XENOTRANSPLANTE

Equipes no Brasil e no exterior tentam
gerar animais geneticamente modificados
para fornecer 6rgdos a seres humanos

Ricardo Zorzetto
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m pé em uma sala escura, a veteri-
naria e embriologista Ligiane Leme
observava atentamente a tela de um
computador, a Uinica fonte de luz no
local. Passava um pouco das 11 da
manhi do dia 10 de abril e 0o monitor
exibia a imagem de um 6vulo imaturo,
seguro por uma micropipeta proximo
auma diminuta agulha. Nos instantes
seguintes, a embriologista Georgina Hastenreiter
moveu a agulha com o auxilio de um joystick e
fez uma perfuracdo minima na célula, por meio
da qual, com movimentos rapidos e precisos,
extraiu todo o seu material genético. O évulo
sem nucleo foi depois preenchido com o0 DNA
de uma célula adulta de pele de porco.
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Naquele dia e no seguinte, Leme, Hastenreiter
e abiomédica Tainah Moraes repetiriam o proce-
dimento em outros 600 6vulos coletados em um
abatedouro no interior de Sdo Paulo. Acondicio-
nadas em um meio de cultura, as células reprodu-
tivas das porcas foram levadas para o Centro de
Estudos do Genoma Humano e de Células-Tronco
da Universidade de Sio Paulo (CEGH-CEL-USP),
financiado pela FAPESP, onde seriam usadas em
mais uma etapa do desenvolvimento de um pro-
jeto ambicioso: a tentativa de produzir no Brasil
clones de animais geneticamente modificados
para fornecer 6rgios a seres humanos e, assim,
quem sabe, ajudar a reduzir a fila de espera por
transplantes. Segundo dados do Ministério da
Saude, 71 mil pessoas aguardavam um 6rgéo ou
tecido em abril.

“O pais tem o maior sistema publico de trans-
plantes de érgios do mundo”, lembra Ernesto
Goulart, farmacéutico especialista em bioen-
genharia de tecidos e lider do projeto na USP.
“Acreditamos ter a obrigacdo de desenvolver uma
estratégia que permita a esse sistema se manter
funcionando bem e atendendo mais pessoas”,
afirma o pesquisador.

O projeto é coordenado pela geneticista Ma-
yana Zatz, do CEGH-CEL, e pelo cirurgido Sil-
vano Raia, da Faculdade de Medicina (FM-USP).
Recebeu aporte inicial da empresa farmacéutica
EMS e é financiado pela FAPESP e pelo governo
federal. Atualmente envolve quase 50 pesquisa-
dores da universidade e da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), da Uni-
versidade Federal de Sdo Paulo (Unifesp) e do
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT).

“0 transplante de 6rgéos foi 0 maior progresso
da histéria da cirurgia. De 2000 a 2022, foram
realizados 2 milhes no mundo. Como séo indi-
cados para evitar o dbito, pode se considerar 2
milhdes de vidas salvas”, conta Raia. “Devido ao
sucesso, ha uma demanda reprimida. Isso justifica
a busca de orgéos adicionais”, afirma o cirurgiao,
pioneiro em realizar transplante de figado com
doador vivo no mundo.

Ao final daqueles dois dias de abril, as pesqui-
sadoras haviam obtido 280 embrides clonados,
que foram transferidos para o utero de duas fé-
meas hibridas das racas landrace e large white.
Se tudo sair como o planejado, em meados de
maio sera possivel saber se as porcas estio pre-
nhes e de quantos filhotes. A expectativa é, apos
0s quase quatro meses de gestacio, testemunhar
o nascimento de ao menos um leitdo.

A torcida é grande, apesar da baixa taxa de
sucesso da técnica. S6 uma pequena parte dos
embrides obtidos por clonagem e transferidos
para as fémeas receptoras se implanta no ttero
e, destes, uma fracdo ainda menor (de 1% a 5%)
completa a gestacdo e nasce.

