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Resumo 
 

O recente progresso na clonagem animal por transferência nuclear (TN) possibilitou a produção de 
animais transgênicos utilizando linhagens de células doadoras de núcleo modificadas geneticamente. A 
possibilidade de manipulação genética, o estudo da expressão gênica e a adequada seleção da célula doadora de 
núcleo não somente podem garantir a presença da construção gênica em toda a prole, como também podem 
evitar a produção de animais portadores de modificações indesejáveis resultantes da inserção aleatória do inserto 
em regiões codificantes do genoma. Esta revisão tem como objetivo discutir a utilização da transferência nuclear 
de célula somática (TNCS) como método de escolha para a transgenia animal.  
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Abstract 
 

Recent progress in animal cloning by nuclear transfer (NT) has made possible the production of 
transgenic animals using previously genetically modified cell lineages. The possibility of genetic manipulation, 
gene expression studies and adequate selection of the nuclei donor cell for NT not only can guarantee the 
presence of the gene construction in the offspring, but also can avoid the production of animals that carries 
undesirable characteristics, often as a result of the random insertion of transgenes in transcripted areas of the 
genome. This review aims to discuss the use of somatic cell nuclear transfer (SCNT) in animal transgesis. 
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Introdução 
 

A tecnologia transgênica ocupa um papel de destaque nos avanços da biotecnologia. A possibilidade de 
manipulação genética in vitro de organismos revolucionou o entendimento sobre processos biológicos e 
moleculares, abrindo uma grande oportunidade de praticar a ciência de um modo antes não imaginável. A adição 
ou a inativação de genes de interesse em plantas ou em animais resulta em inúmeras aplicações na biomedicina, 
na biologia molecular e na agropecuária. Via de regra, as aplicações, como a produção de produtos 
farmacológicos, a produção de modelos para estudos de doenças animais ou humanas, a melhoria de 
características de produção animal, o estudo da regulação e a expressão gênica, entre muitas outras, são direta ou 
indiretamente relacionadas ao bem-estar do homem (Jaenisch, 1988; Houdebine, 2005b). 

Os primeiros sucessos na tecnologia de transferência de genes em modelos animais datam do começo da 
década de 80. Brinster et al., (1980), após microinjeção intracitoplasmática, observaram que o zigoto murino 
traduziu tanto o RNA mensageiro de globina de coelho quanto de camundongo. Gordon e Ruddle, em 1981, 
desenvolvendo a técnica de microinjeção pronuclear em zigotos, introduziram o termo “transgênico” pela 
primeira vez, produzindo camundongos geneticamente modificados pela introdução de DNA exógeno em 
embriões em fases iniciais do desenvolvimento. Atualmente, o termo transgenia é considerado como a 
introdução, alteração ou inativação de uma sequência gênica no genoma de organismos pluricelulares, mudanças 
estas capazes de serem transmitidas à progênie da espécie manipulada (Rulicke et al., 2007). 

Outro importante marco na transgênese animal foi a introdução do gene do hormônio de crescimento de 
rato e do promotor da metalotioneína do camundongo em zigotos de rato, através da microinjeção, em 1982 
(Palmiter et al., 1982), quando, pela primeira vez, provou-se que o animal transgênico pode produzir grandes 
quantidades de determinada proteína e, assim, tornar-se um biorreator. A partir de então, muitas outras 
tecnologias foram desenvolvidas para a transferência de genes de interesse em animais. A primeira espécie 
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animal de produção transgênica foi produzida somente alguns anos após, em 1985, também via microinjeção de 
DNA exógeno em pronúcleos de zigotos ovinos e suínos, além de coelhos (Hammer et al., 1985).  

