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ANIMAIS TRANSGENICOS

CONCEITO

O organismo cujo patrimdnio genético (genoma) foi ar-
tificialmente manipulado pela introdu¢ao, modificagdo ou
delecdo de um gene, alterando todas as células do organismo
inclusive as células germinativas (6vulos e espermatozoéides)
de tal forma que a modificacdo genética seja transmitida aos
seus descendentes (Fukamizu, 1993).

O termo transgénico engloba diferentes tipos de mode-
los animais:

e transgénico por adicdo ou modelo de superexpressao de
um gene, onde varias copias deste genes (endogeno ou de
outra espécie) sdo adicionadas ao genoma;

* modelos knockout e knockin, onde um gene endogeno ¢é
inativado (knockout) ou previamente modificado e substi-
tuido no genoma (knockin).

INTRODUCAO E HISTORICO

Antes do aparecimento das técnicas de biologia molecu-
lar aplicadas a genética, os tinicos modelos animais disponi-
veis para se estudar a regulacdo, a funcdo de genes ¢ a
compreensdo dos sistemas bioldgicos de mamiferos eram os
mutantes espontaneos ou os mutantes obtidos por agentes
quimicos. As mutagdes espontaneas permitem identificar um
gene por meio de um fenotipo patologico ou anormal diferen-
te do animal convencional, como, por exemplo, diferengas na
cor do pélo e padrao de pigmentac@o. Dessa forma, foram iden-
tificados e clonados os genes responsaveis pela diabete e obe-
sidade em animais de experimentagdo que se diferenciavam
pelos seus fendtipos anormais®’. Com os avangos das técnicas
de biologia molecular e celular e da engenharia genética, no-
vas metodologias passaram a ser empregadas tornando possi-
vel a manipulagdo do DNA com o objetivo de alterar o genoma
de forma controlada. As técnicas para a geracdo de modelos
transgénicos representam, portanto, uma das mais promisso-
ras biotecnologias tanto para fins comerciais como para di-
versas areas da pesquisa basica e clinica.

Pouco antes da década de setenta os primeiros trabalhos
sobre transgénicos foram publicados, nos quais foi descrita a
introdugdo de fragmentos de DNA em células somaticas pro-
carioticas e eucarioticas in vitro ¢ a indugdo da expressao de
genes em células do tecido nervoso e do sangue'* 3.

Em espécies de reproducéo sexuada a obtengdo de linha-
gens com alteragdes genéticas depende da indugdo de muta-
¢des nos gametas para que estas sejam transmitidas aos
descendentes. O embrido de um camundongo desenvolve-se
a partir da fecundacdo do dévulo por um espermatozoide, no
oviduto da fémea. Segue-se a formagao do zigoto, que passa
por divisdes sucessivas até se tornar um blastocisto contendo

cerca de 200 células. Em 1968, Richard L. Gardner isolou
c€lulas de um embrido de camundongo, injetou em outros
embrides e os transferiu para o titero de fémeas prenhas, ge-
rando camundongos com cé¢lulas vindas dos dois embrides,
os chamados animais quimeras. A manipula¢ao dos embrides
in vitro foi indispensavel para o sucesso de todas as técnicas
transgénicas como veremos a seguir'>.

A introdu¢ao de material genético exdgeno em embrides
de camundongo ocorreu antes do aparecimento das técnicas
de DNA recombinante em, 1974, quando Rudolf Jaenisch e
Beatriz Mintz observaram a presenca de DNA viral exogeno
em diversos tecidos de camundongos apds a microinje¢ao do
virus SV40 no interior da cavidade blastocistica de embrides
(Tabela 52.1). Entretanto, nestes experimentos nao foi obser-
vada integracdo do gene exodgeno nas células germinativas
uma vez que ndo houve transmissio aos descendentes’. Es-
tudos posteriores demonstraram o sucesso na integragao de
DNA exdgeno nas células germinativas apos exposicao de
embrides de camundongo ao retrovirus da leucemia murina
de Moloney (M-MuLV) com transmissao da alteragdo gené-
tica aos descendentes?*°. Em 1980, Gordon € cols. introdu-
ziram a técnica de microinjecdo pronuclear de uma constru¢ao
viral em embrides recém fertilizados para a geragdo de um
camundongo transgénico por adi¢do, entretanto, nao foi ob-
servada transmissdo aos descendentes'’. Em 1982, a primeira
linhagem de camundongos transgénicos produzida pela téc-
nica de microinjecao pronuclear foi caracterizada por Richard
Palmiter, da Universidade da Pensilvania, Ralph Brinster da
Universidade de Washington e colaboradores. Nesse estudo
inédito, esses pesquisadores tinham como objetivo produzir
animais com um fenoétipo alterado com relagdo aos irmaos
ndo-transgénicos, no caso, animais apresentando maior ta-
manho. Para tal, geraram uma constru¢do de DNA (transge-
ne) contendo o gene do hormodnio de crescimento de rato
antecedido por uma seqiiéncia promotora responsavel pela
ativac@o do gene em varios tecidos do animal. Centenas de
copias desta construgdo foram microinjetadas em pronucleos
de embrides de camundongos, e, no dia seguinte 0s mesmos
foram transferidos para maes de aluguel. Dos vinte e um ca-
mundongos nascidos, seis carregavam o DNA exdgeno ¢ atin-
giram um tamanho duas vezes maior que os irmaos
ndo-transgénicos. Esse resultado foi um marco no desenvolvi-
mento de animais transgénicos, despertando grande atencao
da midia em todo o mundo quando o camundongo “gigante”
foi publicado na capa da revista cientifica Nature!.

Enquanto os primeiros animais transgénicos eram desen-
volvidos, outros pesquisadores, em 1981, isolaram pela pri-
meira vez células embrionarias totipotentes (ES, do inglés,
stem cells) capazes de gerar todos os tecidos do embrido'.
Em 1986, Gossler ¢ colaboradores geraram os primeiros ca-
mundongos quiméricos obtidos a partir de células ES pro-
vando definitivamente que estas células eram capazes de gerar
um individuo completo's.
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1974 Jaenisch R. e Miniz B.

* microinjecdo de DNA viral em blastocistos
1976 Jaenisch R.
1977 * exposicdo de embrides ao retrovirus M-MulV
1980 Gordon J.W.

* primeira microinjecdo de DNA viral em embrides

1981 Evans M.
¢ isolamento de células-troncoembriondrias (ES cells)

1982 Palmiter R.D.
* camundongo transgénico “gigante”
1987 Thomas K.R. e Capecchi M.R.
* mutacdo sitio-especifica por recombinagéo
homéloga em ES cells
1989 Schwartzbeger PL.