No dltimo ano, a equipe de Leme ja produziu
mais de 10 mil embrides clonados de porcos e rea-
lizou 20 transferéncias para as receptoras, com a
insercéo de cerca de 200 por vez. Todas as vezes
as fémeas ficaram prenhes e, em algumas, os fetos
se desenvolveram por até 50 dias, quase metade
de uma gestacdo suina. Até o momento, nenhuma
prenhez resultou no nascimento de um filhote,
algo que os pesquisadores esperam que mude em
breve, com os aprimoramentos feitos a cada nova
tentativa. “No Brasil, ha tempos é feita a clonagem
de bovinos, mas essa tecnologia ainda néo foi es-
tabelecida para suinos”, conta Goulart. “O uso da
técnica em porcos é mais limitada, devido a carac-
teristicas dos gametas da espécie”, explica Leme.

A dificuldade de dominar a técnica é geral. Cer-
ca de 15 grupos em ao menos oito paises tentam
clonar porcos geneticamente modificados para
obter 6rgios, mas s6 trés conseguiram. Um é o
da empresa eGenesis, nos Estados Unidos, for-
necedora do rim transplantado em margo para
um homem com insuficiéncia renal.

udo pode afetar a obtencdo do clone:
a temperatura de manipulacfo das
células, a incidéncia de luz (por isso
asala é escura), a sincronizacéo entre
o estagio de divisdo da célula doadora
do DNA e o do évulo, além da fase do
ciclo reprodutivo em que os embrides
sdo transferidos para a receptora e do
numero de embriGes efetivamente im-
plantados no utero. Suinos tém de 20 a 25 filhotes
por ninhada e, se a quantidade de embrides for
muito menor, a gestacdo ndo segue adiante. Em
abril, a equipe da USP passou a contar com a con-
sultoria do veterindrio e embriologista brasileiro
Luis Queiroz, que auxiliou o desenvolvimento dos
animais da eGenesis, para aprimorar a clonagem.

Obter os primeiros porquinhos clonados sera
a confirmacio de que o grupo da USP finalmen-
te dominou a técnica, passo essencial e comple-
mentar a outro necessario para obter 6rgios mais
compativeis com os dos seres humanos: a edi¢do
genética das células. Apesar das diferencas ge-
néticas e de outras incompatibilidades, os por-
cos tém sido os animais doadores de escolha nos
ultimos anos porque tém 6rgidos com tamanho
e funcionamento semelhantes aos dos humanos,
além de serem domesticados, se reproduzirem
bem em cativeiro e originarem ninhadas grandes
em poucos meses.

Ha cinco anos, antes das tentativas de clona-
gem, Goulart e os bidlogos Luiz Caires e Luciano
Abreu Brito haviam comecado os primeiros testes
para alterar a configuracéo genética das células
suinas e, assim, reduzir um dos principais riscos
do transplante: a rejeicdo. Resultado do ataque
do sistema de defesa do receptor ao novo 6rgio,
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arejeicfio também pode ocorrer quando os doa-
dores sdo seres humanos. Mas costuma ser mais
frequente com drgios de outros animais, o cha-
mado xenotransplante.

Instalados no Laboratério de Edicéio Génica do
CEGH-CEL, em uma sala vizinha a de clonagem,
Goulart, Brito e colaboradores empregam duas
técnicas para manipular o material genético das
células a serem usadas na geracdo dos clones. Uma
é a ferramenta de edicfio génica Crispr-Cas 9 (ver
Pesquisa FAPESP n° 288).

om ela, a equipe da USP ji conseguiu

desativar os trés genes normalmente

desligados nos experimentos de xe-
notransplante: 0 GGTAL, 0 CMHA e 0
B4GALNT2. Eles codificam enzimas

que atuam na producéo de agtica-

res da superficie das células suinas

que sfo reconhecidos pelo sistema
imunolégico humano e disparam a

rejeicdo hiperaguda: a destruicéio do 6rgéo nas pri-
meiras horas ou dias apds o transplante, causada
por anticorpos presentes no sangue do receptor.
Mais recentemente, o grupo comecou a usar
uma segunda técnica - a transposon piggybac,
que emprega um trecho de DNA capaz de cortar
a dupla fita do material genético celular e inserir
novos segmentos — para acrescentar sete genes
humanos as células suinas. O objetivo é gerar
células - e, consequentemente, embrides e Or-
gdos — com caracteristicas mais proximas as do
ser humano para driblar o sistema de defesa e
evitar a producéo de novos anticorpos, causa da
rejeicdo aguda, que pode ocorrer meses apds o
transplante. “Todo processo de edi¢fio genética,