Muitos são os métodos utilizados na manipulação genética de organismos: microinjeção pronuclear de 
DNA exógeno em zigotos (Gordon e Ruddle, 1981; Hammer et al., 1985), transferência de DNA mediada por 
espermatozoide durante a fertilização in vitro (Lavritano et al., 1989), transferência de DNA para células ou 
embriões mediada por lipossomos, eletroporação de DNA em espermatozoides, zigotos ou embriões, injeção de 
células embrionárias previamente modificadas em blastoceles e a transferência nuclear de células somáticas ou 
embrionárias também previamente geneticamente modificadas (Schnieke et al., 1997; Cibelli et al., 1998; 
Wheeler 2003). O principal fator limitante de todas as técnicas é a baixa eficiência, tornando-as caras e 
laboriosas. A microinjeção, por exemplo, a mais comum das metodologias, produz aproximadamente 2% de 
camundongos transgênicos (Palmiter et al., 1982), 1% em suínos (Nagashima et al., 2003) e um número ainda 
menor de caprinos, ovinos e bovinos (Baldassarre et al., 2003; Wolf et al., 2000).  

Tais técnicas também já demonstraram que a inserção do transgene no genoma hospedeiro é 
predominantemente aleatória (Clark et al., 2000), o que torna a expressão transgênica, quando presente, de 
regulação imprevisível. Tal fato é importante porque a expressão de um transgene é influenciada pela sua 
localização no DNA genômico, ou seja, seu posicionamento em relação a elementos de controle transcricional, 
regiões de heterocromatinas não-transcritas dos cromossomos, além de outras regiões silenciadas. Também, 
como desvantagem da inserção aleatória, a integração pode causar um efeito knock-out não intencionado 
(Rulicke e Hubscher, 2000; Williams et al., 2008). A área de DNA genômico próxima à região de integração do 
inserto pode ter, frequentemente, sua expressão alterada, uma vez que podem ocorrer várias formas de 
duplicação, deleção ou rearranjo da sequência como consequência da incorporação do transgene. As mudanças 
fenotípicas resultantes podem ser cruciais para o bem-estar animal ou mesmo para a criação e manutenção de 
linhagens transgênicas (Rulicke e Hubscher, 2000; Dunn et al., 2005).  

Um exemplo deste fenômeno foi relatado por Punzon et al. (2004), que detectaram que a variabilidade 
da secreção do fator estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos (granulocyte macrophage-colony 
stimulating factor, GM-CSF) em camundongos transgênicos era independente do número de cópias e poderia ter 
sido resultante de um efeito de posição do inserto, levando à ativação de mecanismos de silenciamento. O 
mesmo efeito também foi achado por Hofmann et al. (2006), que encontraram que o sítio de integração do 
transgene pode severamente afetar a expressão do gene codificador da Proteína Fluorescente Verde (Green 
Fluorescent Protein, GFP), um conhecido gene repórter. 

Muitos estudos ainda são necessários para o entendimento e o relacionamento entre o padrão e o nível 
de expressão de uma construção introduzida em uma determinada célula e sua localização cromossomal. 
Felizmente, metodologias vêm sendo desenvolvidas com o objetivo de aumentar o entendimento e sucesso nesta 
área (Houdebine, 2002). A técnica de transferência nuclear (TN), aliada à eficiente modificação genética da 
célula doadora de núcleo, apresenta vantagens importantes quando comparada a outras técnicas, incluindo a bem 
caracterizada injeção pronuclear (Clark et al., 2000; Keefer et al., 2001; Bordignon et al., 2003). 

Esta revisão tem como objetivo apresentar opções metodológicas para a produção de animais 
geneticamente modificados, que permitem superar os desafios e aumentar os índices de sucesso da técnica. 
Discute-se, em particular, a viabilidade da utilização da transferência nuclear de célula somática (TNCS) como 
método de escolha para o procedimento. Serão abordados os conceitos de transferência nuclear, a tecnologia de 
transferência de genes, a seleção da célula doadora de núcleo para a transferência nuclear e a aplicabilidade de 
animais transgênicos produzidos por transferência nuclear. 
 