* camundongo knockout via ES cells e
recombinagdo homéloga

Em 1987, dois grupos de pesquisadores obtiveram éxito
na geragao de mutagoes sitio-especificas em células-tronco-
embriondrias por recombinagdo homdloga na qual um gene
especifico pode ser modificado ou inativado do genoma’->2.
Este acontecimento possibilitou, pouco tempo depois, a ge-
racdo dos primeiros modelos knockout de camundongo por
Schwartzberg e colaboradores, demonstrando a viabilidade
de transmissdo de uma mutacdo introduzida em um gene para
as células germinativas por recombinagdo homologa®. Esta
mesma técnica possibilitou a geragdo dos primeiros modelos
knockin em que um gene de interesse ¢ modificado em célu-
las-troncoembrionarias em cultura e posteriormente integra-
do no genoma de camundongos®.

Atualmente, um revolucionario modelo transgénico que
esta sendo utilizado no estudo da funcdo de genes in vivo é o
knockout condicional. A técnica baseia-se na utilizagdo do
Sistema de Recombinagdo CRE/loxP, desenvolvida por Or-
ban e cols. em 1992, que permite eliminar um gene endogeno
ou um transgene, bem como ativar um transgene no genoma
de forma controlada, ou seja, em um tecido ou estagio espe-
cificos?>4,

A aplicagdo das técnicas de transferéncia de genes tem
tornado possivel a producdo de animais transgénicos de dife-
rentes espécies, como boi, porco, ovelha, coelho, rato e ca-
mundongo, sendo que este ultimo ¢ o mais utilizado em
pesquisas por apresentar notaveis vantagens, como menor
tamanho, custo de manutenc¢do reduzido, embrides de boa
qualidade para manipulagdo, além de ser uma das poucas es-
pécies cuja manutencao de células troncoindiferenciadas em
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cultura ¢ viavel, o que possibilita a retirada de genes por re-
combinagdo homdloga e geragdo de modelos knockout e kno-
ckin?2426384555 Qutro fato importante que aponta para o uso
cada vez maior dessa espécie ¢ sua similaridade genética com
o homem, como demonstrado recentemente pelo sequencia-
mento de seu genoma'®.

TRANSGENICO POR ADICAO
OU MODELO DE SUPEREXPRESSAO
DE UM GENE

Transgénicos por adicdo sdo animais nos quais varias
copias de um gene (enddgeno ou de outra espécie) foram adi-
cionadas ao seu genoma. Na maioria das vezes estes animais
apresentam superexpressdo do gene adicionado e, conseqiien-
temente, aumento da proteina por ele codificada provocando
um ganho de fun¢do. Uma caracteristica importante deste
modelo ¢ que a integracdo do transgene ocorre aleatoriamen-
te no genoma, podendo ser letal ao embridao ou mesmo ao indi-
viduo adulto caso haja inativagao de um gene importante. Este
fato pode levar ao aparecimento de um fenotipo independente
do transgene, no animal transgénico o que exige a necessidade
da comparacdo do fendtipo alterado em diferentes linhagens
mutantes. Além disso, o nimero de copias do transgene inseri-
do no genoma ndo pode ser controlado, bem como o nivel de
expressdao do mesmo, o qual é dependente do numero ¢ da
posic¢do de inser¢do no genoma. Entretanto, estas caracteris-
ticas da técnica podem ser valiosas do ponto de vista do estu-
do da fungdo dos genes, uma vez que a integracao aleatoria
no genoma pode gerar mutagdes insercionais e ocasionar efei-
tos fenotipicos interessantes. Ao contrario das mutacdes es-
pontaneas, na transgénese por adigdo ¢ possivel identificar o
gene mutado, 0 que permite sua caracterizacdo molecular e a
determinagdo de sua fun¢do no desenvolvimento?®3'-37,

Varias técnicas tém sido utilizadas para produzir animais
transgénicos por adi¢do, entre elas a microinjecdo pronu-
clear’, infeccdo de embrides por vetores retrovirais®®, agre-
gacdo de células tronco embrionarias geneticamente
modificadas'®*, transferéncia de segmentos de cromossomos*®
e transferéncia de DNA mediada por espermatozoides.

PRINCIPAIS IECNICAS PARA A PRODUGAO
DE TRANSGENICOS POR ADICAO

Transferéncia mediada por espermatozoides

O uso potencial de espermatozodides como vetores para
transferéncia génica ¢ uma idéia antiga, tendo sido descrita
no inicio da década de 70 por Bracket et al. (1971)3, que de-
monstraram a capacidade de o virus SV40 se ligar ao es-
permatozoéide. Outros trabalhos posteriores renovaram o
interesse pelo assunto quando descreveram a produgao de ca-
mundongos* e porcos'? transgénicos apos fertilizagdo in vi-
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tro de odcitos com espermatozoides incubados com DNA.
Apesar destes resultados nao terem sido reproduzidos com
éxito por outros laboratorios, varias tentativas foram feitas
para se estabelecer a metodologia, devido a sua simplicidade
¢ a0 seu uso potencial para a geracdo de animais transgénicos
de diferentes espécies. Desde a introdugao da técnica de mi-
croinje¢do pronuclear, o método sempre foi o mais utilizado
pelos pesquisadores para a introducdo de um gene exégeno
em camundongos. Entretanto varias tentativas foram feitas,
utilizando esta técnica com o objetivo de se gerar animais
transgénicos de grande porte, tais como suinos, ovinos, ca-
prinos e bovinos, sem entretanto obter sucesso. A eficiéncia
na produgado destas espécies transgénicas por microinje¢ao
pronuclear ¢ muito baixa, sendo o insucesso causado pela
baixa taxa de integrag@o do transgene, baixa viabilidade dos
embrides e necessidade de grande habilidade na micromani-
pulagdo. Entretanto, recentemente Chang e cols., (2002), uti-
lizando uma nova técnica altamente eficiente baseada em um
anticorpo monoclonal capaz de ligar-se a um antigeno de su-
perficie do espermatozoide, descreveram a geragao de camun-
dongos e porcos transgénicos expressando a enzima fosfatase
alcalina ¢ interferon B-humanos. O anticorpo liga-se a um
antigeno de superficie de varias espécies testadas, como por-
co, camundongo, galinha, ovelha ¢ humano. Devido a sua ca-
racteristica basica, o anticorpo liga-se também ao DNA através
de interagdes i0nicas, possibilitando ao DNA ex6geno man-
ter-se ligado especificamente ao espermatozdide, sendo pos-
teriormente carreado ao nicleo do embrido apos fertilizacdo.

