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REQUERIMENTO DE AUTORIZAÇÃO PARA ATIVIDADES EM CONTENÇÃO COM OGM E SEUS DERIVADOS

Ilmo. Sr. Presidente da CTNBio

1. Nome do Presidente da CIBio.

Prof. Dr. José Ribamar dos Santos Ferreira Júnior

2. Instituição e endereço.

Escola de Artes, Ciências e Humanidades da Universidade de São Paulo

Avenida Arlindo Bettio, 1000. 

Bairro Ermelino Matarazzo, São Paulo. 

CEP: 03828-00

Telefone: (011) 3091-8855

3. O Prof. Dr. Mario Pedrazzoli Neto vem requer à CTNBio autorização para o trabalho em contenção com o OGM descrito abaixo.

Título do Projeto: Caracterização fenotípica de camundongos Knock-in e Knock-out Per3 em diferentes fotoperíodos

4. Descrição do OGM ou derivado. Mencionar o nome comum, nome científico das espécies, genes modificados, sua origem e funções específicas, incluindo: 

Classificação: risco 1

Plano de utilização: Os animais serão utilizados em experimentos relacionados com cronobiologia e sono. Pretendemos analisar a atividade locomotora e a temperatura dos animais em diferentes fotoperíodos e analisar o padrão de sono em diferentes situações impostas.
Forma de contenção: gaiolas apropriadas para OGM.
Equipamentos a ser utilizados em sua manipulação: roda de atividade, telemetria, registro de sono.
Camundongos knock-out (KO): 

a. Organismo receptor: camundongo (Mus musculus)

b. Construção genética utilizada: animais KO Per3 são caracterizados pela inativação de parte do gene relógio Period 3, gerando um KO funcional sem a produção da proteína PER3. Os animais KO Per3 utilizados no projeto serão iguais ao descrito no estudo de Shearman & col. (2000). Foi inserido um cassete de resistência à neomicina (PGK-NEO) em orientação reversa entre os nucleotídeos 92-154 do gene mPer3. O cassete PGK-NEO contém o promotor da PGK (do inglês phosphoglycerate kinase) que induz a expressão do gene de resistência à neomicina. O construto foi linearizado e introduzido por eletroporação nas células tronco embrionárias e a partir de então vários procedimentos foram realizados até achar um clone positivo que tenha passado por recombinação homológa. Os clones foram microinjetados em fêmeas pseudográvidas para geração dos animais quimeras.

c. Vetor: Plasmídeo

Camundongos knock-in (KI):
 

a.Organismo receptor: camundongo (Mus musculus)
b. Organismo parental: homem (Homo sapiens) 
c. Construção genética utilizada: Os animais KI Per3 são caracterizados pela inserção do VNTR (4 ou 5 repetições de 54 pares de bases) presente no éxon 18 do gene PER3 humano, em camundongos. As linhagens de camundongos Knock-in serão desenvolvidas por meio da adição do VNTR humano de 4 ou 5 repetições dentro do éxon 18 de um camundongo selvagem. O fragmento no qual o VNTR foi adicionado (éxon 18) foi isolado de uma biblioteca de cromossomo artificial de bactéria (BAC, do inglês Bacterial Artificial Chromosome). Um fragmento contendo a região entre os éxons 17-19 e um construto flanqueado pela sequência neo lox foram inseridos em um íntron adjacente para criar uma seleção positiva à neomicina e uma subsequente excisão cre-mediada, o que garante uma recombinação específica. Este vetor construído foi inserido em células tronco embrionárias. Os clones resistentes à neomicina foram selecionados e congelados para as análises posteriores. Para identificar os recombinantes homólogos positivos, os clones foram analisados por meio da técnica de Southern blot. Os clones positivos foram preparados para microinjeção, a qual inclui a excisão de cassetes de neomicina. Os clones foram microinjetados em blastocistos de embriões jovens para obtenção dos animais quimeras
d. Vetor: Plasmídeo.

5. Classificação do Nível de Biossegurança do laboratório ou da Unidade Operativa onde será conduzido projeto ou atividade com o OGM ou derivado, em conformidade com as Resoluções Normativas da CTNBio.

Nível de Biossegurança 1 (NB-1) para o Laboratório de Biomedicina (Prédio A3, andar térreo).

