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Aplicacdes da clonagem e transgénese em pequenos ruminantes
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Abstract

Transgenic animals are those animals which are genetically modified. A foreign gene is inserted into
these animals to see certain characteristics. These animals can be helpful in producing organs, growth
hormones and useful proteins for the humans. Transgenic farm animals were first developed in 1985 and were
useful in the production of biopharmaceuticals shortly thereafter. The ideal transgenic animal produces plenty
of milk, and has relatively short generation times. Thus, small ruminants have been selected for a number of
reasons, the chief of which is the short generational time of 18 months. Thus, this review aims to present the
characteristics and main applications of transgenesis and cloning in small ruminants.
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Introducao

Entre todas as modernas biotécnicas ligadas a reprodug¢do ou produgdo animal, a transgénese ¢ a
Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (TNCS) ou clonagem tém, nas tltimas décadas, representado um
dos alicerces de maior destaque frente & comunidade cientifica. Tais técnicas apresentam intimeras aplicagdes e
podem, em associacgdo, se tornarem as protagonistas dos maiores avangos na area de terapia génica ¢ na producdo
de proteinas para uso em novas alternativas de tratamentos em satide humana.

De maneira geral, a transgénese consiste na modificacdo da informagdo genética de um organismo
através de técnicas de DNA recombinante pela inser¢do ou silenciamento de genes especificos (Houdebine,
2003). Por sua vez, a clonagem consiste em transferir nicleos de células doadoras para o interior de um
citoplasma receptor (citoplasto), resultando na producdo de individuos geneticamente idénticos denominados
clones. Sucintamente, a clonagem possui duas principais etapas: a primeira consiste na utilizagdo de oocitos
como citoplasto apds o processo de enucleagdo, enquanto a segunda consiste na reconstru¢do do embrido
utilizando esse citoplasto e o nucleo de células (carioplasto) de um animal de interesse para, posteriormente,
realizar a transferéncia para uma receptora (Pereira e Freitas, 2009).

Para ambas as técnicas, caprinos (sobretudo) e ovinos sdo espécies interessantes para uso como modelo,
pois apresentam uma série de caracteristicas vantajosas, tais como: produgao leiteira interessante, curto intervalo
de geracdes e menores custos de manutencdo, quando comparados aos bovinos, por exemplo. Assim, essa
revisdo apresenta as principais aplicagoes da transgénese e clonagem em pequenos ruminantes, com &nfase nos
resultados obtidos no Brasil.

Métodos de obten¢ao de pequenos ruminantes transgénicos

Muitos foram os métodos desenvolvidos para a transferéncia de genes de interesse em animais de
producdo, sendo que os mais comuns para pequenos ruminantes sdo a microinjecdo pré-nuclear de DNA
exogeno em zigotos (Hammer et al., 1985) ou a transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) ou
embriondrias previamente modificadas geneticamente (Ebert et al., 1991). Essas duas técnicas estdo apresentadas
esquematicamente na Fig. 1.

Além dessas técnicas, existem varias outras que podem produzir animais geneticamente modificados,
como por exemplo: transgénese mediada por lentivirus, sistema transposons, RNA de interferéncia (RNAi),
recombinases sitio-especifico, transferéncia génica mediada por espermatozoides, endonucleases e nucleases
dedo-de-zinco. No entanto, nenhuma delas chegou a produzir pequenos ruminantes transgénicos.

Além dessas técnicas, recentemente, a tecnologia de CRISPR/Cas9 foi utilizada com sucesso na
obtengdo de ovinos knockout para o gene da miostatina (Crispo et al., 2015) ¢ de caprinos, também knockout
para quatro genes (Ni et al., 2014).
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Figura 1. Produgdo de animais transgénicos por Transferéncia Nuclear de Células Somaticas - TNCS (A) ou por
microinjecdo em embrides pro-nucleares (B).

Aplicagdes da transgénese e clonagem em pequenos ruminantes

Desde o nascimento dos primeiros animais clones e transgénicos, algumas aplicagdes da transgénese e
clonagem puderam ser estabelecidas em diferentes setores cientificos e de produ¢do. Em pequenos ruminantes,
algumas aplicagdes merecem destaque, tais como: (i) producdo de proteinas recombinantes de interesse
farmacéutico, (ii) melhoramento genético animal e (iii) conservagdo e recuperagdo de recursos genéticos de
animais ameacados de extingao.

Producio de proteinas recombinantes

No cenario de produgdo de animais biorreatores, é coerente afirmar que a aplicagdo real da clonagem
em pequenos ruminantes ¢ a produgdo de animais transgénicos. A TNCS tem seu papel tanto na producdo de
animais transgénicos pela obtencdo de animais fundadores a partir da utilizagdo de linhagens celulares que
receberam genes especificos (Baguisi et al., 1999), como para a multiplicagdo de transgénicos fundadores
(Reggio et al., 2001). A produgdo de proteinas recombinantes no leite desses animais tem atraido interesse pela
grande capacidade de sintese da glandula mamaria. Tais animais sdo capazes de produzir proteinas
recombinantes de maneira mais eficiente do que os sistemas baseados em microrganismos ou células animais.