 

Transferência nuclear 
 

A técnica de transferência nuclear permite a produção de animais contendo genomas idênticos. Para tal, 
o material genético nuclear de uma célula do animal que se deseja clonar é introduzido em um oócito 
previamente enucleado, chamado de citoplasto. Este conjunto célula-citoplasto é submetido a pulsos elétricos, 
que promovem a fusão das membranas, seguidos de uma ativação artificial quimicamente semelhante àquela 
desencadeada pelo espermatozoide em uma fecundação normal. Havendo sucesso, o núcleo celular será 
reprogramado e dará início ao desenvolvimento embrionário. Cada embrião assim reconstruído será 
geneticamente idêntico ao animal que deu origem às células doadoras de núcleo (Wakayama et al., 1998; Kato et 
al., 2000). 

A transferência nuclear utilizando células modificadas geneticamente como doadoras de núcleo 
permitiu grandes avanços técnicos na produção de animais transgênicos. O DNA exógeno, quando incorporado 
no genoma celular, pode ter sua inserção e expressão verificadas antes da utilização destas células na produção 
animal (Roh et al., 2000; Lee et al., 2005b).  
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Os primeiros experimentos de transferência nuclear em mamíferos, tanto de laboratório quanto de 
produção, foram realizados utilizando-se células embrionárias não modificadas como células doadoras de 
núcleo. Respectivamente, Illmensee e Hoppe (1981), em camundongos, e Willadsen (1986), em ovinos, assim 
como outros grupos de pesquisa da época, acreditavam na pluripotencialidade das células embrionárias para o 
sucesso da reprogramação nuclear e desenvolvimento dos demais tipos celulares de um organismo (McGrath e 
Solter, 1983; Seidel, 1983; Prather et al., 1987). 

Células-tronco embrionárias são linhagens obtidas de embriões nos estágios iniciais de mórula ou 
blastocisto. Tais células são capazes de participar da formação de todos os tecidos, incluindo gametas. O DNA 
exógeno pode ser incorporado nestas células, que, após seleção, são introduzidas em oócitos enucleados ou 
mesmo em embriões em estágio pré-implantacional. Quando introduzidas em embriões, uma determinada 
proporção das células-tronco torna-se parte desse embrião. Uma vez que os embriões são transferidos para 
fêmeas receptoras, os indivíduos originados podem se tornar quimeras, ou seja, portadores de células 
geneticamente modificadas em somente alguns de seus tecidos (Bradley et al., 1984; Voss et al, 1997).  

Em camundongos, células-tronco embrionárias são uma boa alternativa a outras técnicas de produção de 
animais geneticamente modificados, pois não só permitem a correta modificação genética por meio de seleção, 
mas também possibilitam desde que as células germinativas contenham o transgene, que o DNA exógeno possa 
ser transmitido para a progênie por herança mendeliana por reprodução sexuada. Porém, células-tronco 
embrionárias pluripotentes ainda não foram completamente caracterizadas em animais de produção (Munõz et 
al., 2008). A utilização de células “semelhantes às células-tronco” (stem cell-like), que são células epitelioides 
que se assemelham aos cultivos de célula-tronco e que guardam certa pluripotência, não permitiu até o momento 
a transmissão da modificação genética à prole (Wheeler, 1994; Notarianni et al., 1997; Schnieke et al., 1997). De 
fato, esta é a principal limitação da utilização de células-tronco embrionárias na produção de animais de 
produção transgênicos. 

A utilização de células somáticas na produção de animais transgênicos oferece grande flexibilidade aos 
pesquisadores. Células somáticas, tanto de animais de produção, de laboratório, ou mesmo de animais silvestres 
e de companhia, são facilmente manipuladas e cultivadas in vitro, provendo um amplo estoque de material 
genético desejado. Utilizando-se a clonagem de células somáticas, a produção de ovelhas transgênicas foi 2,5 
vezes mais eficiente do que se usando microinjeção (Houdebine, 2000). Esse método também permite que 
pesquisadores estudem o transgene integrado e mantenham as células somáticas geneticamente modificadas 
congeladas até a clonagem.  