Infeccao Viral

Consiste no cultivo de embrides em fase de blastocisto
em presenca de uma alta concentragdo de vetores retrovirais
no meio de cultura. Inicialmente, um vetor € construido con-
tendo seqiiéncias retrovirais ligadas ao gene de interesse que
se deseja adicionar ao genoma. Esta construgdo se integra no
genoma de algumas células embrionarias em cultura, produ-
zindo animais quiméricos nos quais apenas alguns tipos celu-
lares apresentam o DNA exdgeno. O que se espera ¢ que a
integragdo ocorra nas cé¢lulas linhagem de células germinati-
vas e, ap0s o cruzamento, déem origem a descendentes gene-
ticamente modificados. Deste modo, ¢ possivel obter animais
transgénicos de quaisquer espécies com relativa facilidade ja
que ndo sdo necessarios 0s equipamentos ¢ a experiéncia de
micromanipulagao. Além disso, esta técnica ¢ uma opgao in-
teressante para a transgénese de espécies cujos embrides nao
sd0 acessiveis ou sdo de baixa qualidade, inviabilizando a
microinjecao pronuclear, como ¢é o caso de animais como a
galinha e o porco. Entretanto, a infec¢do retroviral apresenta
limitagdes quanto ao tamanho da seqiiéncia a ser inserida no
vetor viral bem como quanto a baixa freqiiéncia de integra-
cdo do transgene nas células germinativas. Apesar dessas
desvantagens, a infecg@o viral de embrides de camundongo
com o retrovirus da leucemia Moloney permitiu a geragao da

primeira linhagem de animais transgénicos?°. Um dado
importante ¢ que o aprimoramento da transgénese viral tem
contribuido para o desenvolvimento da terapia génica e celu-
lar, onde os vetores virais sdo utilizados para inserir genes de
interesse em células tronco derivadas de embrides ou da me-
dula éssea, que, por sua vez, podem ser integradas ao orga-
nismo e gradualmente atenuar diversos tipos de doengas.

Microinjecao pronuclear

Atualmente, a microinje¢ao pronuclear ¢ a técnica utili-
zada pela grande maioria dos centros para a geracdo de ani-
mais transgénicos por adicdo. Esta técnica permite a
introdugdo de seqiiéncias longas de DNA de diferentes espé-
cies no genoma de mamiferos, produzindo altos niveis de
expressdo e integracao do transgene nas células germinati-
vas. Utilizando-se um micromanipulador acoplado a um mi-
croscopio de alta resolucdo, centenas de copias de uma
constru¢ao de DNA (enddgeno ou de outra espécie) sao inje-
tadas diretamente em um dos pronucleos de embrides recém-
fertilizados coletados do oviduto de fémeas doadoras
superovuladas. Os pronticleos sdo os nucleos materno e pa-
terno provindos do 6vulo e do espermatozoéide, respectiva-
mente, antes que se unam para formar um Unico nucleo
contendo o genoma do novo individuo. Apods a microinje¢ao
os embrides sdo transferidos para o oviduto de uma fémea
receptora pseudogravida previamente acasalada com um ma-
cho vasectomizado que levara a termo o nascimento dos pos-
siveis transgénicos posteriormente genotipados quanto a
presenca do gene exdgeno. Como ja citado no item 3, a inte-
gragdo do transgene por microinje¢cdo pronuclear ocorre de
forma aleatdria no genoma e todas as células do animal sdo
geneticamente modificadas, inclusive as germinativas, de
modo que esta alterago serd transmitida aos seus descenden-
tes. Todo o animal transgénico positivo originado de um em-
brido microinjetado ¢ classificado como um fundador de uma
linhagem transgénica unica que difere de outro fundador quan-
to ao local de inser¢do e niimero de coépias do transgene no
genoma. O protocolo detalhado de manipula¢do dos animais
para a adi¢do de um gene pode ser encontrado em manuais e
revisdes da literatura'> 27,

ETAPAS DA MICROINJECAO PRONUCLEAR
Construcao do DNA

O sucesso da microinje¢ao pronuclear depende da quali-
dade do DNA que sera injetado nos embrides. Inicialmente o
gene que se quer adicionar é clonado e a seqiiéncia de nucleo-
tideos da regido codificadora deve ser conhecida, pois esta
seqiiéncia sera responsavel pela formacao da proteina que o
animal transgénico devera produzir’'. A constru¢do do DNA
ou transgene deve conter algumas seqiiéncias imprescindi-
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veis para a ativa¢do do gene, como a seqiiéncia promotora, a
regido codificadora da proteina e uma seqiiéncia da regido 3”
do gene ndo traduzida (Fig. 52.1). A seqiiéncia promotora
definira a especificidade da expressao do gene e pode dirigir
sua expressao tanto para todos os tecidos do organismo como
para tecidos especificos. No primeiro caso a expressao do gene
acontece em uma grande variedade de células, pois o objetivo
¢ estudar o efeito da superexpressdo do gene em todo o animal.
Um exemplo bastante conhecido ¢ o promotor do gene da me-
talotioneina utilizado na gera¢do do camundongo transgénico
gigante citado no item 2 deste capitulo, entre outros modelos'.
No segundo caso o promotor dirige a expressao do transgene
para determinados estagios ou células, como, por exemplo, o
promotor da cadeia leve de miosina que dirige a expressao do
gene especificamente para o tecido cardiaco®.

O DNA utilizado para a microinje¢do pronuclear deve
ser preparado em tampao especifico e purificado para garan-
tir a auséncia de contaminantes como fenol, etanol e enzi-
mas, os quais podem danificar o embrido. As moléculas de
DNA utilizadas para a microinje¢do devem estar na forma
linear e o tamanho do transgene nao deve exceder 50 kb, ape-
sar de estes pardmetros ndo ser em limitantes na freqiiéncia
de transgénicos positivos. O volume de DNA injetado no pro-
nucleo ¢ bastante dificil de ser controlado, entretanto, esti-
ma-se que sdo introduzidos cerca de 1-2 picolitros/inje¢ao

por pronucleo. A Unica variavel a ser controlada ¢ a concen-
tracdo de DNA para inje¢do que deve ser de 1-2 ng/puL, o que
corresponde a 200-400 moléculas de DNA/pL para um frag-
mento de 5 kb.

