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esde o final do século passa-

do estamos testemunhando

uma verdadeira explosio na

geracdo de produtos por meio de
metodologias de manipulacao gené-
tica de organismos vivos. A preserva-
cido desse patrimonio genético criado
pelo ser humano, assim como da
diversidade genética natural, tem sido
alvo de grande preocupacio e deba-
te. Gracas ao desenvolvimento de
técnicas de criopreservacao, hoje é
possivel a manutencio, a baixas tem-
peraturas, e por tempo indetermina-
do, de células, de embrides e até de
tecidos animais. Bancos de germo-
plasma tém sido criados para assegu-
rar a preservacao do material genéti-
co de organismos diversos, tais como
animais domésticos, animais em risco
de extincao, plantas e microorganis-
mos. A grande biodiversidade encon-
trada em nosso pais ja estimulou a
implantacdo de varios bancos genéti-
cos no Brasil, com o objetivo de
assegurar a preservacao das espécies.
O mundo da investigacao cientifi-

ca também sofre um problema simi-
lar. Animais de experimentacio, es-
pecialmente camundongos (Muss miuis-
culus domesticus), sio criados em
biotérios que possuem espaco limita-

do. O ndmero de linhagens de ca- cado mundial mais de 2.000 linha-
mundongos disponiveis vemaumen-  gens de camundongos geneticamen-
tando de forma exponencial, sobre-  te modificados. Analisaremos, a se-
tudo no que se refere a linhagens  guir, a importincia da implantacao
geneticamente modificadas. Estima-  de bancos de embrides de camun-
se que estejam disponiveis no mer-  dongos no Brasil.
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Figura 1. Linhagens isogénicas de camundongos. A: A (Albino, H-2%);
B: BALB/c (Albino, H-29) C: C57BI6 (Black, H-2"); D: DBA-2 (Dilute
brown, H-24); E: CBA (Agouti, H-25); F: C3H (Agouti, H-2¥). Estas
linhagens apresentam susceptibilidades distintas a diferentes doencas,

e permitem a investigacdo de mecanismos patogénicos pela
comparacao interlinhagens
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IMPORTANCIA DO
CAMUNDONGO COMO
MODELO EXPERIMENTAL

Linhagens de camundongos tém
sido utilizadas como modelos expe-
rimentais de pesquisa biomédica des-
de o inicio do século 20. O camun-
dongo €é o animal experimental de
escolha em varias areas por ser de
facil criacao e manipulac¢ao, ter uma
reproducio riapida e apresentar uma
grande diversidade genética. Foram
criadas linhagens isogénicas, pelo
cruzamento entre irmdos, durante,
pelo menos, 20 geracdes, o que deu
origem a populacdes de camundon-
gos geneticamente idénticos. Atual-
mente, existem mais de 400 linha-
gens isogénicas de camundongos
disponiveis, cada uma contendo ca-
racteristicas genéticas distintas (Fi-
gura 1). A utilizacdo de linhagens de
camundongos geneticamente padro-
nizados contribuiu enormemente
para os avangos nas areas de gené-
tica, cancer, transplantes e imunolo-
gia. A preservacio das caracteristi-
cas genéticas dessas linhagens é tam-
bém um importante problema de
criacdo de animais em biotério, ji
que o aparecimento espontineo de
mutacoes modifica as caracteristicas
das mesmas, quando mantidas como
colénias abertas durante um longo
periodo.

Investigacoes feitas a partir dos
anos 50 demonstraram
que camundongos iso-
génicos servem como
doadores de enxertos
para animais da mes-
ma linhagem porapre-
sentarem histocompa-
tibilidade antigénica
(Figura 2). Transplan-
tes de 6rgios de ca-
mundongos para li-
nhagens diferentes sio
sistematicamente rejei-
tados. Camundongos
imunodeficientes,
como a linhagem nude
(nu/nu) desprovidos
de pelo, no entanto,
sdo incapazes de rejei-
tar transplantes de do-
adores nao-histocom-

pativeis e até mesmo
de transplantes xeno-
genéicos (Figura 3).
Essa caracteristica, que
¢ determinada pela au-
séncia de timo, permi-
te a utilizacio destas
linhagens como recep-
toras de células e de
tecidos humanos, e
permitem, por exem-
plo, o teste de drogas
em neoplasias huma-
nas em um sistema in
vivo.

A utilizacao de téc-
nicas para obtenc¢ao de
linhagens com muta-
¢oes induzidas (trans-
génicas, knockouts e
mutacdes induzidas
por agentes quimicos
e fisicos) vem gerando
modelos para estudo
de diversas patologias
encontradas em seres
humanos, abrangendo a investiga-
¢cao de mecanismos da patogénese
das doencas, assim como a busca de
novos tratamentos, o teste de drogas
e aterapia génica. Modelos de doen-
cas, como fibrose cistica, lupus erite-
matoso sistémico e sindrome de
Down, entre outras, além de indme-
ras linhagens que apresentam dis-
tirbios comportamentais, ja estio
disponiveis. Camundongos defici-