Wilmut et al. (1997) reportaram o nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamífero clonado a partir de 
células somáticas adultas cultivadas em laboratório. Este estudo, na verdade, teve como objetivo principal o 
estabelecimento de uma metodologia eficaz para a produção de animais de produção transgênicos, e de fato essa 
técnica foi logo implementada para obtenção de ovelhas transgênicas. Mais recentemente, uma variedade de 
células somáticas geneticamente modificadas permitiu a produção de animais transgênicos após transferência 
nuclear: fibroblastos fetais (Campbell et al., 1996), células do cumulus (Wakayama et al., 1998), células 
musculares (Shiga e Oppenheim, 1999) e células epiteliais mamárias (Zakhartchenko et al., 1999), entre muitas 
outras. 

Logo após o nascimento da ovelha Dolly (Wilmut et al., 1997), a transferência nuclear de célula 
somática foi utilizada sem grandes modificações e com sucesso na produção de várias espécies de animais de 
produção transgênicos (Schnieke et al., 1997; Cibelli et al., 1998), promovendo um aumento substancial na 
proporção de animais vivos transgênicos (Polejaeva e Campbell, 2000; Kuroiwa et al., 2002).  

As etapas do procedimento de transferência nuclear estão sumarizadas na Fig. 1. O cultivo e a seleção 
de células doadoras de núcleo são particularmente importantes para o sucesso da técnica, como será discutido 
nesta revisão. Oócitos são obtidos por aspiração de ovários, provenientes de abatedouros ou de fêmeas 
selecionadas. Oócitos são maturados in vitro e selecionados quanto à extrusão do 1º corpúsculo polar para a 
confirmação da maturação. A enucleação destes oócitos é feita pela retirada do material genético por aspiração 
com micropipetas. A introdução da célula geneticamente modificada no espaço perivitelínico do oócito também 
é realizada pelo sistema de micromanipulação. Os complexos célula-ooplasto são submetidos a pulsos elétricos, 
para que ocorra a fusão das membranas celulares, e posteriormente à ativação química dos conjuntos. Havendo 
sucesso em todas as etapas, o material genético da célula será reprogramado e o desenvolvimento embrionário 
será iniciado. O cultivo in vitro destes embriões é realizado por sete dias, quando, então, os embriões que 
alcançaram o estágio de blastocisto são transferidos para fêmeas receptoras para estabelecimento da prenhez, ou 
podem ser direcionados a estudos específicos. 
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Figura 1: Esquema representativo das etapas da transferência nuclear utilizando células 
somáticas transgênicas como doadoras de núcleo. (1) transdução lentiviral. (2) seleção das 
células que expressam o transgene. (3) Maturação in vitro de oócitos. (4) Seleção dos oócitos 
que extruíram o 1º corpúsculo polar. (5) Enucleação do oócito: retirada da placa metafásica. 
(6) Introdução de uma célula transgênica no espaço perivitelínico do citoplasto receptor. (7) 
Eletrofusão das membranas. (8) Ativação química dos complexos. (9) Cultivo in vitro dos 
embriões e inovulação em fêmeas receptoras 
 

Técnica de transferência de genes 
 
Uma das grandes vantagens da técnica de transferência nuclear na produção de animais transgênicos, e 

talvez a mais importante, é a possibilidade da manipulação genética das células que servirão como doadoras de 
núcleo, produzindo animais geneticamente idênticos à célula selecionada. A modificação genética destas células 
pode ser obtida aplicando-se diversas metodologias, sendo as mais comuns a transfecção de DNA exógeno por 
lipossomas, por eletroporação e a transdução por vetores virais (Li, 2004; Hendrie e Russell, 2005; Karmali e 
Chaudhri, 2007). 

