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ANIMAIS TRANSGENICOS -
NOVA FRONTEIRA DO SABER

Lygia da Veiga Pereira

nimais transgénicos (ou geneticamente modifica-
dos) sao poderosas ferramentas de pesquisa para a
descoberta e o desenvolvimento de novos trata-
mentos para vérias doengas humanas. Além disso,

a transgenia em animais de grande porte repre-
senta uma importante aplica¢io biotecnolégica no sentido de se
produzir em grande escala proteinas de interesse comercial. Neste
artigo serdo discutidos as bases da tecnologia e seu uso em pesqui-
sas bdsica e aplicada.

0 QUE E UM ANIMAL TRANSGENICO? Uma definico de animal
transgénico ¢ aquele com moléculas de DNA recombinante exd-
genas introduzidas em seu genoma por interven¢iao humana. A
técnica foi desenvolvida no final da década de 1970 em camun-
dongos, o mamifero cujo genoma ¢, até hoje, o mais facilmente
manipuldvel. Atualmente, a transgenia permite tanto a transferén-
cia de DNA exdgeno para o animal, através da técnica de microin-
jecao pronuclear, quanto a alteragao de DNA jd existente no animal,
através da recombinagdo homdloga em células-tronco embriond-
rias (células ES — do inglés embryonic stem).

Como o nome sugere, a microinje¢ao pronuclear consiste na injegao
de uma solugio de DNA, contendo o transgene de interesse, no pro-
nicleo de um évulo recém-fertilizado. Esta metodologia faz com
que vdrias copias do transgene injetado se integrem em tandem em
um sitio aleatério no genoma e sejam transmitidas de forma mende-
liana. O transgene deve conter todos os elementos de um gene (pro-
motor, regido codificante, sitio de adi¢io de cauda poli-A), porém,
deve ser construido por técnicas de DNA recombinante de forma a
responder alguma pergunta bioldgica. Assim, o transgene pode ser
utilizado para super-expressar um gene de interesse em tecidos espe-
cificos do camundongo — ao avaliarmos as consequéncias desta
super-expressao, poderemos inferir a func¢io daquele gene. Por
outro lado, o transgene pode ser utilizado para estudarmos regides
promotoras, através da construgao de um transgene com a regiio em
questdo dirigindo a expressio de um gene repérter (lacZ ou GEP, por
exemplo). Além disso, a microinje¢ao pronuclear tem sido utilizada
para a geragio de modelos animais para vdrias doengas genéticas
dominantes, incluindo osteogenesis imperfecta, através da inser¢ao
de um alelo mutado, o transgene, no genoma do camundongo.
Apesar de ser uma importante ferramenta de pesquisa, esse método
apresenta algumas limitagoes. Por causa do sitio aleatério de integra-
¢ao do transgene, este poderd nao estar sob o controle de todos os ele-
mentos em cis (no mesmo cromossomo) que controlam a expressao
do gene enddégeno. Assim, a expressao temporal e espacial do trans-
gene ndo seguird o padrao de expressio do gene endégeno. Além
disso, no que diz respeito a modelos de doencas genéticas, a introdu-
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¢do de um terceiro alelo, o transgene mutante, cria uma situagao
artificial no que diz respeito a propor¢ao entre os transcritos normais
e mutantes. Enquanto uma pessoa com uma doenga genética domi-
nante possui um alelo normal e um mutado, o camundongo trans-
génico possuird os dois alelos enddgenos normais e diversas cépias
do alelo mutante (transgene). Esta propor¢io pode ser critica em
doengas suscetiveis a efeitos de dosagem génica.

MANIPULAGAO DO GENOMA DO CAMUNDONGO ATRAVES DE CELU-
LAS ES Recentemente, a combinacao do cultivo de células ES e da
recombina¢io homdloga resultou na criagio de um método alter-
nativo e mais preciso para manipular o genoma do camundongo.
Linhagens de células-tronco embriondrias sao células nao diferen-
ciadas, derivadas do botao embriondrio de blastocistos, que tém
como caracteristica principal a pluripoténcia. Ou seja, quando
reintroduzidas em um blastocisto, as células ES possuem capaci-
dade de retomar o desenvolvimento normal, colonizando diferen-
tes tecidos do embrido, incluida a linhagem germinativa. As célu-
las ES podem ser modificadas geneticamente em cultura através da
recombina¢io homdéloga, processo que promove
a substitui¢io do alelo normal de um gene especi-
fico pela versio mutada do mesmo, construida no
laboratério. Dessa forma, sio obtidas linhagens
de células ES geneticamente modificadas. Estas
sao agregadas a mérulas de camundongos in vitro
e, assim, incorporadas ao embrido. Os camun-
dongos resultantes serdo quimeras formadas de
células do embrido recipiente e das células ES
recombinantes. Se estas dltimas colonizarem a
linhagem germinativa dos animais quiméricos, a
mutagio serd entdo transmitida as novas geragoes
de camundongos, criando uma linhagem de
camundongos “nocaute” (onde aquele gene foi nocauteado).