Figura 3. Camundongos BALB/c nu/nu (nude). Esses
camundongos apresentam auséncia de pélo e um quadro de
imunodeficiéncia por possuirem um timo atrofiado e, por
consequéncia, auséncia de linfocitos T. Eles podem ser
obtidos do acasalamento de animais imunocompetentes:
maes heterozigotas (BALB/c nu/+) e pais BALB/c nu/nu
trasplantados com timécitos de BALB/c normais

Figura 2. Transplante heterotépico de coracdo
singénico. O cora¢io de um camundongo BALB/
¢ neonato foi removido e implantado na orelha
de um camundongo adulto. Apds alguns dias,
pode-se observar a pulsacdo do tecido cardiaco
na orelha do camundongo transplantado,
evidenciando a aceitacio do enxerto. Esse
modelo permitiu demonstrar a acio patogénica
de linfécitos auto-reativos provenientes de
camundongos com doenca de Chagas
experimental (Ribeiro dos Santos et al, 1992)

entes em interferon-gamma (IFN-g
knock outs) sao incapazes de con-
trolar a infeccdo por patégenos como
o Trypanosoma cruzi, enquanto que
camundongos com o mesmo geno-
tipo e que expressam esse fator,
sobrevivem a infeccio (Figura 4).
A conclusao do projeto genoma
humano resultou em um numero
enorme de seqiéncias génicas cujas
funcdes permanecem desconheci-
das. Nesse sentido, o ca-
mundongo é o modelo
experimental de escolha
para estudos da fungio
génica em mamiferos. A
mutagénese de camun-
dongos é uma metodolo-
gia poderosa no estudo
sistemdtico da genética
de mamiferos, e tem sido
amplamente empregada,
gerando um grande nu-
mero de novaslinhagens.
No entanto, se levarmos
em conta que, provavel-
mente, conhecemos mu-
tacdes em apenas talvez
um a dois por cento dos
genes de mamiferos, es-
tima-se que, em um futu-
ro proximo, haverd um
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Figura 4. Infeccdo de
camundongos C57Bl/6 normais
e knockouts para interferon-g por
Trypanosoma cruzi. Parasitemia
(17 dias pos-infeccao) e
mortalidade (indiretamente
expressa como percentagem de
animais sobreviventes 20 dias
pos-infecgao), apds inoculaciao
de 100 tripomastigotas de uma
cepa de T. cruzi de baixa
viruléncia, em camundongos
selvagens (IFN-g +/+) ou
deficientes de interferon gama
(IFN-g -/-). Esses resultados
demonstram a participa¢io do
interferon g na defesa contra o
T. cruzi (Soares et al., Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz,
Salvador, dados niao publicados)

aumento assustador do numero
de linhagens geneticamente modifi-
cadas disponiveis para investigacoes.

Duas metodologias tém sido em-
pregadas com o objetivo de induzir
novas mutacdes em genes de ca-
mundongos, com vistas a compre-
ender suas fungodes: a transgénese e
a utilizacao de agentes mutagénicos.
A primeira funciona pela inducao de
recombinacoes sitio-especificas de
uma seqiiéncia génica em células

embriondrias, de onde pode-se ob-
ter mutantes nulos (knockouts) de
forma dirigida para o gene alvo. A
outra metodologia, que tem sido
sistematicamente empregada por al-
guns grupos, induz mutacdes por
meio de agentes mutagénicos, como
a etilnitrosuréia (ENU), que geram
de forma aleatéria um grande nime-
ro de mutantes, que podem ser tria-
dos desde o seu nascimento pelos
fendtipos apresentados, pela obser-
vacao de defeitos visiveis quanto 2
atividade motora e por modificacoes
hematolégicas e bioquimicas, atra-
vés da andlise de amostras de san-
gue.

BANCO DE EMBRIOES DE
CAMUNDONGOS

A cria¢do de animais de experi-
mentacao € cara e laboriosa, e a
manutencao de linhagens como co-
16nias abertas apresenta um risco de
perda das mesmas por contamina-
¢ao genética, seja por acidentes, por
doencas ou por diminuicao da ferti-
lidade. Tendo em vista que a maioria
dos biotérios de experimentacio nao
tem condicoes de manter um grande
nimero de linhagens diferentes e de
desenvolver seus projetos de pes-
quisa simultaneamente, a implanta-
¢io de bancos de embrides de ca-
mundongos ¢ de fundamental im-
portincia para a expansao dos re-
cursos disponiveis para a pesquisa,
sobretudo no Brasil.

A descoberta de que embrides de
mamiferos sejam capazes de se de-
senvolverem em um organismo com-
pleto quando transferidos para maes
de aluguel fez aflorar as vantagens
do armazenamento de embrides. A
criopreservaciao de embrides de ca-
mundongos foi alcancada com su-
cesso em 1972, e hoje é uma meto-
dologia difundida e a melhor e mais
segura forma de preservacio do pa-
trimonio genético murino (Figura 5).
Atualmente, varios biotérios no mun-
do possuem bancos de embrides de
camundongos transgénicos e kno-
ckouts ja estabelecidos. Alguns des-
ses, como o Jackson Laboratory (Ma-
ine, EUA), o FESA-Mammalian Rese-
arch Center (Oxfordshire, Reino Uni-
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Figura 5. Embriao de
camundongo em estagio de duas
células, observado através de
microscopia com contraste de
fase (Soares et al., Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz,
Salvador)

do) e a Special Breeding & Species
Preservation Section do National Ins-
titutes of Health (Maryland, EUA)
possuem grandes colecdes de linha-
gens murinas criopreservadas.