ALGUNS PIONEIROS DOS XENOTRANSPLANTES

Registros mostram que, desde o século XVII, médicos tentam usar
6rgaos e tecidos de outros animais em seres humanos

em especial o acréscimo de
genes, é delicado. Represen-
ta uma agresséo a célula”,
esclarece Brito.

Até abril, os pesquisado-
res ja haviam conseguido in-
serir os genes em fibroblas-
tos, as células da pele que se
mostraram mais apropria-
das para a clonagem, mas
ainda néo sabiam se eles
haviam sido incorporados
no trecho desejado do geno-
ma nem se permitiam a pro-
ducéo de niveis adequados
das proteinas que codificam.
Por isso, planejavam sequenciar o DNA dos fibro-
blastos para ver o ponto de insercio dos genes.

“Quando a clonagem der certo, queremos estar
prontos para testar as células editadas”, afirma
Goulart, que espera obter, além de rins, corneas,
coracfio e pele para xenotransplante. Os porcos
clonados e as proles resultantes do cruzamento
entre eles serdo mantidas em duas instalacdes
especiais, projetadas para a criacdo de animais
doadores de érgéos para uso humano. A primeira,
com capacidade para até 10 animais, foi inaugu-
rada em 23 de abril no campus da USP em Séo
Paulo. Outra, maior, estd em construcio no IPT.
Apds o nascimento, os animais ficardo sob os cui-
dados da XenoBR, startup resultante do projeto
que fornecera os 6rgéos para os testes clinicos.

O avanco das técnicas de edicéo génica da ul-
tima década, com a promessa de reducéo do ris-
co de rejeicéo, reavivou o interesse médico por
orgidos de origem animal - uma busca antiga,

QUANDO A CLONAGEM
DER CERTO,
QUEREMOS ESTAR
PRONTOS PARA
TESTAR AS CELULAS
EDITADAS, AFIRMA
GOULART, DA USP

Em janeiro de 1964, o
cirurgido norte-americano
James Hardy (1918-2003)
transplantou um corac¢do de
chimpanzé para um homem
de 68 anos que estava em
coma. O coracdo funcionou
por uma hora. Em 1984,
Leonard Bailey (1942-2019)
implantou um coracdo de
babuino em uma recém-
-nascida, que viveu 20 dias
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Em 15 de junho, o médico O médico norte- Entre novembro de 1963
francés Jean-Baptiste -americano Richard S. e fevereiro de 1964, o
Denis (c. 1635-1704), Kissam (1808-1861) cirurgido norte-americano
com auxilio do cirurgido extraiu a cérnea de um Keith Reemtsma

Paul Emmerez, transfundiu porco e implantou em (1925-2000) realizou 13
340 gramas de sangue um irlandés de 35 anos transplantes duplos de

de ovelha para um rapaz que havia perdido um rins de chimpanzés para
de 15 anos que sofria dos olhos e sé enxergava seres humanos. A maioria
havia meses de febre luzes fortes com o outro. dos pacientes morreu em
incontrolavel. O garoto No inicio, a visdo dois meses. Uma mulher
melhorou no dia seguinte. melhorou. Depois de 15 de 23 anos sobreviveu
Foi a primeira xenotransfusao dias, a cérnea tornou-se por nove meses. Morreu
documentada opaca e foi absorvida por parada cardiaca

FONTES SNYDER, C. ARCHIVES OF OPHTALMOLOGY. DEZ. 1963/ BAILEY, L. L. ET AL. JAMA. DEZ. 1985 STARZL, T. E. E PUTNAM, C. W.
EXPERIENCE IN HEPATIC TRANSPLANTATION. 1969 / STARZL, T. E. ET AL. THE LANCET. JAN. 1993/ GROTH, C. G. ET AL. LANCET. 1994



i

FOTOS 1TULIO YOSHINAGA | CEGH-CEL | USP 2 LIGIANE LEME | CEGH-CEL | USP INFOGRAFICO ALEXANDRE AFFONSO | REVISTA PESQUISA FAPESP