Nesse contexto, as cabras oferecem uma vantagem significativa em rela¢do a ovelhas, visto que, na
maioria das vezes, sdo mais eficientes na produgdo de leite. Outro fator a ser considerado ¢ o custo da produgéo
de um animal transgénico, pois estima-se que para produzir uma vaca transgénica por microinje¢do pro-nuclear
sdo necessarios US$ 546.000, enquanto este custo cai para US$ 60.000 na produgdo de uma cabra ou ovelha
transgénica. Varias proteinas recombinantes ja foram expressas no leite de cabras e ovelhas transgénicas e
algumas destas proteinas se encontram na fase de testes clinicos. Destaca-se a Antitrombina humana, produzida
por caprinos transgénicos, por ter sido a primeira proteina recombinante de origem animal liberada como
medicamento para uso clinico em humanos (Schimitd, 2006; Kling, 2009). No Brasil, com essa aplicagio,
merecem destaque os caprinos transgé€nicos obtidos por Freitas et al. (2012) para o Fator Estimulante de Colonia
de Granuldcitos humanos (hG-CSF) e por Tavares et al. (2016) para a Glucoceribrosidase. No caso dos caprinos
transgénicos para o hG-CSF, estudos ja demonstraram a produgdo da proteina recombinante, apds lactagdo
induzida, em niveis compativeis com a producdo industrial (Moura et al., 2013).

Melhoramento genético

Quanto a utilizacdo de animais transgénicos para a melhoria do rebanho em pequenos ruminantes,
alguns relatos sdo disponiveis, como por exemplo, o aumento da producdo de 1a em ovelhas, expressando uma
construcdo de IGF-queratina em foliculos de 1a (Damak et al., 1996).

A utilizacdo das biotécnicas de transgénese ¢ TNCS para melhorar caracteristicas de valor econémico,
tais como aumento na produgdo de leite, carne e/ou outros produtos ainda ndo foi relatado em caprinos.
Enquanto a oportunidade para tais aplicagdes ¢ visualizada somente em um futuro proximo, é improvavel que
seu uso frequente ocorra antes de uma melhoria dramatica na eficiéncia técnica ¢ nos custos de produgdo de
caprinos transgénicos e clonados.

Conservacio e recuperacio de recursos genéticos

Uma aplicagdo interessante da clonagem em pequenos ruminantes ¢ seu uso na conservagdo dos
recursos genéticos em risco de extingdo. Até o momento, os melhores exemplos da utilizagdo desta aplicagdo ¢ o
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seu uso em animais ndo domésticos dos géneros Ovis e Capra.

Loi et al. (2001) obtiveram o nascimento de um ovino selvagem (mufldo) por clonagem. Nesse estudo,
os autores utilizaram od6citos recuperados de ovinos domésticos (Ovis aries) e células da granulosa oriundas de
duas fémeas de mufldo encontradas mortas. Tais resultados estimulam o uso da clonagem para a expansdo de
populacdes criticamente ameacadas de extinc¢do, tanto dentro de um programa de conservagdo e em situacdes
extremas envolvendo a morte subita.

No género Capra, dois importantes relatos merecem destaque. Primeiramente, um grupo da China
obtive os primeiros blastocistos clones de ibex (Capra ibex) utilizando obcitos de cabras domésticas (Wang et
al., 2007). Posteriormente, e talvez o mais importante relato do uso da clonagem na conservagdo da
biodiversidade, ocorreu com o nascimento de um animal de uma subespécie ja extinta (Capra pyrenaica
pyrenaica). Para tanto, os autores utilizaram também od6citos de caprinos domésticos e fibroblastos do ultimo
espécime da espécie, uma fémea, cujas células foram criopreservadas em 1999, um ano antes de sua morte. Os
embrides produzidos foram transferidos para receptoras sincronizadas (fémeas resultado do cruzamento de
machos ibex com cabras domésticas). Ocorreu o nascimento da fémea clone, contudo este animal morreu alguns
minutos depois em virtude de problemas pulmonares (Folch et al., 2009).
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Conclusoes

A clonagem em pequenos ruminantes ¢ ainda uma biotécnica em fase de pesquisa porém com grandes
perspectivas para o futuro. No que se refere a transgénese, os pequenos ruminantes, em especial a espécie
caprina, tornaram-se um padrao mundial de referéncia na produgo de animais biorreatores, devido as qualidades
inerentes as duas espécies ¢ de interesse na industria de producdo de proteinas recombinantes com interesse
farmacéutico.
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