A capacidade de modificar regioes especificas do genoma do camun-
dongo por recombinagao homdloga permite a criagio em potencial
de camundongos com qualquer genétipo desejado. Estes animais
s30 uma ferramenta importante para o estudo de fun¢io génica atra-
vés da observacgao das conseqiiéncias fenotipicas da alteragio do
gene em questdo. De fato, com a recente disponibilizagao daseqiién-
cia completa do genoma humano, o grande desafio em pesquisas
biomédicas passou da identificagio de genes para a determinagio da
fung¢ao dos 20 mil a 25 mil genes do nosso genoma. Neste contexto,
a possibilidade de se alterar genes especificos no genoma do camun-
dongo permite a investigacao de fun¢ao génica 7 vivo.

COMO ANIMAIS TRANSGENICOS CONTRIBUEM PARA NOSSO BEM-
ESTAR? Os beneficios do uso de animais transgénicos para o bem-
estar do ser humano sio amplos, na medida que eles auxiliam pes-
quisas que geram maior conhecimento de biologia humana. Esses
conhecimentos, por sua vez, podem se traduzir em melhora de
qualidade de vida humana. Mas os beneficios mais diretos e bio-
tecnolégicos do uso de animais transgénicos podem ser divididos
em pelo menos trés grupos: agricultura, medicina e inddstria. Na
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agricultura, a transgenia permite a criagdo de animais de grande
porte com caracteristicas comercialmente interessantes, cuja pro-
dugio por técnicas cldssicas de cruzamentos e selegio sio extrema-
mente demoradas. Assim, existem vacas transgénicas que produ-
zem mais leite, ou leite com menos lactose ou colesterol, porcos e
gado transgénicos com mais carne e ovelhas transgénicas que pro-
duzem mais 1a. Além disso, hd um grande esfor¢o no sentido de se
produzir animais resistentes a doengas, como a gripe suina ou a
febre aftosa em bovinos. Porém, isso dependerd da identificagao
de genes responsdveis pela resisténcia a essas doengas.

As aplica¢oes médicas s3o vdrias e incluem o polémico xenotrans-
plante, ou seja, o transplante de rgaos animais para o ser humano.
Estima-se que, a cada ano, sao necessdrios 5 mil 6rgaos para trans-
plantes nos Estado Unidos, e essa demanda nao é atendida por doa-
dores. A transgenia vem sendo utilizada para a criagao de porcos
imuno-compativeis com o ser humano — através da técnica de
nocaute, foi produzida uma linhagem de porcos que nao expressa
uma protefna imunogénica em seres humanos, e, atualmente, estd
sendo testado o transplante de coragoes desses animais para maca-
cos. No entanto, é importante ressaltar que, se por
um lado o xenotransplante resolveria a questao da
disponibilidade de 6rgaos para transplantes, ele cria
uma outra questao séria de biosseguranga, criando
o risco de transmissdo de patégenos suinos para o
ser humano. Além disso, a transgenia em animais de
grande porte vem sendo utilizada para a produgao
de fdrmacos. Produtos como insulina, hormonio de
crescimento e fator de coagulagio podem ser obti-
dos do leite de vacas, cabras ou ovelhas transgénicas.
Finalmente, a aplicacio da transgenia na industria,
de forma equivalente 4 na medicina, visa a criagio
de bio-reatores, animais transgénicos de grande
porte produzindo uma protefna de interesse comercial em algum
tecido de fécil purificagao. Um exemplo € a cabra transgénica que
produz em seu leite uma proteina da teia de aranha. A purificagao
em grande escala desses polimeros a partir do leite permite a criagao
de um material leve e flexivel com enorme resisténcia, que poderd ser
usado em aplicagdes militares (coletes e uniformes a prova de bala) e
médicas (fio de sutura), entre outras.

NOBEL DE MEDICINA E FISIOLOGIA DE 2007 O Prémio Nobel de
medicina de 2007 foi dado aos trés cientistas que em conjunto
criaram a técnica de produzir camundongos nocaute: Oliver
Smith, Martin Evans e Mario Capecchi. O primeiro camundongo
nocaute foi anunciado em 1989, um modelo animal para a
doenca de Lesh-Nyham, doenca neurolégica rara que, entre
outros sintomas, gera crises de auto-flagelacio nas criangas afeta-
das. Desde entdo, essa técnica foi incorporada por intimeros gru-
pos de pesquisa no mundo inteiro, que a utilizam para gerar ani-
mais mutantes que auxiliem em suas pesquisas. Hoje, existem
camundongos nocaute para mais de 500 doengas como cancer,
diabetes e doengas neurodegenerativas, que sao utilizados para se
entender melhor cada uma dessas doencas, desenvolver e testar
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novas terapias. Além disso, um esfor¢o internacional em anda-
mento pretende mutar cada um dos 20 mil genes do genoma do
camundongo, criando uma cole¢io de animais nocaute, cada um
com um gene diferente alterado. Esses animais mutantes nos aju-
daro a entender melhor a biologia do camundongo e, logo, a do
ser humano também.