Lipossomas consistem em camadas de lipídeos semelhantes a lipídeos de membrana. São compostos 
catiônicos capazes de interagir espontaneamente com moléculas de DNA, formando complexos lipídeo-DNA. A 
introdução do DNA nas células ocorre pela fusão do complexo lipídeo-DNA com as membranas celulares. A 
técnica é simples, porém os resultados são bastantes variáveis. Dependendo de diversos fatores, obtém-se de zero 
a aproximadamente 50% das células expressando o transgene (Oliveira et al., 2005), entretanto a maior parte 
desta expressão é transiente, ou seja, o DNA transcrito não é integrado no material genético celular. Para que 
ocorra esta integração, é necessário que, em condições propícias, parte deste DNA chegue espontaneamente ao 
núcleo (Zuckerbraun e Tzeng, 2002). Uma série de fatores prejudica a eficiência da técnica, como o tamanho e 
carga elétrica do DNA exógeno e diversas barreiras enzimáticas e de membranas, resultando na baixa eficiência 
da técnica (Felgner et al., 1987; Melo et al., 2005). 

Na eletroporação, o DNA de interesse é incubado em solução com as células-alvo. A solução é 
submetida a um pulso elétrico de curta duração e alta voltagem, o que provoca desestabilização e a abertura de 
poros nas membranas celulares, permitindo a entrada do DNA. Como na lipofecção, o DNA precisa atingir o 
núcleo para que haja a possibilidade de integração estável ao genoma. Desta maneira, assim como na lipofecção 
e em outras técnicas não virais de transferência gênica, as maiores desvantagens são a baixa eficiência de 
transfecção e a natureza transiente de expressão do transgene (Romano, 2007). 

Avanços recentes nos sistemas retrovirais de tecnologia de transferência gênica possibilitaram a 
perspectiva da terapia gênica e do estabelecimento de modelos transgênicos animais (Yang et al., 2007). Os 
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lentivírus pertencem à vasta família dos retrovírus, que possuem uma alta capacidade intrínseca de integração ao 
genoma. Os retrovírus são considerados veículos naturais de transferência de material genético ao genoma de 
células de mamíferos (Linney et al., 1999; Houdebine, 2002). Por meio de uma inserção aleatória da construção 
de interesse no genoma hospedeiro, os retrovírus possuem o potencial de promover uma transdução eficiente, 
estável e duradoura em uma grande variedade de tipos celulares in vitro e in vivo (Gropp et al., 2003; Hoffman et 
al., 2003). Além disso, em relação aos outros vírus componentes da família dos retrovírus, os lentivírus 
apresentam vantagens. Podem inserir genes específicos em cromossomos de células-alvo em divisão ou não, pois 
seu complexo pré-integração é transportado ativamente para dentro do núcleo (Naldini et al., 1996; Follenzi et 
al., 2000). Finalmente, o “silenciamento” de genes inseridos ainda não foi observado quando lentivírus foram 
utilizados na transgênese (Lois et al., 2002; Gropp et al., 2003; Ikawa et al., 2003). Além disso, a utilização de 
um sistema de transdução em células in vitro torna possível a avaliação da natureza de promotores tecido-
específicos antes da aplicação destes em estratégias de terapia gênica (Lois et al., 2002). 

Diversos animais transgênicos já foram produzidos utilizando-se o sistema lentiviral, como, por 
exemplo, ratos (Michalkiewicks et al., 2007), camundongos (Lois et al., 2002), bovinos (Hofmann et al., 2004), 
suínos (Hofmann et al., 2003) e aves (McGrew et al., 2004). Em particular, o sistema lentiviral é especialmente 
interessante para a transgenia de animais de produção, por não apresentar algumas desvantagens reportadas em 
outras técnicas, como, por exemplo, a microinjeção pronuclear (Hofmann et al., 2003). 
 

Seleção da célula doadora de núcleo para a transferência nuclear de célula somática 
 

Grande parte do sucesso tanto da clonagem quanto da transgenia se deve à etapa de cultivo e seleção da 
célula doadora de núcleo. Campbell et al. (2007) sugeriram que a indução da célula doadora de núcleo, ao sair da 
fase de crescimento, causa mudanças na estrutura de sua cromatina que facilita a reprogramação da expressão 
gênica. A fase G0 do ciclo celular, portanto, é ideal para a clonagem, pelo fato de a estrutura da cromatina ser 
propícia e a célula ser diploide. Tal indução pode ser realizada rotineiramente em laboratório pela privação de 
soro no cultivo celular ou pela confluência celular (Campbell et al. 1996; Wilmut et al., 1997). 