Células de pele
geneticamente
modificadas (acima,
em verde) e embrido
clonado de porco
(esfera central, a dir.)

documentada desde ao menos o século XVII
(ver linha do tempo abaixo). De 2022 para c4, ao
menos trés doentes graves receberam como al-
ternativa derradeira (tratamento compassivo) o

transplante de um 6rgéo suino.

Em 7 de janeiro de 2022, a equipe dos cirur-
gides Bartley Griffith e Muhammad Mohiuddin na
Universidade de Maryland, nos Estados Unidos,
implantou um coragfo suino em David Bennett
Senior. Com 57 anos e portador de uma doenca
cardiaca terminal, Bennett nfo era elegivel pa-
rareceber um coracdo humano. “Era morrer ou
fazer esse transplante”, disse Bennett a época.

Fornecido pela empresa Revivicor, o coracéio
havia sofrido alterag¢ées em 10 genes e funcio-
nou bem até o0 47° dia. Depois, foram necessarias
medidas de suporte e Bennett morreu no 60° dia
apos o transplante. O 6rgdo nio tinha sinais de
rejeicdo inicial, relataram os pesquisadores em
2022 narevista The New England Journal of Me-
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O cirurgido norte-
-americano Thomas Starz|

(1926-2017) e equipe
fizeram o primeiro
transplante de figado de
chimpanzé para uma
crianga, que morreu nove
dias mais tarde. Em 1993,
ele e colaboradores
implantaram um figado de
babuino em um adulto de
35 anos com HIV. O homem
sobreviveu por 70 dias

TH

O cirurgido sueco

Carl Gustav Groth
(1933-2014) relatou em
1993 os resultados do
transplante de ilhotas
pancredticas de porcos,
células produtoras de
insulina, para nove
mulheres e um homem
com diabetes tipo 1.
Alguns deles ndo
precisaram receber
insulina por algum tempo

dicine. Uma analise posterior, publicada na revista
The Lancet, identificou lesées compativeis com
uma rejeicdo tardia, decorrente da producéio de
anticorpos contra as células suinas. Em setem-
bro de 2023, a equipe de Maryland realizou um
segundo transplante de coracéo suino, dessa vez,
em Lawrence Faucette, de 58 anos, que morreu
seis semanas ap0s a operaco.

m xenotransplante mais recente
ocorreu em marco. Médicos do Hos-
pital Geral de Massachusetts, entre
eles o cirurgido brasileiro Leonar-
do Riella, implantaram um rim de
porco geneticamente modificado
em Richard Slayman, de 62 anos.
Com faléncia renal, Slayman teria de
aguardar por anos para receber um
orgdo humano por causa da fila. Ele apresentou
um episddio inicial de rejeicfio que foi controlado.
Na alta no inicio de abril, segundo os médicos, o
orgdo funcionava bem.

A expectativa da equipe € que o 6rgio se man-
tenha saudéavel por um tempo. Fornecido pela
eGenesis, o rim foi extraido de um animal subme-
tido a 69 alteracGes genéticas. Foram desativados
os trés genes que codificam os acticares que re-
cobrem as células suinas e 59 virus encontrados
no genoma dos porcos que, aparentemente, nio
lhes causam danos, mas poderiam ser reativados
e infectar seres humanos. Também foram incor-
porados sete genes para tornar as células suinas
mais compativeis com as humanas. Macacos-
-cinomolgo (Macaca fascicularis) que receberam
os rins da eGenesis viveram por até dois anos,
segundo estudo publicado em 2023 na Nature.
Em entrevista ao canal GloboNews, Riella disse
esperar que esses rins se saiam melhor em hu-
manos, uma vez que nio foram modificados para
ser compativeis com o organismo de macacos. =

O projeto e os artigos cientificos consultados para esta reportagem
estdo listados na versdo on-line.
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