Superovulacao de fémeas doadoras

A técnica de microinje¢do requer um grande nimero de
o6vulos, uma vez que, para cada tentativa de geragdo de ani-
mal transgénico, pelo menos 100 embrides recém-fertiliza-
dos sdo injetados. A administragdo intraperitoneal de
gonadotrofinas em fémeas pré-puberes com idade entre 3 ¢ 5
semanas leva a superovulagdo, com uma média de 30 6vulos
produzidos por fémea. Inicialmente cada fémea recebe SUI
de gonadotrofina coridnica obtida de éguas prenhas (PMSG
— Pregnant Mare's Serum Gonadotropin) que mimetiza o
horménio estimulante dos foliculos (FSH — Follicle-stimu-
lating Hormone) e, ap6s 42 a 48 horas, SUI de gonadotrofina
corionica humana (hCG — Human Chorionic Gonadotro-
pin) sdo administradas mimetizando o pico do horménio lu-
teinizante (LH) que amadurece os foliculos e induz a liberagao
dos 6vulos do ovario para o oviduto. No mesmo dia, apds o
hCG, cada fémea ¢ colocada separadamente com um macho
fértil, e, no dia seguinte, faz-se a verificagdo da presenca de
tampdo vaginal decorrente da cristalizagdo do sémem apoés a

- " b
Promotor Gene a ser expresso PoliA
Regido promotora
(confere especificidade de érgdo ou tecido)
— ] s
ff-:" i Tﬁ;" P
| |I\_ ﬁﬁh‘ﬁ ax"i. 3 f
H y == L
-y 4 =
M= r ﬁa‘_ﬁ
GRH VEC MT
GFA eNO CM

Fig. 52.1 — Esquema da construcéo de DNA utilizada para a geragéo de animais transgénicos contendo regido promotora, regido codificadora
e cauda poli-A. Estes sGo alguns exemplos de promotores tecido-especificos. MLC-2= cadeia leve da miosina; GHRH= receptor do horménio
liberador de gonadotrofina; GFAP= proteina écida fibrilar glial; VEC= células endoteliais vasculares; eNOS= sintase de éxido nitrico endotelial;
MT= metalotioneina; CMV= citomegalovirus
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copulagdo. Em geral, mais de 80% das fémeas apresentam
tampao positivo, as quais sdo sacrificadas por deslocamento
cervical e procede-se a abertura da cavidade abdominal com
a retirada dos ovidutos e dos embrides que sdo lavados em
meio de cultura e transferidos para uma estufa até o momento
da microinjegao.

Microinjecao de pronucleos

A microinje¢ao pronuclear ¢ realizada com o auxilio de
dois micromanipuladores laterais acoplados a um microsco-
pio invertido de alta resolugdo (Fig. 52.2). Durante este esta-
gio os embrides apresentam os prontcleos (masculino e
feminino) visiveis, entretanto, o pronucleo masculino ¢ ge-
ralmente escolhido para receber o transgene por ser maior ¢
localizar-se mais proximo a membrana citoplasmatica do
embrido, o que facilita a microinje¢do. O micromanipulador
do lado esquerdo acoplado a uma micropipeta mantém o
embrido fixo através de suc¢do continua e controlada. Com o
auxilio do micromanipulador do lado direito e em aumento
de 200 ou 400 X, uma microagulha contendo o DNA ¢ intro-
duzida em um dos pronucleos ¢ um volume de cerca de 2
picolitros ¢ injetado provocando um aumento do pronucleo
de cerca de 30%. Os embrides microinjetados sdo transferi-
dos para o oviduto de receptoras ou “maes de aluguel” pseu-
dogravidas que sdo preparadas acasalando-se fémeas em estro
natural com idade minima de 6 semanas com machos vasec-
tomizados ou geneticamente estéreis. Varias linhagens po-

Fig. 52.2 — Micromanipulador acoplado ao microscépio invertido
utilizado na microinjecéo de embriées (em cima & esquerda). Detalhe
das agulhas de sucgéo e injecéo do sistema de micromanipulagéo (em
cima & direita). Fotografia de um oviduto retirado de uma fémea
doadora contendo massa de embriées no momento da coleta (embaixo
& esquerda, aumento de 20X). Microinje¢do do DNA em um embriGo
contendo os prondcleos (embaixo & direita, aumento de 400X).

dem ser utilizadas, entretanto, normalmente sao usadas fé-
meas albinas que apresentam cor de pelagem distinta das doa-
doras o que garante que qualquer animal nascido seja
realmente derivado dos embrides doados.

Transferéncia de embrioes para o oviduto

Embrides em estagio de uma célula até blastocisto (>16
c¢lulas) podem ser transferidos para fémeas receptoras pseu-
dogravidas 0,5 a 3,5 dias apds acasalamento, respectivamen-
te, desde que aptas para levar a gestacdo a termo. A idade
embriondria e as condi¢des uterinas da fémea receptora de-
vem ser cuidadosamente sincronizadas. Embrides de uma
c¢lula até morula (16 células) sdo transferidos para o oviduto
de fémeas pseudogravidas apds 0,5 dia do acasalamento. A
transferéncia pode ser realizada no mesmo dia da microinje-
¢do ou no dia seguinte, quando os embrides atingem o esta-
gio de duas células. Antes da transferéncia uma avaliagdo do
embrido ¢ realizada, baseada no numero de células e na qua-
lidade morfologica do mesmo que deve apresentar citoplas-
ma claro, zona peltcida intacta e auséncia de fragmentos
citoplasmaticos. A transferéncia faz-se inserindo uma pipeta
contendo os embrides na porg¢ao inicial do oviduto e deposi-
tado-os lentamente. Aproximadamente 10 dias apds o nasci-
mento, a ponta da cauda dos filhotes ¢ cortada, o DNA ¢
extraido ¢ a andlise do transgene no genoma dos filhotes ¢é
realizada pelas técnicas de Southern blot ou de PCR (Poly-
merase Chain Reaction) (Fig. 52.3). A primeira requer frag-
mentos de DNA conhecidos como sondas porque se ligam
em regides do DNA cujas seqiiéncias fazem parte exclusiva-
mente do transgene. Na técnica de PCR sdo necessarios pe-
quenos oligonucleotideos especificos para dar inicio a
amplificacdo de multiplas copias do transgene. Em ambas as
técnicas, as amostras de DNA resultantes sdo submetidas a
eletroforese em gel de agarose, produzindo bandas visiveis
sob luz ultravioleta ou em filmes de raios X. Conforme o
éxito de todo o procedimento de transgénese, aparecerd no
gel uma banda de migragao correspondente a construgdo de
DNA integrado no genoma. O primeiro animal nascido con-
tendo o transgene ¢ chamado de Fundador e ¢ heterozigoto
uma vez que a integracdo do DNA exogeno se da em apenas
um dos alelos cromossomicos.

Obtencao de linhagem homozigota

O estabelecimento de uma linhagem transgénica requer
a identificac¢ao de individuos homozigotos eliminando a ne-
cessidade de genotipar cada geracdo nascida. Existem varios
métodos de identificagdo disponiveis, entre eles, a quantifi-
cacdo do nimero de copias do transgene integradas, a quanti-
ficagdo do produto transgénico ou fendtipo, hibridizagao in
situ do nuacleo, cruzamento-teste etc. O cruzamento-teste é
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um método definitivo pois a transmissao do transgene para
os descendentes € de 100%; entretanto ¢ um método caro e
trabalhoso uma vez que a quantidade de individuos genotipa-
dos ¢ grande. Apds atingir trés semanas, o Fundador ¢ colo-
cado para acasalar com individuos ndo-transgénicos e seus
descendentes F1 heterozigotos sdo analisados para a presen-
c¢a do transgene por PCR ou Southern blot (Fig. 52.3). Em
geral, de 10 a 50% da ninhada apresentam o DNA exogeno.
Apds trés semanas os irmaos heterozigotos sdo acasalados
entre si gerando 25% de animais F2 homozigotos. Estes ani-
mais sdo testados quanto a sua homozigose pelo acasalamen-
to com animais nao transgénicos e analise dos descendentes.
Um casal fundador deve ser mantido para manutengao da li-
nhagem transgénica.

