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ANIMAIS
TRANSGÊNICOSPesquisa

Geração de animais geneticamente modificados no Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da UNIFESP-EPM
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A criação do laboratório de
animais transgênicos

da UNIFESP

A tecnologia para a geração de
animais transgênicos, apesar de já ser
rotineiramente empregadaem labora-
tórios comerciais e de pesquisa em
muitos países, desde as duas últimas
décadas, ainda é incipiente no Brasil.
Pesquisadoresdevárias áreas vêmuti-
lizando esses animais com maior fre-
qüência a cadadia, fazendodessa tec-
nologia uma poderosa ferramenta no
desenvolvimento de novas drogas te-
rapêuticas, naproduçãodemoléculas
comercialmente importantes, naeluci-
dação demecanismos biológicos, en-
tre muitas outras aplicações. Assim
comono resto domundo, a tendência
àutilizaçãodessesmodelos é cadavez
maior no Brasil, o que aumenta a ne-
cessidadede implantarem-se laborató-
rios que dominem essa tecnologia a
fimde fornecermodelos especiais aos
pesquisadores nacionais, bem como
dispordebiotérios capazesde realizar

amanutençãodas linhagens já impor-
tadas, eliminando a dependência de
laboratóriosdoexterior.

Com esse objetivo foi que, em
1996, o entãoDiretor Técnico e Coor-
denador Científico do CEDEME, Prof.
Luiz Edmundo Magalhães, desenvol-
veuesforçospara congregarpesquisa-
dores e técnicos interessados na pro-
duçãodeanimais transgênicos,procu-
rando criar uma equipe capaz de rea-
lizar essa nova e importante tarefa,
àquela época ainda completamente
inéditanoBrasil.Assim,ospesquisado-
res daUNIFESP, Prof. JoãoBoscoPes-
quero, recém-chegado da Alemanha,
onde desenvolveu seu pós-doutora-
mento na geração e caracterização de
vários modelos transgênicos e o Prof.
LuísAntônioTravassos, usuáriodevá-
rias linhagens transgênicas importadas,
mantidas peloCEDEME, foramconvi-
dados a integrar o grupo.

Abióloga,Dra.HeloísaAllegroBap-
tista, já com experiência nas técnicas
de fertilização in vitro, integrou-se ao
CEDEME, tendo recebido treinamento
naáreadegeraçãodeanimais transgê-
nicos, na Argentina e na Alemanha. A
criação de uma vaga de docente para
o CEDEME possibilitou a contratação
daProfa. CléliaRejaneAntônio, douto-
ra em Bioquímica pela Universidade
deSãoPaulo.Osalunosdepós-gradu-
açãoAlbertoNavarro e Regiane Saba-
tini, e os funcionários do CEDEME,
Satiko Okamoto e Gui Mi Ko também
foram incorporados aogrupo.

Emfevereirode2000, foi aprovado
oprojetomultiusuários da FAPESP in-
titulado �Implantação de laboratórios
para a produção e manutenção de
animais transgênicos�, sobacoordena-
ção doProf. Aron Jurkiewicz. Umano

Figura1.CamundongoVitor, o primeiro
camundongo transgênico geradopela téc-
nica demicroinjeçãopronuclear noBrasil
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emeio depois, os laboratórios de bio-
logiamolecular e deproduçãode ani-
mais transgênicos doCEDEME já esta-
vam instalados, sendo então gerados
os primeiros embriões quiméricos de
camundongo. Finalmente, emdezem-
bro de 2001, Vitor, o primeiro animal
transgênico produzido no Brasil pela
técnicademicroinjeçãopronuclear foi
obtido. Esse fato representouummar-
co na produção nacional de animais
transgênicos e inicioudefinitivamente
o projeto de fornecimento desses
modelos pelo CEDEME, para pesqui-
sadores da Universidade Federal de
São Paulo, do Brasil e da América
Latina.