As principais vantagens da transferência nuclear de célula somática são decorrentes da possibilidade do 
cultivo in vitro de células doadoras de núcleo. Essa característica permite a quantificação, o posicionamento 
genômico e a confirmação da expressão do transgene (Lisauskas et al., 2007), possibilitando o estabelecimento 
de linhagens de interesse, eventualmente levando ao nascimento de proles exclusivamente portadoras da 
modificação genética (Cibelli et al., 1998; Bordignon et al., 2003; Hyun et al., 2003). 

Neste contexto, a utilização de genes repórteres torna-se imprescindível no processo de produção de 
animais transgênicos, por permitir a seleção das células que expressam a inserção gênica. 

Genes de resistência a antibióticos como neomicina, ampicilina e puromicina, como exemplos, são 
geralmente usados como genes repórteres por permitirem a seleção celular em cultivo (Park, 2007). Com a 
adição de concentrações elevadas do antibiótico específico no cultivo, espera-se que somente as células que 
receberam o transgene contendo o gene de resistência ao antibiótico sejam capazes de manter a viabilidade 
durante diversas passagens (Eglitis, 1991). 

O processo de introdução de DNA exógeno e seleção celular por antibióticos demanda, além do 
tratamento com alta concentração de antibióticos, um período de cultivo prolongado para a seleção. Tal 
procedimento pode ser prejudicial à capacidade da célula em cultivo de completar a mitose, aumentando a 
frequência de células apresentando condensação da cromatina e organização anormal do fuso mitótico (Collas et 
al., 1992; Kato et al., 1998). Essas alterações dificultam o desenvolvimento de protocolos de sincronização do 
ciclo celular utilizados na transferência nuclear de célula somática, causando alterações na ploidia e no posterior 
desenvolvimento embrionário (Campbell et al., 1996; Bordignon et al., 2003). 

Alternativas à utilização de genes de resistência a antibióticos foram mais recentemente desenvolvidas. 
O uso de genes que codificam proteínas fluorescentes é uma alternativa que diminui o tempo das células em 
cultivo em comparação à utilização dos genes de resistência a antibióticos. Marcadores fluorescentes podem ser 
utilizados em diversos protocolos que visam ao estudo dos processos iniciais de desenvolvimento embrionário, 
da ativação genômica e da reprogramação epigenética. Quando fusionados a genes codificantes de proteínas 
funcionais, servem para o estudo de sua localização intracelular em células, tecidos e organismos vivos. Um 
exemplo da utilização de genes repórteres é o modelo bovino para a monitoração quantitativa da reativação 
transcricional do gene POU5F1 em embriões bovinos clonados (Habermann et al., 2007). 

Genes codificadores para proteínas fluorescentes, como a GFP, ou então, eGFP (enhanced Green 
Fluorescent Protein), para a Proteína Fluorescente Amarela (Yellow Fluorescent Protein, YFP), a Azul (Cyan 
Fluorescent Protein, CFP) e a Vermelha (Discosoma Red Fluorescent Protein, DsRed), entre outras, são 
bastante utilizados com este propósito. O gene da eGFP, por exemplo, é usado comumente em estudos que 
objetivam analisar padrão de expressão gênica em um organismo, seja este célula, embrião ou animal (Chalfie et 
al., 1994; Funahashi et al., 2001; Bordignon et al., 2003; Bhuiyan et al., 2004; Hofmann et al., 2004). A GFP 
tem sido amplamente utilizada como um excelente marcador de seleção para embriões clonados modificados 
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geneticamente por oferecer a vantagem da confirmação visual simples da expressão gênica, pela excitação de luz 
no comprimento de onda de 470nm, sem o comprometimento da viabilidade embrionária (Roh et al., 2000; Koo 
et al., 2001; Lai et al., 2002; Hyun et al., 2003). 

