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A espécie caprina como modelo para producdo de proteinas recombinantes
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Resumo

Vérios sistemas para a producdo de proteinas recombinantes tém sido utilizados para a otimizacdo da
producdo das mesmas. A glandula maméria é considerada um sistema muito interessante para a producéo destas
proteinas devido ao seu alto nivel de expressdo e a sua capacidade para realizar modificagGes pos-traducionais.
Caprinos podem produzir elevadas quantidades de leite durante um longo periodo de lactacdo e, portanto,
tornam-se importantes candidatos como biorreatores para a expressdo de proteinas recombinantes no leite. No
entanto, caprinos transgénicos ndo sdo de facil obtencdo devido & baixa eficiéncia dos métodos e & expresséo
imprevisivel da proteina recombinante. O incremento na eficiéncia dos métodos na transgénese em caprinos é
um grande desafio a superar. Esta revisdo tem por objetivo apresentar o estado atual dos métodos tradicionais,
bem como apresentar técnicas emergentes para obtencdo eficiente de caprinos transgénicos.

Palavras-chave: caprinos, transgénese, biotecnologia.
Abstract

Aiming the optimization for recombinant protein production, various systems have been used. The
mammary gland is considered to be a very interesting system for the production of these proteins due to its high
level of expression and its ability to perform post-translational modifications. Goats can produce large
quantities of milk over a long lactation period, and therefore this species is an important candidate for
recombinant protein expression in milk. However, it is not easy to generate transgenic goats due to the low
efficiency of methods and unpredictable expression of recombinant protein. An increase in efficiency for
transgenic methodologies for goats is a big challenge to overcome. This review aims to present the state of art of
the traditional methods, as well as the emerging technologies for obtaining transgenic goats efficiently.

Keywords: goats, transgenesis, biotechnology.
Introducéo

A tecnologia do DNA recombinante revolucionou a producdo de proteinas de interesse terapéutica em
medicina humana. Assim, 0s genes de um grande nimero de proteinas ja foram identificados e clonados,
incluindo fatores de coagulacdo, horménio de crescimento (GH), insulina, eritropoietina (EPO), entre outros. As
primeiras tentativas com intuito de produzir proteinas terapéuticas a partir de genes clonados foram realizadas
em leveduras e bactérias. No entanto, para muitas proteinas, esta abordagem ndo é viavel, pois o0s
microrganismos ndo sdo capazes de realizar as modificagBes pds-traducionais necessarias para a perfeita
atividade da proteina (Swartz, 2001).

Embora o cultivo de células de mamiferos, normalmente células de ovério de hamster chinés (CHO),
forneca as modificacBes necessarias, este torna-se extremamente caro (Bosze et al., 2008). Assim, 0 uso de
animais de como biorreatores pode ser a melhor escolha para a producdo de proteinas terapéuticas (Kues e
Niemann, 2011). Isto deve-se ao fato da elevada habilidade da glandula mamaria em realizar eficientemente as
modificacdes pds-traducionais e obter uma proteina mais préxima possivel da nativa (Houdebine, 2007). Para
esta atividade promissora foi até criado o termo "pharming”, um portmanteau das palavras em inglés
pharmaceutical (farmacéutico) e farming (pecuéaria), para referir-se a utilizacdo da engenharia genética na
obtencdo de animais transgénicos ou geneticamente modificados (AGM) que secretam em seu leite proteinas de
uso terapéutico.

O uso das biotécnicas para a obtencdo de AGM tem sido limitado devido ao alto custo desse tipo de
atividade (Kues e Niemann, 2011). Nesse tocante, é fundamental a escolha correta da espécie a ser utilizada
como biorreator, a qual depende de vérios fatores (Tab. 1). Entretanto, a quantidade de proteina requerida e a
produgdo em escala de tempo sdo fatores-chave. Além disso, devem ser considerados a viabilidade e os custos
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para a manutencdo dos animais (Bosze et al., 2008). Um importante ponto a ser observado é a existéncia de
provaveis efeitos sistémicos da proteina recombinante no organismo do animal, fato este que ja foi evidenciado
pelos trabalhos de nosso grupo (Batista et al., 2014).

