de
dados mais confiaveis.

mais transgénicos, a Aquaboun-
ty garante que todos os salmoes
modificados geneticamente
serdo estéreis (triploides) e fé-
meas. Essas medidas biologicas
garantem que num eventual
escape para o meio ambiente,
o salmao transgénico ndo sera
capaz de reproduzir com as po-
pulagdes selvagens. Além disso,
a Aquabounty propde separar
geograficamente a producgao

de ovos da fase de crescimento Figura 4: Salméo (Salmo salar) ndo transgénico (primeiro plano) e o salmao transgénico para o GH
e engorda, possibilitando um denominado AquAdvantage® (segundo plano) com a mesma idade. (Fonte: Aquabounty Technologies)
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Figura 5: Zebrafish (Danio rerio) transgénicos produzidos no laboratério
de Biologia Molecular da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).
(A) Zebrafish transgénico para o gene do GH do peixe-rei Odontesthes
argentinensis e para o gene da proteina verde fluorescente (GFP) da
medusa Aequorea victoria. (B) Zebrafish transgénico para o gene do
receptor do horménio do crescimento do proprio zebrafish e para a
proteina vermelha fluorescente de uma espécie de coral marinho,
Discosoma sp.

Manipulacao genética de peixes no Brasil

Até o presente momento, apenas duas espécies
de peixes foram manipuladas geneticamente no Brasil:

o zebrafish e o jundid (Rhamdia quelen). A primeira
linhagem de peixe transgénico no Brasil foi desenvol-
vida em 2004 no Laboratério de Biologia Molecular da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Com o
objetivo de estudar os efeitos causados pelo excesso
de GH, uma linhagem de zebrafish transgé€nico para o
gene do GH do peixe-rei Odontesthes argentinensis foi
produzida. Além disso, o gene da proteina verde fluo-
rescente (GFP) da medusa Aequorea victoria, também,
foi transferido para facilitar a identificagdo dos animais
transgénicos (Figura 5A). Os estudos realizados com
essa linhagem comprovam que o excesso de GH tem um
efeito positivo sobre o crescimento (Figura 6). Entre-
tanto, as pesquisas realizadas nas areas de reproducio,
tolerancia a fatores ambientais e imunidade tem de-
monstrado que a viabilidade dos animais transgénicos é
menor do que os irmaos nao transgénicos. Para diminuir
os efeitos negativos do excesso de GH, outra linhagem
de zebrafish transgénica foi produzida em 2010. A nova
linhagem superexpressa o gene do receptor do hormoénio
do crescimento do préprio zebrafish e a proteina ver-
melha fluorescente de uma espécie de coral (Discosoma
sp.) usada para a identificac@o dos transgénicos (Figura
5B). Entretanto, essa linhagem transgénica apresenta
um potencial de crescimento menor do que a linhagem
transgénica para o GH.
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Nao transgénicos

Figura 6: Zebrafish (Danio rerio) nao transgénicos (peso médio = 0.68 g +
0.13) e transgénicos (peso médio = 1.79 g + 0.37) com 12 meses de idade.
(Fonte: Figueiredo et al., 2007)
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A primeira espécie de peixe com potencial
comercial utilizada na manipulagdo genética no
Brasil foi o jundid (Rhamdia quelen). Esse estu-
do foi desenvolvido na Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL) com intuito de avaliar o uso de
espermatozoides como vetores de DNA exodgeno.
O desenvolvimento de protocolos usando as célu-
las espermaticas como vetores de DNA exo6geno
¢ importante para espécies que produzem ovos
pequenos e opacos, em que a microinjecdo ndo €
possivel de ser realizada. Além disso, permite a
producdo de transgénicos em massa, diferente da
microinje¢do, a qual s6 pode ser realizada em um
unico embrido. Nesse mesmo sentido, as células
espermaticas do linguado Paralichthys orbignyanus
ja foram geneticamente manipuladas com sucesso
por pesquisadores da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), porém nenhum organismo trans-
génico foi produzido.

Por fim, se considerarmos o potencial da
transgenia para piscicultura e a possibilidade futura
de liberagdo de peixes transgénicos para consumo
humano, o dominio dessa tecnologia pela industria
aquicola brasileira ¢ indispensavel. Pesquisas sobre
outros genes de interesse para piscicultura ainda
sd0 necessarias para que possam ser usadas como
alternativa ao GH. Em nosso préximo encontro,
iremos discutir um fené6meno genético que ocorre
frequentemente em pisciculturas, a endogamia.
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Glossario:

Transcricao: Processo bioldgico de producdo de RNA a partir de
trechos especificos da cadeia-molde de DNA.

Vetor de expressao: Sdo sequéncias de DNA construidas em
laboratdrio que contém todos os elementos necessarios para expressao
de uma proteina.

Biofabricas: Sdo animais e plantas transgénicas que expressam
proteinas de interesse farmacolégico (como horménios) ou nutricional
(vitaminas).

Promotor: E uma sequéncia de DNA adjacente a um gene que regula e
inicia a producdo de RNA mensageiro para producédo de uma proteina.
Proteina anticongelante: Sio proteinas produzidas por certos
vertebrados, plantas, fungos e bactérias que permitem a esses
organismos sobreviverem em ambientes de temperatura abaixo de
zero. Muito comum em peixes que habitam as aguas dos pdlos.
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