Com a escolha das células doadoras de núcleo apropriadas, características como o sexo ou mesmo a 
genética animal podem ser prédeterminadas. Deste modo, as células doadoras podem ser manipuladas em cultivo 
para o controle da expressão de um gene específico e/ou deletar a função de um gene em particular. As células 
selecionadas podem ser expandidas e estocadas para aplicações posteriores (Shaw e Nakagata, 2002). 
 

Produção de animais transgênicos por transferência nuclear de células somáticas 
 

Apesar dos muitos avanços técnicos, a transferência nuclear ainda apresenta baixa eficiência. Os 
resultados de obtenção de prenhezes a termo a partir de embriões reconstituídos com células somáticas são, em 
geral, próximos a 5% (Cibelli et al., 1998; Wells et al., 1999). Além disso, ocorrem com alta frequência 
alterações na formação da placenta que resultam em altas taxas de morte embrionária e fetal, abortos ou animais 
portadores de dificuldades de adaptação à vida pós-natal (Cibelli et al., 1998; Hill et al. 1999; Wells et al., 1999; 
Kues e Niemann, 2004). Demonstrou-se em diversos estudos que a adequada seleção da célula doadora de 
núcleo pode garantir que a totalidade dos animais nascidos será transgênica, como discutido e citado 
anteriormente. De acordo com Oback e Wells (2007), já foram obtidas progênies de 15 espécies animais pela 
transferência nuclear de células adultas, fetais ou embrionárias, como, por exemplo, ovinos (Campbell et al., 
1996), bovinos (Kato et al., 1998), camundongos (Wakayama et al., 1998), caprinos (Baguisi et al., 1999), 
suínos (Polejaeva et al., 2000), gatos (Shin et al., 2002), coelhos (Chesne et al., 2002); ratos (Zhou et al., 2003), 
equinos (Galli et al., 2003), cervídeos (Berg et al., 2007), cães (Lee et al., 2005a) e furões (Li et al., 2006). 

Ovinos portadores do gene codificante para o fator IX de coagulação humana foram os primeiros 
animais a serem produzidos pela transferência nuclear (Schnieke et al., 1997). Logo em seguida, bovinos 
portadores de um gene repórter de resistência a antibiótico foram produzidos com sucesso (Cibelli et al., 1998). 
Desde então, a transferência de núcleo vem sendo a técnica mais utilizada para a produção de bovinos 
transgênicos (Houdebine, 2005a). 

 

 
 
Figura 2: Análise da fluorescência da eGFP. A e B: útero gestante com exposição de parte fetal (coriolantóide). 
Exposição à luz ultravioleta, comprimento de onda 500 a 515nm e luz branca, respectivamente. C e D: feto 
bovino com 60d de gestação envolto em líquido e membrana amniótica. Exposição à luz ultravioleta, 
comprimento de onda 500 a 515nm e luz branca, respectivamente. 
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Prenhezes bovinas transgênicas também foram estabelecidas pela transferência nuclear no Laboratório 
de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento (LMMD, FZEA/USP, dados não publicados). Foram utilizadas 
como células doadoras de núcleo fibroblastos fetais geneticamente modificados pelo sistema lentiviral 
portadoras do gene codificador da eGFP. De 1364 oócitos reconstruídos ao total, 17,64% foram competentes no 
desenvolvimento a blastocisto. Um total de 101 embriões foi transferido individualmente ou em duplas a 
receptoras, resultando em nove prenhezes aos 30 dias de prenhez, sendo que destas, oito (88,9%) apresentaram o 
transgene estavelmente no genoma (dados não publicados, Fig. 2). As prenhezes serviram como um modelo 
biológico adequado para estudos de placentação, sendo interrompidas em idades prédeterminadas. 