Histórico dos animais
transgênicos

Antes do aparecimento das técni-
cas de biologia molecular aplicadas à
genética, os únicos modelos animais
para seestudara regulaçãoe funçãode
genes e a compreensão dos sistemas
biológicos demamíferos eramosmu-
tantes espontâneos. Para se provar a
base genética damutação, os animais
tinham que apresentar um fenótipo
alterado e transmiti-lo para seus des-
cendentes e posteriormente, tentati-
vas eram feitas com o objetivo e se
isolar os defeitos genéticos de interes-
se. Com os avanços das técnicas de
biologiamolecular e celular edaenge-
nharia genética, novas metodologias
passaram a ser empregadas e tornou-
se possível a manipulação do DNA,
bem como a alteração controlada do
genoma.Dessa forma, as técnicaspara
a geração de modelos transgênicos
representaram uma das mais promis-
soras biotecnologias tanto para fins
comerciais como para diversas áreas
dapesquisabásica.

Pouco antes da década de setenta,
o termo transgênico começou a ser
utilizadona literaturacientíficaeminú-
merosestudosmostrandoa introdução
de fragmentos de DNA in vitro em
células procarióticas e eucarióticas e
indução da expressão de genes em
vários tipos celulares (Gavrilova, 1967;
Loyter e cols., 1975). Mais tarde, os
transgênicos foramconceituadoscomo
animais ou organismos cujo patrimô-
niogenético foramanipuladoartificial-
mente pela introdução, modificação

oudeleçãodeuma seqüência deDNA
no seu genoma, incluindo a linhagem
de células germinativas, de tal forma
queessaalteração fosse transferidaaos
seus descendentes (Fukamizu, 1993).
O termo transgênico, portanto, englo-
ba animais que tiveram genes adicio-
nados(transgênicosporadição),modi-
ficados (knockin) ou retirados (kno-
ckout). Em 1982, a primeira linhagem
decamundongos transgênicosporadi-
ção foi produzida e caracterizada por
Richard Palmiter, da Universidade da
Pensilvânia, RalphBrinster, daUniver-
sidade de Washington e colaborado-
res.Naqueleestudo inédito,ospesqui-
sadoresconstruíramumDNAquecon-
tinhaumacópiadogenedohormônio
decrescimentode ratos sobocontrole
dopromotor do genedemetalotione-
ína-l capaz de dirigir a expressão do
gene para vários tecidos. Centenas de
cópiasdessaconstruçãodeDNAforam
microinjetadas em embriões de ca-
mundongosposteriormente transferi-
dos paramães de aluguel. Dos vinte e
umcamundongosnascidos, setecarre-
gavamaconstruçãodogeneexógeno,
sendoque seis sedesenvolverammais

rápido e atingiram um tamanho duas
vezesmaiorqueoscontrolesnão trans-
gênicos. Esse resultado foi um marco
nodesenvolvimentode animais trans-
gênicos, despertandogrande atenção
namídia em todo omundo, quandoo
camundongo �gigante� ficou famoso
na capa da revista científica Nature
(Palmiter e cols., 1982).

O sucesso desse trabalho só foi
possível graças aestudosanterioresde
outros pesquisadores que relatavama
introduçãodireta dematerial genético
exógeno emembriões de camundon-
go antesmesmodo aparecimento das
técnicas de DNA recombinante. Em
1974, Rudolf Jaenisch e Beatriz Mintz
confirmaramapresença deDNAexó-
geno em diversos tecidos de camun-
dongos após a microinjeção de DNA
do vírus SV40 no interior da cavidade
blastocística de embriões (Jaenisch e
Mintz, 1974). A integração de DNA
exógeno nas células germinativas foi
detectadaemestudosposterioresapós
a exposição de embriões de camun-
dongos ao retrovírus da leucemiamu-
rina de Moloney (Moloney murine
leukemia virus, M-MuLV), que trans-