MODELO KNOCKOUT

O termo alteracdo genética controlada ¢ definido como a
introdug@o de modificagdes sitio-especificas no genoma por
recombinac¢do homologa. Esta técnica revolucionou o campo
da genética de camundongo e permitiu a analise de diversos
aspectos da funcdo génica in vivo, tornando possivel gerar
alteracdes genéticas especificas que variam de mutagdes
puntuais a rearranjos cromossomais. Utilizando este procedi-
mento, animais transgénicos podem ser produzidos a partir
de células troncoembrionarias totipotentes, as células ES,
modificadas geneticamente pela introdug¢ao de um gene exo-
geno (transgene). Este método ¢ utilizado com o objetivo de
substituir um gene funcional por uma seqiiéncia mutada, que,
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Fig. 52.3 — Esquema da geracdo de animais transgénicos pelo método de microinjecdo pronuclear
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uma vez introduzida, ira inativar o gene original. As células
embriondrias totipotentes sdo provenientes da massa celular
interna do blastocisto de camundongo com apenas cindo dias
e, atualmente, podem ser obtidas comercialmente. Estas cé-
lulas sdo capazes de se diferenciar em todas as células do
corpo, sendo, portanto, responsaveis pela formagao do indi-
viduo adulto. Quando injetadas em morulas ou blastocistos
ndo cessam a diferenciagdo e contribuem para a formagao do
individuo, e o animal resultante ¢ chamado de quimera, pois,
conforme citado, contém duas linhagens de células distintas:
uma originaria das células totipotentes modificadas e a outra
do blastocisto receptor onde as primeiras foram introduzidas.
Esta técnica permite realizar mutagdes dentro de um gene
escolhido a priori e assim descobrir a natureza e a extensao
de sua funcdo. Isto se tornou possivel em decorréncia dos
trabalhos descritos em 1987 por Thomas e Capecchi que con-
seguiram substituir in vitro, ou seja, dentro das células em-
brionarias em cultura, uma seqiiéncia de DNA normal por
uma seqiiéncia mutada®. Assim, é possivel inativar qualquer
gene, desde que sua seqiiéncia gendmica seja conhecida. O
gene enddgeno pode ser trocado por uma construgao conten-
do uma mutagdo especifica ou que interrompa o gene impe-
dindo-o de se expressar (Fig. 52.4). Esta troca é um evento
que s6 ocorre por recombina¢do homdloga e de maior fre-
qiiéncia nas células totipotentes, ja que estas sdo células ain-
da totalmente indiferenciadas. A obtengdo do alelo nulo,
denominado knockout, possibilita o estudo da func¢ao génica.
Tecnicamente podemos inativar de maneira sistematica to-
dos os genes dos quais a seqiiéncia seja conhecida e assim
acessar os efeitos da auséncia de sua fungdo pelo estudo do

animal knockout. Até o presente, esta técnica foi amplamente
aplicada em camundongos, pois ¢ a Unica espécie em que se
domina totalmente a cultura de células-troncototipotentes,
além da espécie humana®®. Para outras espécies a limitacdo
consiste justamente na dificuldade de manter as células-tron-
co-derivadas de embrides indiferenciadas em cultura.

Recentemente, novas técnicas de inativacdo especifica
de genes tém surgido, como o método baseado na recombina-
se Cre (causa recombinagio) do bacteriofago P1, a qual reco-
nhece e medeia a recombinacdo sitio-especifica entre uma
seqiiéncia de 34 pb conhecida como loxP (locus de crossover
(x) em P1)*. A recombinase Cre é uma proteina de 38 kDa, ¢
pertence juntamente com a recombinase FLP, uma enzima
codificada pelo plasmideo circular endégeno 2um de Sac-
charomyces cerevisiae, a superfamilia das integrases ?°*. Uti-
lizando estes sistemas de recombinagdo tornou-se possivel
induzir a inativagdo de um gene de forma especifica em um
tecido determinado com um tempo preestabelecido (Fig. 52.5).

A produg¢@o de um animal knockout é composta por mui-
tas etapas, sendo que muitas sdo semelhantes as descritas an-
teriormente para a geracdo de animais transgénicos por adi¢ao.
Normalmente utiliza-se a técnica de microinje¢do para a in-
trodugdo de células troncomodificadas em blastocistos recep-
tores; entretanto, alguns laboratorios ainda utilizam o método
de agregacao de células tronco em blastocistos que consiste
na cocultura das células-troncomodificadas com um blasto-
cisto ndo modificado provocando agregagao e formando um
unico embrido quimérico. Essa técnica dispensa a microma-
nipulagdo e praticamente ndo ¢ mais utilizada devido as bai-
xas taxas de integragdo nas células germinativas>°.

Gene selvagem

— |
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Gene mutado |

Gene-alvo (éxons | |

e introns I:])

|:| Gene de resisténcia & droga X
Bl Gene de sensibilidade & droga Y

Fig. 52.4 — Esquema da construcdo de DNA utilizada para a geracéo de animais knockouts (vetor de recombinagdo) contendo as regido
homdlogas ao gene-alvo e os genes de resisténcia e sensibilidade.
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Fig. 52.5 — Esquema das construcdes de DNA utilizadas para a geragdo de transgénicos condicionais pelo sistema CRE-LoxP.

A produgao de knockout diferencia-se principalmente por
requerer embrides no estagio de blastocisto e incluir as eta-
pas de cultura e transfeccdo das células totipotentes para a
recombinagdo homologa, como veremos a seguir:

ETAPAS DE PRODUGCAO DO MODELO
KNOCKOUT

Obtencao de células troncoembrionarias

No quinto dia de desenvolvimento o embrido de camun-
dongo esta em fase de blastocisto e ¢ formado por cerca de 200
células indiferenciadas (massa celular interna) que dardo origem
aos varios tipos celulares que formarao o individuo adulto. Estas
células podem ser cultivadas in vitro e mantidas indiferenciadas
por tempo indeterminado na presenca de fatores inibidores de
diferenciagdo como a mitomicina. Nessas condigdes, ¢ possivel
inserir, inativar ou modificar genes do genoma destas células
através da inser¢do de vetores de DNA por eletroporagéo, infec-
¢do viral etc. Uma vez selecionadas, as células-troncomodifica-
das, em que o gene esta inativado, sdo isoladas e novamente
colocadas em cultura. As linhagens de células tronco de camun-
dongo podem ser obtidas retirando-se células diretamente do
blastocisto utilizando-se um micromanipulador. Atualmente ¢
possivel obter estas células comercialmente.