Tabela 1. Animais de producdo obtidos pela tecnologia transgénica, principais vantagens/desvantagens de seu
uso como biorreator e referencia do relato pioneiro.

Espécie Vantagens Desvantagens Referéncia

Leporina  Curto intervalo de geracéo, Produgcdo leiteira muito baixa Hammer et al. (1985)
nascimento de varias crias

Suina Prenhez curta, nascimento de Producéo leiteira baixa, dificil Hammer et al. (1985)
varias crias microinjecdo de DNA

Ovina Prenhez curta, nascimento de Producéo leiteira baixa, dificil Hammer et al. (1985)
varias crias microinjecdo de DNA

Caprina  Prenhez curta, nascimento de Dificil microinjecdo de DNA Ebert et al. (1991)
varias crias, boa producéo leiteira

Bovina Elevada producdo leiteira Dificil microinjecdo de DNA, Krimpenfort et al.

longo intervalo de geracéo, (1991)

elevado custo

Considerando as vantagens e desvantagens de cada espécie, caprinos aparecem como um excelente
modelo para uso como biorreator. Além disso, foi a partir do leite de cabras transgénicas que foi obtido o
primeiro medicamento aprovado para uso humano: o Atryn®, o qual é usado em pacientes com deficiéncia
hereditaria de antitrombina (AT) ao serem submetidos a procedimentos cirdrgicos ou no parto. Esta aprovacgao
para uso comercial ocorreu primeiramente na Europa (Schmidt, 2006) e, logo ap6s, nos EUA (Lavine, 2009).

A glandula mamaria pode ser considerada como o melhor biorreator disponivel, pois o leite representa
uma fonte de matéria-prima ndo transformada, segura, abundante, renovavel e de fécil obtencdo (Houdebine,
2007). A expressdo do transgene glandula mamaria requer a utilizagdo de promotores de genes de proteinas do
leite, isto &, sequéncias que direcionam a expressao génica apenas na glandula mamaria durante a lactacdo (Maga
e Murray, 1995) e evitando efeitos deletérios sobre a satde do animal. Em caprinos j& foi utilizado B-caseina
caprina (Ko et al., 2000), B-caseina bovina (Huang et al., 1998) e asl-caseina (Freitas et al., 2012).

A obtencédo de animais de producdo transgénicos foi demonstrada como viavel ha mais de trés décadas
atras (Hammer et al., 1985). Também ficou evidente quase que imediatamente que o método utilizado para
obtengdo desses animais apresentava limitagfes substanciais que poderiam impedir seu uso tanto para pesquisa
quanto para fins comerciais. Assim, esta revisdo apresentara nos itens a seguir os diversos metodos de producao
de caprinos transgénicos, bem como tecnologias emergentes que podem trazer melhorias na eficiéncia do
processo.

Microinje¢do de DNA em embrides prd-nucleares

O primeiro relato sobre embrides caprinos microinjetados com uma construcdo de DNA foi realizado
com o objetivo de obter animais transgénicos secretando o ativador do plasminogénio tecidual humano (tPA) em
seu leite (Ebert et al., 1991). Apds este primeiro sucesso, varias outras proteinas humanas foram produzidas em
cabras utilizando a técnica microinjecdo pro-nuclear. No entanto, a eficiéncia desta técnica é baixa,
especialmente quando comparada com a obtida em camundongos. Em caprinos, cerca de 10% ou menos dos
embriBes microinjetados produzirdo crias transgénicas (revisado por Baldassarre et al. 2004).

A microinje¢do pro-nuclear tem um conceito simples: injetar um pequeno volume contendo cOpias do
gene de interesse no prd-nicleo do embrido recém-fecundado para, posteriormente, transferir os mesmos para o
oviduto de uma receptora (Fig. 1A). Contudo, a microinjecdo € um procedimento que requer destreza e paciéncia
do operador. Em camundongos, os pré-ntcleos sdo claramente visiveis, mas nas espécies de producdo (bovinos,
suinos, ovinos e caprinos), torna-se necessario submeter os embrides a uma rapida centrifugacdo (Moura et al.,
2010). Sem esta operagdo, os pro-nicleos do embrides caprinos s6 podem ser visualizados em somente 30% das
vezes (Ebert et al., 1991).