Figura2.Micromanipulador acopladoaomicroscópio invertidoutiliza-
do na microinjeção de embriões (em cima à esquerda). Detalhe das
agulhas de sucção e injeção do sistema de micromanipulação (em cima
à direita). Fotografia de um oviduto retirado de uma fêmea doadora
contendo massa de embriões no momento da coleta (embaixo à es-
querda, aumento de 20X). Microinjeção do DNA em um embrião con-
tendo os prónucleos (embaixo à direita, aumento de 400X)



54 Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento - nº 27- julho/agosto 2002

mitiram a alteração aos seus descen-
dentes (Jaenisch, 1976 e 1977). Em
1980, Gordon e cols. Utilizaram, pela
primeiravez, amicroinjeçãopronucle-
ar de uma construção viral em embri-
ões recém-fertilizados para a geração
de um camundongo transgênico por
adição (Gordon e cols., 1980).

Osprimeiros animais transgênicos
knockout, produzidos pela técnica de
recombinação homóloga em células-

tronco só foramgerados em1987, por
dois gruposdiferentes (Doetschmann
e cols, 1987; Thomas e Capecchi,
1987).Essesanimais foramproduzidos
pormutaçãodirigidadogenedahipo-
xantina fosforibosil transferase.

Desdeentão, a aplicaçãodas técni-
cas de transferência de genes tem
tornado possível a produção de ani-
mais transgênicos de diferentes espé-
cies como boi, porco, ovelha, coelho,

rato e camundongo, sendo este últi-
moomaisutilizadoempesquisas,por
apresentar notáveis vantagens como
menor tamanho, custo de manuten-
ção reduzido, embriõesdeboaquali-
dade para manipulação, além de ser
umadas poucas espécies cujamanu-
tençãodecélulas-tronco indiferencia-
das em cultura é viável, o que possi-
bilita a retiradadegenespor recombi-
naçãohomóloga egeraçãodemode-
los knockout (Hammer e cols., 1985;
Mullins e cols., 1990;Hammere cols.,
1990;Wall e cols., 1991;Pursel e cols.,
1989; Hogan e cols., 1986). Outro
fato importante que aponta para o
uso cada vezmaior dessa espécie é o
seqüenciamento total de seugenoma
recentemente finalizado.

Aplicações da tecnologia
transgênica

Asaplicaçõesda tecnologia trans-
gênica são inúmeras e em diferentes
campos de atuação. Empesquisa bá-
sica, noestudoda regulaçãoe função
de seqüências genéticas específicas.
Empesquisabiomédica,nacriaçãode
modelos animais de doenças huma-
nas, entre elas, doenças cardiovascu-
lares,auto-imuneseneurológicas,AIDS
e câncer. Animais commutações que
mimetizem as principais característi-
casdeumadeterminadaanomalia são
um passo fundamental na pesquisa
das doenças genéticas. Taismodelos
animais permitem o exame detalha-
doda fisiopatologia da doença, além
de servirem para delinear novas for-
masde tratamento, desenvolvimento
de testes-diagnósticos, agentes tera-
pêuticos inovadores e em terapia
gênica. Em indústria biotecnológica,
na produção de proteínas recombi-
nantes humanas valiosas, comoenzi-
mas, hormônios e fatores de cresci-
mento, por animais domésticos que
funcionam como biorreatores. Um
exemplobastanteutilizadoéaprodu-
ção de proteínas no leite através da
expressão dirigida às glândulas ma-
márias. Finalmente, o aspecto mais
controverso do uso dessa tecnologia
envolve o melhoramento genético
de animais domésticos de interesse
econômicoemlargaescala,decorren-
te de modificação da anatomia e de
fisiologiadoanimal, como,porexem-

Figura 3. Esquema da geração de animais transgênicos pelo método
demicroinjeçãopronuclear
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plo, aumento da massa corpórea,
diminuiçãodegordura, resistência a
doenças, maior produção de carne,
de leite, etc.