Em 1994, com o financiamento da Fapesp e do CNPq, montei na
USP um laboratdrio para criar camundongos nocaute. Além da
verba, tive o privilégio de conseguir reunir uma equipe extrema-
mente competente e dedicada. Em 1999, estabelecemos as primei-
ras linhagens de células-tronco embriondrias de camundongo no
pais, e, em 2001, os primeiros camundongos nocaute completa-
mente made in Brazil — modelos animais para a sindrome de Mar-
fan, doenga que pode levar 2 morte por ruptura da aorta. Em mode-
los como os nossos foi desenvolvida uma nova terapia para essa
sindrome que agora estd sendo testada em pacientes, ilustrando a
importancia desses animais para a satide humana.

Por que demoramos 12 anos para estabelecer essas técnicas no Bra-
sil, e estamos correndo atrds de outros 7 anos de atraso das pesquisas
com células-tronco embriondrias humanas? Nio sei, talvez por falta
de uma politica de metas mais claras de desenvolvimento cientifico
que incentive o estabelecimento de novas linhas de pesquisa no pafs.
Sei que o que nio falta no Brasil sio pesquisadores competentes e
entusiasmados. Precisamos que o governo se entusiasme também
com a ciéncia brasileira, e que esse entusiasmo se reflita em financia-
mento consistente a pesquisa, e na legaliza¢ao do uso de animais em
experimentagao — sem eles a nossa capacidade de fazer ciéncia ficard
absolutamente limitada.

Lygia da Veiga Pereira ¢ proféssora associada e chefe do Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de Biociéncias da USP. Email: lpe-
reira@usp.br
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LEGALIZACAO DO USO DE
ANIMAIS DE LABORATORIO:
PRESENTE, PASSADO E FUTURO

Renato Sérgio Baldo Cordeiro

ma das primeiras iniciativas para regulamentar ati-
vidades de pesquisa com animais de laboratério no
Brasil surgiu no governo provisério (1930 a 1934)
de Getulio Vargas, em 10 de julho de 1934 com o
Decreto n°. 24.645, que afirmava, no seu pri-
meiro artigo, que ‘todos os animais existentes no pafs sao tutela-
dos pelo Estado”.
O decreto considerava como maus tratos aos animais “praticar ato
de abuso ou crueldade em qualquer animal”; “manter animais em
lugares anti-higiénicos ou que lhes impegam a respiracio, o movi-
mento ou o descanso, ou os privem de ar ou luz”; “golpear, ferir ou
mutilar voluntariamente, qualquer 6rgio ou tecido de economia,
exceto a castragao, s6 para animais domésticos, ou operagoes outras
praticadas em beneficio exclusivo do animal e as exigidas para defesa
do homem, ou no interesse da ciéncia’; “ndo dar morte répida, livre
de sofrimentos prolongados, a todo animal cujo exterminio seja

» o«

necessdrio para consumo ou nao’; “ministrar ensino a animais com
maus tratos fisicos”.

De forma abrangente o decreto tentava regulamentar o transporte,
a caga, o trabalho, a contengio e exposicoes de animais de grande
porte em vdrios tipos de atividades.

Em 1941, também em outro governo Vargas —no Estado Novo — foi
publicado o Decreto Lei 3.688, que tratava das leis das contraven-
¢oes penais. No Capitulo VII - “Das Contravengdes Relativas a Poli-
cia de Costumes”, o sub-item “Crueldade contra animais”, no seu
artigo 64, especificava “Tratar animal com crueldade ou submeté-lo
a trabalho excessivo:

Pena — priso simples, de 10 (dez) diasa I (um) més, ou multa [én-
fase do autor].

§ 1° Na mesma pena incorre aquele que, embora para fins diddticos
ou cientificos, realiza, em lugar ptiblico ou exposto ao publico, expe-
riéncia dolorosa ou cruel em animal vivo”.

Trinta e oito anos depois, em 8 de maio de 1979, foi publicada a Lei
6.638 que estabelecia “normas para a prdtica diddtico-cientifico da
vivissecgao de animais”. Principios fundamentais para a utilizacio de
animais em pesquisas cientificas foram ratificadas nesta Lei, tais como:
Art. 1°— Fica permitida, em todo o territdrio nacional, a vivissec¢ao
de animais, nos termos desta Lei;

Art. 2° — Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstracoes
com animais vivos deverdo ser registrados em Orgdo competente e
por ele autorizados a funcionar;

Art. 3° — A vivissecgdo ndo serd permitida: sem o emprego de anes-
tesia; em centros de pesquisas e estudos nio registrados em drgao
competente; sem a supervisao de técnico especializado;