A criopreservacgio de espermato-
zoides de varias espécies animais ¢é
uma metodologia que tem sido rea-
lizada extensivamente ja ha vdrias
décadas. No entanto, o congelamen-
to de espermatozéides de camun-
dongos s6 foi alcancado com suces-
so na década de 1990. Uma grande
quantidade de espermatozoides pode
ser obtida do epididimo de um tnico
macho, o suficiente para fecundar
pelo menos 500 6vulos. Embora seja
uma técnica relativamente simples e
de baixo custo, existe uma variacao
na eficiéncia de congelamento de-
pendente do gendtipo da linhagem.
Além disso, somente o genoma ha-
ploide € conservado, sendo neces-
sirio também o congelamento de
ovocitos da mesma linhagem, en-
quanto que o congelamento de
embrides permite a preservacio de
um genoma completo. As técnicas
de congelamento de ovdcitos e de
tecido do ovario sao metodologias ja
alcancadas com sucesso, mas que
nao sao ainda muito difundidas.

No Brasil, poucos sao os biotéri-
os que praticam o congelamento de
embrides e mantém colecoes de
linhagens de camundongos. Dada a



dificuldade de importacio de ani-
mais, a criacao de uma estrutura para
a preservacao de linhagens mutan-
tes ja existentes, de interesse dos
grupos de pesquisa no Brasil, é fun-
damental para a expansao dos recur-
sos genéticos nessa area. Além dis-
S0, permitira a preservacao de novas
linhagens que possam ser geradas
como fruto do desenvolvimento de
técnicas de transgénese e mutagéne-
se no pais, que ja vém sendo realiza-
das, porém de forma incipiente.

A criacao de uma estrutura para
manipulacio e criopreservacio de
embrides de camundongos poderi
também facilitar a aquisicao de no-
vas linhagens. O envio internacional
de camundongos vivos € inconveni-
ente, caro e sujeito a problemas
burocriticos e mau manuseio. Além
disso, a introdu¢ao de linhagens
novas em biotérios pode trazer pat6-
genos capazes de contaminar as
colbnias ji estabelecidas e serem
dificeis de ser eliminados, como o
virus Sendai e o virus da hepatite
murina. A importacio de embrides
criopreservados € uma alternativa
relativamente facil e segura, e previ-
ne o risco de transferéncia de pat6-
genos de um biotério para outro.

Atualmente, o Brasil conta com
bons biotérios de criacio, com cli-
matizacio e filtracao absoluta de ar,
que permite a producio de animais
livres de patégenos (SPF), como,
por exemplo, o biotério do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz - Fun-
dacio Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), na
Bahia (Figura 6), onde estd sendo
implantado um banco de embrides
de camundongos transgénicos e
knockouts. Esse banco permitira pre-
servar e distribuir entre pesquisado-
res no Brasil as linhagens ja adquiri-
das pela FIOCRUZ e por grupos de
pesquisa de outras instituicoes. No
entanto, nem sempre a qualidade
dos biotérios de experimentacio
acompanha a dos biotérios de cria-
ci0, sendo necessdria a manutencao
de animais em micro-isoladores e
fluxos laminares. Uma outra varidvel
que deve ser controlada diz respeito
as condi¢oes do transporte de ani-
mais do biotério de criacio para o de

um dos isoladores em que sao criados camundongos imunodeficientes.
No primeiro trimestre de 2001, 18 linhagens isogénicas estio sendo
mantidas nesse biotério, incluindo camundongos atimicos, com base
génica de BALB/c (BALB/c nu/nu), C57Bl/6 (C57Bl/6 nu/nu) e Swiss
(Swiss nu/nu), camundongos knockouts para interleucina-4,
interleucina-12, interferon-g, receptor para interferon-g, sintetase
induzivel de 6xido nitrico, CD28 e fator de ativa¢io plaquetiria, além
de camundongos que desenvolvem espontaneamente lupus
eritematoso sistémico (NZB x NZW) ou anemia hemolitica autoimune

(NZB)

experimentacio. O Centro de Pes-
quisas Gongalo Moniz é impar, no
Brasil, por ter eliminado essa varia-
vel através da construcio de uma
janela intertravada liga as areas de
criacao e de experimentacio, pela
qual os animais sao transferidos sem
perder as condicoes SPF.

A implantacado de bancos de
embrides murinos no Brasil é de
fundamental importancia para que
possamos realizar, dentro de pa-
droes internacionais e com a quali-
dade necessiria, pesquisas funda-
mentais sobre patogenia e mecanis-
mos de protecio em doencas endé-
micas, além de avaliacoes da ativida-
de farmacologica de novas drogas,
sobretudo das obtidas de produtos
naturais vegetais.
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