6. Especificar, quando for o caso, o volume e a concentração máxima de OGM ou derivado a ser utilizado. 

Não se aplica.

7. Finalidade do trabalho (pesquisa, produção, desenvolvimento de metodologia, ensino, etc).

Projeto de pesquisa.

8. Resumo do projeto de pesquisa ou atividade que será desenvolvida com OGM e seus derivados (incluir referências bibliográficas, se houver).

Em 36 anos de investigações os estudos moleculares da ritmicidade circadiana tiveram um rápido e importante desenvolvimento. Foram descritas desde as primeiras evidências genéticas do controle da ritmicidade circadiana até o descobrimento dos genes que participam do sistema de temporização em mamíferos e em humanos. Alterações nos genes do relógio biológico humano estão associadas com os distúrbios de ritmo circadiano e com a preferência diurna. O polimorfismo de repetição no éxon 18 do gene Per3 está associado com a preferência diurna em humanos e também com a Síndrome de Fase Atrasada do Sono. O alelo de 4 repetições está associado com a Síndrome de Fase Atrasada do Sono, na Inglaterra, e o alelo de 5 repetições está associado com a mesma síndrome, no Brasil. A diferença entre os resultados parece estar relacionada com a estratégia de sincronização do gene Per3 em diferentes latitudes e consequentemente em diferentes fotoperíodos. A fim de investigar o papel do polimorfismo de repetição do gene Per3 na regulação circadiana dependente do fotoperíodo, o objetivo deste projeto é verificar a resposta de sincronização aos desafios temporais impostos por fotoperíodos curtos e longos em animais knock-out para o gene Per3 e em animais knock-in com diferentes genótipos relativos a este VNTR.

9. Informar se o trabalho em contenção objetiva liberações posteriores no meio ambiente.

O trabalho não tem por objetivo a liberação de organismos no meio ambiente.

10. Breve descrição dos procedimentos operativos a serem empregados nos experimentos e Nível de Biossegurança (NB) planejado. 

Os animais geneticamente modificados serão submetidos a experimentos de análise comportamental para a para avaliação de seus ciclos atividade/repouso e de seus ângulos de fase da sincronização pela luz em relação a este ciclo. Procedimentos de biossegurança compatíveis com o nível de risco 1 serão empregados. 

11. Relacionar os equipamentos a serem utilizados durante o trabalho em contenção com o OGM.

Gaiolas com roda de atividade e manipulação do ciclo claro escuro.

12. Descrição dos procedimentos de limpeza, desinfecção, descontaminação e descarte de material/resíduos.

As gaiolas de manutenção dos animais serão lavadas e esterilizadas conforme a rotina do biotério. A área de trabalho será desinfetada, antes e depois do trabalho, com álcool 90%. Após descontaminação os resíduos serão descartados no lixo de descarte de material biológico, devidamente identificados. 

13. Análise das possíveis situações de riscos e agravos à saúde previsíveis associados ao OGM.

Mus musculus não é um organismo patogênico.

Solicitação de 1 Nível de Biossegurança 1 (NB-1): os procedimentos básicos de biossegurança serão implementados, como: lavagem das mãos antes e depois do manuseio de materiais biológicos; uso de avental; manipulações assépticas; uso de luvas; cabelos presos, desinfecção de bancadas e materiais utilizados antes e depois da utilização, proibição da entrada de bebidas e alimentos no laboratório, descarte apropriado do material contaminado etc. O manual de biossegurança estará disponível para consulta e estudo em local visível e de fácil acesso. Qualquer acidente será imediatamente comunicado ao responsável pelo laboratório que, além de tomar as medidas adequadas, irá comunicar o ocorrido à CIBio.  

14. Curriculum vitae da equipe envolvida no projeto, quando não incluído na Plataforma Lattes.

Todos os membros da equipe possuem Currículo Lattes atualizado.

15. Anexar parecer prévio da CIBio.

Local e Data: São Paulo, 12 de abril de 2010.

Assinatura do Técnico Principal

Profa. Dra. Fabiana de Sant´Anna Evangelista

Assinatura da Presidente da CIBio

Prof. Dr. José Ribamar dos Santos Ferreira Júnior
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