Técnicas utilizadas para
geração de animais

transgênicos por adição

Nosúltimos anos, várias técnicas
têmsidoutilizadasparaproduzir ani-
mais transgênicos por adição, entre
elas, infecçãode embriões por veto-
res retrovirais (Naganoe cols, 2001),
agregaçãodecélulas-troncoembrio-
nárias geneticamente modificadas
(Gossler e cols., 1986; Wood e
cols.,1993), transferênciadesegmen-
tos de cromossomos (Richa e Lo,
1989) e transferência deDNAmedi-
adapor espermatozóides (Lavitrano
ecols., 1989).Atualmente, ométodo
utilizado pela maioria dos centros
produtores de transgênicos é a mi-
croinjeçãopronuclear, aqualpermi-
te a introduçãode seqüências de até
50 kb de diferentes espécies no
genoma de mamíferos. Além disso,
pela utilização dessa técnica, são
geralmente obtidos altos níveis de
expressão do transgene (Rulicke e
Hubscher, 2000; Niemann e Kues,
2000).

Microinjeção Pronuclear -
A geração do camundongo

�Vitor�

OcamundongoVítor foioprimeiro
animal transgênico no Brasil gerado
por microinjeção pronuclear (Figura
1). Nessa técnica, centenas de cópias
doDNAexógeno são injetadas direta-
menteemumdospronúcleos (mascu-
linoou feminino) de embriões recém-
fertilizados coletados do oviduto de
fêmeasdoadoras superovuladas. Para
tal, utiliza-se um micromanipulador
acoplado a ummicroscópio invertido
de alta resolução (Figura 2). Após a
micromanipulação, os embriões são
transferidosparauma �fêmea recepto-
ra�pseudo-grávida,que levaráa termo
o nascimento dos animais que serão,
posteriormente, genotipadosquantoà
presençadogene exógeno (Figura 3).
A construção de DNA injetada é com-
posta por um promotor, uma região
codificadora do gene e uma região 3´
não traduzida (Figura 4). A especifici-
dade da expressão do gene integrado
é obtida mediante o uso de promoto-
res que dirigem a expressão do gene,
podendo ser ubíquos ou específicos.
Noprimeirocaso, aexpressãodogene
acontece em uma grande variedade
de tecidos e o objetivo é estudar o

efeito da superexpressão geral de um
gene. Um exemplo bastante utilizado
éopromotor dogenedametalotione-
ína. No segundo caso, o promotor
dirige a expressão do transgene para
determinados tecidosoucélulas (Figu-
ra 4).

Para a geração do camundongo
Vitor, foi utilizado o promotor da ca-
deia leve de miosina, o qual dirigiu a
superexpressão do gene do receptor
B2 de cininas de rato especificamente
parao tecidocardíacodoanimal (Figu-
ra5). Essemodelo seráutilizadoparao
estudo do papel protetor das cininas
em patologias cardíacas como hiper-
tensão, hipertrofia e infarto, o que
possibilitará o desenvolvimento de
novas drogas e terapias.

Perspectivas do CEDEME

Oobjetivodo laboratóriodeprodu-
çãodeanimais transgênicosdoCEDE-
ME é ser um fornecedor de modelos
geneticamente modificados para to-
dos os pesquisadores do Brasil e da
América Latina, bem como manter as
linhagens transgênicas em condições
isentasdepatógenosespecíficos (SPF).
A próxima etapa a ser conquistada é a
implantação das técnicas de cultivo e
transfecçãodecélulas-tronco, asquais
possibilitarão a geração de animais
knockineknockout.Alémdisso, estará
disponível empouco tempo o conge-
lamentodeembriões, uma ferramenta
extremamente importante que possi-
bilita a salvaguarda de todas as linha-
gens convencionais e transgênicas
geradasnopróprioCentroouadquiri-
das doexterior. Essa técnica represen-
taráaindaumaeconomiaconsiderável
em termos de espaço físico para a
manutenção das diferentes cepas de
animais presentes noCentro.
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