A produção de animais biorreatores é uma das aplicações almejadas da tecnologia de transferência de 
genes. No início da década de 80, proteínas humanas começaram a ser produzidas em bactérias recombinantes, 
porém esta metodologia é limitada por não permitir modificações pós-traducionais adequadas para a produção de 
certas proteínas. A produção de proteínas recombinantes em células mamíferas, por sua vez, promove um 
adequado enovelamento de proteína e adequadas modificações pós-traducionais, incluindo glicosilações, o que 
possibilita a produção de grandes quantidades de proteína funcional a um baixo custo (Makrides, 1999; 
Houdebine, 2005b).  

Ainda na década de 80, percebeu-se que o leite seria um dos melhores sistemas animais para a produção 
de proteínas em escala industrial a um custo relativamente baixo. Simons et al. (1987) obtiveram sucesso na 
produção de proteína ativadora de plasminogênio tecidual (tissue plasminogen activator – TPA) humana ativa e 
β-lactoglobulina ovina no leite de camundongos.  

A evolução foi grande desde então. Hoje há diversos animais de produção biorreatores nascidos, e 
muitos deles foram produzidos por transferência nuclear. Ovelhas e suínos cujos genes da alfa-1-3- 
galactosiltransferase (responsável pela rejeição aguda a transplantes) e da proteína priônica PrP, responsável pela 
doença da “vaca louca” ou encefalite espongiforme, foram removidos do genoma (Denning et al., 2001), ovelhas 
expressando o fator IX de coagulação (Schnieke et al., 1997), suínos com a remoção do gene da rejeição aguda, 
visando à utilização de órgãos para xenotransplantes (Dai et al., 2002), bovinos expressando o hormônio de 
crescimento humano (Salamone et al., 2006), bovinos expressando altos níveis de β e κ-caseína no leite visando 
ao melhor rendimento na produção de queijo (Brophy et al., 2003), suínos expressando elevados níveis de 
ômega-3 na carne (Lai et al., 2002), entre outros. Todos estes exemplos foram produzidos pela transferência 
nuclear utilizando células geneticamente modificadas por transfecção plasmideal. Uma vez que experimentos 
mais atuais com a transdução celular com vetores lentivirais estão resultando em uma eficiência maior, o tempo 
necessário para a seleção da célula de interesse pode ser reduzido, como descrito em experimentos com caprinos 
(Golding et al., 2006) e em bovinos (Hofmann et al., 2004). 

De benefício incontestável à humanidade, a produção de proteínas terapêuticas de animais biorreatores 
é bem estabelecida e os primeiros produtos já estão na fase final de aprovação e prestes a ganhar o mercado 
(Hunter et al., 2005; Collares et al., 2007). Uma grande variedade de proteínas humanas, totalizando um número 
aproximado de 100, tem sido expressa no leite de diversas espécies animais, como bovinos, caprinos, ovinos, 
suínos e coelhos transgênicos (Dunn et al., 2005; Soler et al., 2006). A antitrombina III humana, produzida em 
cabras, já foi testada e aprovada como medicamento em agosto de 2006 pela Agência Europeia de Medicamentos 
(European Medicines Agency, EMEA). Outros exemplos de importantes proteínas recombinantes sendo 
produzidas são: fator de crescimento semelhante à insulina 1 em coelhos, a antitripsina 1 em ovelhas, α-
lactalbumina em vacas, a proteína-C em porcas, o inibidor C1 recombinante em coelhos, entre outras (Rudolph 
1999; Niemann e Kues, 2007). 

Em conjunto esta revisão nos permite concluir que, aliada à transdução lentiviral, a transferência 
nuclear de célula somática é uma ferramenta poderosa para a produção de animais clonados geneticamente 
modificados. (Uhm et al., 2000, 2007). A convergência de biotecnologias como a transferência nuclear e a 
transferência gênica já possibilita a inserção de modificações precisas no genoma de animais de produção e sua 
prole, além de assegurar que toda a prole nascida será efetivamente transgênica (Murakami et al., 1999; Uhm et 
al., 2000; Lai et al., 2002; Hyun et al., 2003; Hunter et al., 2005; Kwon et al., 2007), provendo contribuições 
importantes para a saúde humana. 
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