Construcao e preparacao do DNA

A construcdo de DNA utilizada para a inativacdo de um
gene ¢ chamada de vetor de recombinacdo. Este vetor con-
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tém algumas seqiiéncias do gene que se quer inativar e sera
introduzido no genoma de células-troncoembriondrias indi-
ferenciadas in vitro substituindo o gene enddgeno (gene alvo)
através de um evento espontaneo, porém extremamente raro,
denominado recombina¢@o homdloga, que ocorre provavel-
mente durante duplo crossing-over por agao de enzimas re-
combinases, entre elas a proteina recA de E. coli.

O vetor de recombinag¢do ¢ composto por: — uma se-
qiiéncia gendmica 5” do gene-alvo; — um marcador de sele-
¢do negativa geralmente resistente a neomicina que substitui
a regido codificadora do gene impedindo a formagéao da pro-
teina; — uma seqiiéncia gendomica 3" do gene-alvo; — a se-
qiiéncia do gene da timidinaquinase (tk) que funciona como
marcador de sele¢ao positiva (Fig. 52.4). As duas seqiiéncias
gendmicas presentes no vetor de recombinagao sao respon-
saveis pela homologia deste com o gene endogeno, o que se-
rdo decisivos durante o processo de recombina¢ao homologa,
pois, caso contrario, o vetor seria introduzido aleatoriamente
no genoma.

Insercao do vetor de recombinacao e selecao
das células totipotentes modificadas

A insercdo do vetor de recombinagao nas células-tronco-
embrionarias ¢ realizada por eletroporacao que consiste na
exposi¢ao das células em meio de cultura a um estimulo elé-
trico em um eletroporador na presenga do DNA linearizado e
purificado. A eletroporagdo leva a formagao de poros na mem-
brana das células permitindo a entrada do DNA exdgeno do
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citoplasma para o nucleo. As células sao transferidas para
uma placa de cultura onde serdo selecionadas para a identifi-
cacdo delas em que ocorreu recombinagdo homologa e, por-
tanto, o vetor de recombinacao foi inserido substituindo o
gene-alvo. A eletroporagdo produz inser¢do de uma cépia do
vetor recombinante no genoma em cerca de 1% das células
tronco em cultura.

A identificacdo das células modificadas é realizada com
o uso de dois marcadores genéticos que permitem selecionar
as células em que houve recombinag¢do homologa. Um dos
marcadores mais utilizados ¢ o gene neo que codifica a ami-
noglicosideo-fosfotransferase, o qual foi inserido no vetor e
que confere resisténcia ao antibidtico neomicina. Apds
crescimento celular adiciona-se geneticina, um analogo de
neomicina, ao meio de cultura, e a maioria das células nas
quais ndo houve integracdo do vetor ou esta foi aleatodria, ¢
sensivel a droga e morre. Entretanto, as que adquiriram o vetor
e conseqiientemente expressam o gene neo sao resistentes a
droga ¢ permanecem vivas (sele¢do positiva). O outro mar-
cador utilizado para selegdo das células é o gene tk, que codi-
fica para enzima timidinacinase do virus herpes simplex que
foi inserido na extremidade 3" do vetor de recombinagao.
Quando ocorre recombinagdo homdloga a seqiiéncia do gene
tk ndo se integra ao genoma por estar fora da seqiiéncia com-
plementar que orienta o alinhamento entre o vetor e o seu
alvo. Entretanto, se a integracdo do vetor ¢ aleatdria as célu-
las recebem o vetor inteiro e a célula passa a expressar a en-
zima. Nesse caso, a aplicagdo da droga ganciclovir, um
analogo de nucleosideo, ao meio de cultura ¢ mortal para as
células que expressam o gene #k, pois a DNA polimerase uti-
liza este nucleotideo ndo-funcional (selegdo negativa). Com
os dois marcadores (neo e tk), ¢ possivel selecionar células
que em sua maioria apresentam a recombinagdo homologa
desejada. Obtém-se assim, a mutacao especifica ¢ controlada
do gene escolhido, confirmada pela analise de uma amostra
do DNA das células. As células sdo mantidas em cultura e a
selecdo tem a duracdo de 10 dias até que se formam clones
das células as quais sdo analisados por PCR quanto a presen-
¢a do vetor de recombinacdo. Os clones positivos sdo desa-
gregados e as células sdo injetadas nos blastocistos receptores
e darfo origem a animais quiméricos.

Producéao de blastocistos

A escolha da linhagem de fémeas doadoras de blastocis-
tos (> 16 células) vai depender da origem genética das célu-
las tronco que serdo utilizadas. Como a maioria das células
tronco ¢ derivada da linhagem de camundongos 129 que apre-
senta pelagem aguti, os blastocistos devem ser derivados de
linhagem albina ou preta o que permitira avaliar o grau de
contribui¢do das células tronco através do quimerismo da
pelagem do animal resultante. Embrides em fase de blasto-
cisto sdo coletados do utero de fémeas doadoras de 3,5 a 4,5

dias apos o acasalamento. Os blastocistos sdo obtidos por la-
vagem uterina ¢ mantidos em meio de cultura até o momento
de microinje¢do de células troncomodificadas. A microinje-
¢do ¢ realizada com o auxilio de dois micromanipuladores
laterais acoplados a um microscépio invertido de alta resolu-
¢do e as células tronco sdo microinjetadas diretamente na blas-
tocele (cavidade interna blastocistica) utilizando-se uma
microagulha acoplada ao micromanipulador. Os blastocistos
injetados sdo mantidos em cultura até o momento de transfe-
réncia. Os blastocistos microinjetados sdo transferidos para
os cornos uterinos de fémeas receptoras pseudogravidas que
sdo preparadas acasalando-se fémeas em estro natural com
idade minima de 6 semanas com machos vasectomizados ou
geneticamente estéreis. Varias linhagens podem ser utiliza-
das, entretanto, sdo indicadas fémeas com cor de pelagem
distinta dos blastocistos doados, o que vai garantir que qual-
quer animal nascido seja realmente derivado dos mesmos.
No estereomicroscopio, o corno uterino ¢ imobilizado na jun-
¢do com o oviduto e com uma agulha ¢ produzido um orifi-
cio. A agulha ¢ retirada, a pipeta ¢ inserida no orificio e os
embrides sdo depositados lentamente.