Através desta metodologia varios caprinos transgénicos foram obtidos secretando diversas proteinas
humanas para uso terapéutico, tais como: tPA (Ebert et al., 1991), Fator Estimulante de Colbdnia de Granuldcitos
— G-CSF (Ko et al., 2000), lisozima (Maga et al., 2006; Bertolini, 2016, UFRGS, informacdo pessoal) e
lactoferrina (Zhang et al., 2008). Neste método, a integracdo do transgene € aleatdria, em multiplos sitios e pode
ocorrer mosaicismo.

Nosso grupo, utilizando a microinjecdo em embrides pro-nucleares obteve um casal de caprinos
transgénicos para 0 G-CSF humano (Freitas et al., 2012). Apo6s lactacdo hormonalmente induzida, a fémea
fundadora chegou a produzir uma média de 690 pg de G-CSF por mililitro de leite e com atividade biolégica
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(Moura et al., 2013) e sua progénie exibiu valores na mesma grandeza (Batista et al., 2014).
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A TNCS, quando combinada com técnicas de biologia molecular e cultivo celular, apresenta uma
variedade de aplicacbes. Entre as diferentes possibilidades, a transgénese é possivelmente a que mais se
beneficiou com o avango nessa biotécnica, aumentando sua eficiéncia e diminuindo os custos. Desde o
nascimento da ovelha Dolly (Wilmut et al., 1997), o protocolo da TNCS continua praticamente 0 mesmo, o qual
consiste na transferéncia do ndcleo de células do animal doador para o6citos enucleados e posterior reconstrugao
do embrido através de fusdo celular (Fig. 1B). Utilizando este método, a modificagdo genética acontece pela
incorporacdo da construcdo de DNA no genoma da célula em cultivo, permitindo que as células geneticamente
modificadas sejam completamente caracterizadas (local de integracdo, nimero de cOpias e integridade do
transgene) antes da utilizagdo na produgdo de embrides por transferéncia nuclear. Como resultado, embora a
capacidade de desenvolvimento de embrides reconstruidos seja menor, todas as crias nascidas sdo transgénicas,
tornando esta tecnologia muito mais eficiente do que a microinjecdo pro-nuclear (revisado por Menchaca et al.,
2016). Através do uso desta metodologia Keefer et al (2002) relatam uma eficiéncia de 7,7%, ou seja, sete
caprinos transgénicos nascidos a partir de 91 embrides reconstruidos transferidos para receptoras previamente
preparadas.

Com o objetivo de produzir animais secretando proteinas de uso terapéutico, a aplicacdo da TNCS ja foi
responsével pelo nascimento de caprinos transgénicos para varias proteinas humanas: AT (Baguisi et al., 1999),
lactoferrina (Wan et al., 2012), a-lacatalbumina (Feng et al., 2015) e glucocerebrosidase (Bertolini, 2016,
UFRGS, informagdo pessoal). No entanto, o uso da TNCS ainda apresenta algumas limitagdes, como por
exemplo: a reprogramagdo do embrido pode ser incompleta, resultando em perda embrionéria, aborto ou
desenvolvimento anormal do feto (Keefer et al., 2001).

Meétodos alternativos e pesquisas inovadoras
Né&o resta a menor ddvida que a microinjecdo de DNA em embrides pré-nucleares e a TNCS séo 0s
métodos que obtiveram maior sucesso na producdo de caprinos transgénicos. No entanto, em animais de

laboratorios e outros animais de producdo diferentes técnicas ja foram descritas como métodos alternativos para
as duas pioneiras e entre elas podemos citar: transferéncia génica mediada por espermatozoides, transposons,
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interferéncia por RNA, endonucleases, nucleases dedo de zinco, lentivirus e, mais recentemente, o sistema
CRISPR/Cas9. Nos paragrafos a seguir, iremos fornecer um pouco mais de informacGes sobre algumas dessas
técnicas que parecem mais acessiveis e promissoras.