Obtencao de linhagem homozigota

Conforme citado, a maioria das células-tronco disponi-
veis € derivada da linhagem de camundongo 129 homozigota
aguti. Para se reconhecer os animais quiméricos pela cor do
pélo, é necessario injetar células-tronco 129 em blastocistos
de linhagens albinas ou ndo-aguti homozigotas. A maioria
das linhagens de células-tronco sdo de caridtipo masculino
(XY), portanto, os blastocistos injetados dardo origem a ma-
chos quiméricos*’. E indicado que todos os quimeras conten-
do 50% ou mais de pelagem aguti sejam testados para a
transmissdo na linhagem germinativa. Estes quimeras sdo
acasalados com fémeas ndo-aguti selvagens, e, uma vez que
apenas um alelo das células-tronco ¢ mutado pela recombi-
nag@o homologa, 50% dos descendentes de um quimera cru-
zado com uma fémea ndo-aguti vao herdar a mutagéo, ou s¢ja,
apresentar pelagem aguti. O DNA da cauda deve ser extraido
de todos os descendentes aguti e realizado PCR ou Southern
blot. Os animais heterozigotos sdo acasalados entre si para
serem obtidos 25% de homozigotos mutantes. A genotipa-
gem ¢ realizada nos filhotes heterozigotos dos animais qui-
méricos contendo células germinativas modificadas. O DNA
da cauda deve ser extraido e realizado PCR ou Southern blot
assim como para os neonatos transgénicos por adi¢ao.

APLICAQA()ES DOS ANIMAIS
TRANSGENICOS

A tecnologia transgénica apresenta inimeras aplicagdes
em diferentes campos de atuacdo. Na medicina, a possibili-
dade de modificar o patrimonio genético de um animal tem
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provocado um grande impacto no que se refere a compreen-
sdo de mecanismos fisiologicos e patologicos e ao desenvol-
vimento de novas terapias, produzindo efeitos no modo e na
expectativa de vida do ser humano. Os processos interativos
dos mamiferos vivos sdo extremamente complexos, sendo,
portanto, muito dificil reproduzi-los in vitro. Os estudos uti-
lizando animais transgénicos possibilitam a avaliagdo de
modificacdes genéticas tanto na anatomia como na fisiologia
de um organismo vivo, o que era impossivel até muito pouco
tempo. Um aspecto importante ¢ que estes modelos sdo gera-
dos para estudos especificos, o que os torna, na maioria das
vezes, modelos ideais em comparacdo aos modelos animais
convencionais. O impacto desta tecnologia também tem sido
grande com relacdo ao uso de animais de laboratério em todo
o mundo. A geragao de modelos transgénicos esta provocan-
do uma reducao do numero de animais utilizados para expe-
rimentacdo de uma forma geral, além de gerar uma
substituicdo das espécies geneticamente mais proximas ao
homem, como os cies e os primatas, por animais menores
geneticamente modificados contendo as caracteristicas espe-
cificas que se deseja estudar. Dessa forma, a longo prazo, a
reduc@o do niimero de animais utilizados para se estudar do-
enc¢as humanas ¢é possivel devido a maior especificidade dos
modelos transgénicos desenvolvidos.

Em pesquisa basica, o uso de animais transgénicos pos-
sibilita o estudo da estrutura, regulacdo e fungdo de genes.
Estes animais s@o utilizados para se avaliar a fungdo génica
através da observagdo dos efeitos causados por superexpres-
sd0, modificag@o ou inativagdo de genes no fendtipo do ani-
mal geneticamente modificado. Estudos dos mecanismos de
diferenciagdo celular e ativagao de genes especificos em di-
ferentes fases do desenvolvimento embrionario e adulto
avancaram muito apds o uso de animais transgénicos nos
quais um gene reporter foi adicionado para se estudar a ex-
pressdo de gene dirigido por promotores especificos'. Um
exemplo € o peixe-zebra (zebrafish) transgénico, um exce-
lente modelo para se estudar como os genes sdo ativados
durante o desenvolvimento?. A compreensao do desenvol-
vimento deste vertebrado fornece importantes informagdes
que podem ser inferidas para o embrido humano, uma vez
que o desenvolvimento embrionario de peixes e homem ¢
bastante similar e alguns genes do desenvolvimento do pei-
xe-zebra parecem ter equivalentes humanos com seqiiéncias
e fungdes semelhantes™®.

Em pesquisa biomédica, inimeros modelos transgénicos
foram gerados apresentando doencas similares as presentes
no ser humano, como doengas cardiovasculares, auto-imu-
nes, neurologicas, AIDS, cancer, entre outras'>337. Estes
animais sdo utilizados para se compreender as causas, pro-
gressdo, estadgios e sintomas de uma determinada doenca.
Animais com mutagdes que mimetizem as principais caracte-
risticas de uma determinada anomalia sdo um passo funda-
mental na pesquisa das doengas genéticas. Tais modelos
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permitem o exame detalhado da fisiopatologia da doenga, além
de servirem para delinear novas formas de tratamento, de-
senvolvimento de testes diagnosticos, agentes terapéuticos
inovadores mais eficazes e baratos, além de terapia génica?.
Varias espécies animais, como ratos, coelhos e porcos, tém
sido utilizadas como modelos de doencas humanas; entretan-
to, o camundongo ¢ o animal de laboratoério de escolha para a
manipulacdo genética por ser uma espécie de pequeno tama-
nho, faceis manipulagdo e manutencao, além da disponibili-
dade da seqiiéncia completa de seu genoma recentemente
finalizada que mostrou grande similaridade com o homem!’.
Um exemplo de modelo de grande importancia clinica ¢ o
oncomice, um camundongo desenvolvido por pesquisadores
de Harvard University com predisposi¢ao ao desenvolvimento
de canceres pulmonar e linfatico. Este camundongo apresen-
ta genes defeituosos, os oncogenes, que sdo genes relaciona-
dos ao desenvolvimento de cancer e tém sido amplamente
utilizados em todo o mundo para se testar drogas e terapias
contra estes dois tipos de cancer**>°¢. Qutros modelos ani-
mais tém sido desenvolvidos para doengas como AIDS, do-
encas cardiacas, fibrose cistica e diabetes. Apesar de as
doengas produzidas em animais apresentarem grande simila-
ridade com as doengas em humanos, devido as diferencgas entre
as duas espécies, existem algumas limitagdes a adequagao e
ao uso destes animais como modelos. Um exemplo ¢ o ca-
mundongo gerado para desenvolver fibrose cistica que apre-
senta uma taxa de mortalidade ao nascimento muito mais alta
do que humanos acometidos pela doenca. Além do mais, hu-
manos com fibrose cistica desenvolvem infecgdes respirato-
rias severas que nao foram observadas nos modelos de
camundongos com a doenga?!. Por este motivo, os cientistas
devem ser cuidadosos com as inferéncias com relagao a pro-
gressdo e o tratamento de uma doenca humana baseado em
evidéncias observadas nos estudos com modelos de animais
transgénicos.

Em industria farmacéutica, os animais transgénicos pro-
duzidos sdo geralmente animais domésticos de grande porte
que sdo utilizados como biorreatores produzindo proteinas
recombinantes humanas valiosas como enzimas, hormonios
e fatores de crescimento. Muitas vezes a droga administrada
para o tratamento de uma determinada doenga ¢ a propria
proteina que esta ausente, como ¢ o caso da diabete melito
onde as células pancreaticas ndo produzem a proteina insuli-
na. Esta doenca ¢ tratada com a injeg@o direta de insulina
obtida de um doador humano ou a partir de bactérias transgé-
nicas geneticamente modificadas que secretam esta proteina.
O problema ¢ que, até o momento, a obtencdo de proteinas
para serem administradas como drogas a partir do proprio ser
humano ¢é extremamente trabalhosa e cara, ¢, por outro lado,
proteinas humanas sdo por vezes muito complexas para se-
rem sintetizadas por bactérias. Dessa forma, inimeros estu-
dos estdo sendo realizados com o objetivo de se viabilizar a
producdo de proteinas humanas em grande escala por ani-
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mais transgénicos. Estes animais sdo capazes de produzir pro-
teinas humanas complexas no leite através da expressao diri-
gida de genes humanos nas glandulas mamarias. Um exemplo
s30 as cabras transgénicas geradas para produzir uma protei-
na anticoagulante humana chamada antitrombina IIT (ATTII).
A droga podera ser administrada em pacientes indicados para
cirurgia de implantagdo de artéria coronaria'®. Na Escocia, a
companhia PPL Therapeutics produziu a ovelha transgénica
Polly que carrega um gene humano que codifica para a pro-
teina Fator IX. Uma vez produzida no leite, a proteina sera
posteriormente isolada e utilizada para se tratar doentes he-
mofilicos que ndo sdo capazes de produzir este importante
fator de coagulagdo. Diferente de outros transgénicos, Polly
foi produzida utilizando-se a técnica de clonagem por trans-
feréncia nuclear na qual o gene do Fator IX humano foi inse-
rido em fibroblastos fetais e, apds selecao, nicleos dessas
células foram transferidos para 6vulos enucleados que foram
transferidos para fémeas receptoras. A técnica de clonagem
foi utilizada porque através dela se produz um grupo 100%
homogéneo de animais (clones) que possuem o transgene na
mesma posi¢do cromossdmica, sendo portanto, todos capa-
zes de produzir a proteina homogeneamente*®.

Em xenotransplantagdo, animais transgénicos serdo fu-
turos doadores de 6rgdos para seres humanos. Atualmente,
pesquisas estdo em andamento no desenvolvimento de por-
cos transgénicos cujos 6rgaos serdo vidveis para transplante
em humanos. Um aspecto do sistema imune humano reco-
nhece e destrdi todas as células que ndo possuem marcadores
especificos humanos na sua superficie. Estes marcadores sdo
proteinas de superficie celular distintas encontradas apenas
em células humanas. Porcos transgénicos foram desenvolvi-
dos os quais possuem um gene que codifica para uma protei-
na de superficie humana. Como resultado, estes porcos
possuem 6rgaos contendo marcadores de células humanas, o
que impede que componentes do sistema imune humano ata-
quem e destruam o 6rgéo transplantado*..

Dois grupos de pesquisadores tém estudado outra estra-
tégia para se minimizar a rejeicdo de 6rgdos na xenotrans-
plantacdo. A presenca da a-1,3- galactosiltransferase na
superficie de células de porco sdo reconhecidas pelo sistema
imune humano a qual seria a primeira etapa na rejei¢ao ao
orgao transplantado. Para evitar este processo, um porco kno-
ckout foi gerado por clonagem no qual o gene que codifica
para esta molécula esta ausente’ 33,

Finalmente, o aspecto mais controverso do uso desta tec-
nologia envolve o melhoramento genético de animais domés-
ticos de interesse econdmico em larga escala decorrente de

modificacdo da anatomia e fisiologia do animal como, por
exemplo, aumento da massa corporea, diminui¢ao de gordu-
ra, resisténcia a doengas, maior producao de carne e leite etc.
Por exemplo, porcos transgénicos foram gerados apresentan-
do taxas de crescimento e qualidade de carne superiores. Es-
tes porcos aproveitam a comida de forma mais eficiente e sdo
resistentes a doengas®®. Ovelhas transgénicas foram desen-
volvidas com maior produgdo de 13 sem a necessidade de
dieta rica em suplementos de aminoacidos®.

Com o objetivo de intensificar a produgao de peixes, fo-
ram geradas espécies transgénicas do salmdo do Atlantico
com superexpressao do gene do horménio de crescimento ou
de outros fatores de crescimento. A taxa de crescimento des-
tes peixes foi da ordem de 30-60% maior com relag@o aos
mesmos peixes ndo-transgénicos® . Do mesmo modo, alguns
peixes de aguas geladas possuem um gene que codifica para
uma proteina que impede o congelamento (antifreeze pro-
tein) permitindo que sobrevivam em adguas com temperaturas
abaixo de zero uma vez que a proteina inibe a formacao de
cristais nas células do sangue. Uma vez que o salmao do Atlan-
tico ndo possui este gene, programas de pesquisa estao sendo
realizados com o objetivo de se gerar um salmao transgénico
contendo o gene da proteina antifreeze, para aumentar a tole-
rancia desta espécie a aguas de baixa temperatura®.

CONSIDERAGOES FINAIS

As técnicas de alteragdes genéticas desenvolvidas ao lon-
go das tltimas trés décadas provocaram uma grande revolu-
¢do no campo da genética animal, permitindo a analise de
varios aspectos da funcdo génica in vivo. As pesquisas bio-
médicas baseadas nas alteracdes genéticas em modelos ani-
mais oferecem umas das maiores esperangas para a cura das
principais doencas que ainda afligem a humanidade. O uso
de animais transgénicos ¢ central na concretizagao desta es-
peranca e, além disto, oferece o potencial para o uso de um
menor numero de animais em experimentos mais direciona-
dos. A utilizagdo das modernas técnicas de transgénese hoje
disponiveis tornou possivel criar-se alteragdes que podem
variar desde simples mutagdes a rearranjos cromossomais
complexos, e mais recentemente, alteragdes genéticas dirigi-
das induziveis em tecidos especificos e em tempos controla-
dos. Portanto, o uso apropriado dos modelos de animais
transgénicos deve propiciar as ferramentas necessarias para
o desenvolvimento da ciéncia, com grande potencial para gerar
beneficios médicos, biotecnologicos e comerciais altamente
significativos.
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