O uso de vetores lentivirais (VL) surgiu ha alguns anos com base na capacidade do virus se integrar ao
genoma do hospedeiro. Os VL mais utilizados sdo o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV1), o virus da
imunodeficiéncia simia e os vetores derivados do virus da anemia infecciosa equina (Park, 2007). Por serem
capazes de se integrar eficientemente no genoma de células com menor silenciamento de genes do que outras
estratégias, esta técnica foi rapidamente testada e comprovada em espécies de produgdo como bovinos (Hofman
et al., 2004) e ovinos (Crispo et al., 20153).

Em ovinos, a transferéncia génica mediada por espermatozoides ja foi um dos métodos utilizados na
tentativa de obter animais transgénicos (Pereyra-Bonnet et al., 2011). Em caprinos, Shadanloo et al. (2010)
verificaram a possibilidade de utilizagdo desta técnica para a obtencdo de embriGes transgénicos. Nesse estudo,
o0s autores demonstraram que a técnica de fecundagdo (fecundagdo in vitro vs. injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide) e, até certo ponto, a concentragdo do DNA, afetam o desenvolvimento embriondrio e a
expressao do transgene. Posteriormente, Zao et al. (2012) verificaram que embora 0s espermatozoides caprinos
possam incorporar o DNA exdgeno, a preseng¢a do plasma seminal o inibe parcialmente.

O sistema CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), ou seja,
Repeti¢des Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas, consiste em pequenas porcdes do
DNA bacteriano compostas por repeticdes de nucleotideos. A CRISPR é na verdade um mecanismo de defesa do
sistema imune bacteriano contra fagos e plasmideos invasores. Atualmente, encontra-se disponivel um gRNA
(RNA guia) com a capacidade de mimetizar o que ocorre naturalmente em bactérias, e desta forma, promover o
direcionamento da nuclease Cas9 para uma sequéncia alvo especifica para que esta promova a clivagem e a
sequéncia de interesse. Tais fundamentos permitem considerar o sistema CRISPR (CRISPR/Cas9) uma técnica
rapida, com relativa facilidade de manipulacdo e baixo custo quando comparada a técnicas anteriormente
descritas (Wang et al., 2015). Dessa forma, j& existem relatos do nascimento de AGM, tanto em ovinos (Crispo
et al., 2015b) quanto em caprinos (Wang et al., 2015), com o uso desta nova metodologia.

No intuito de aumentar o sucesso da tecnologia transgénica em animais de producdo, torna-se
necessario desenvolver métodos simples, econdmicos e eficientes. Assim, o uso de Peptideos de Penetracdo
Celular (PPCs) constitui uma alternativa que esta sendo pesquisada atualmente por nosso grupo. Os PPCs séo
moléculas que possuem a capacidade de internalizar moléculas biologicamente ativas em células eucaridticas
através de um mecanismo independente da energia (Radis-Baptista e Kerkis, 2011). Os PPCs sdo representados
por sequéncias maltiplas de peptideos curtos e carregados positivamente, ricos em arginina e residuos de lisina,
que penetram através de membranas celulares impermeéaveis e se acumulam no citoplasma e/ou no nucleo da
célula (Gupta et al., 2005). Kerkis et al. (2004) descreveram que a crotamina, uma miotoxina isolada do veneno
da cascavel (Crotalus durissus terrificus) da América do Sul, € um PPC de apresentacdo tanto citoplasmatica
quanto nuclear. Demonstrou-se também que esta toxina é capaz de se ligar eletrostaticamente ao DNA, formando
um complexo peptideo-DNA e realizando a entrega no interior das células (Nascimento et al., 2007). Assim,
utilizando embries bovinos, nosso grupo verificou que a crotamina pode translocar embrides intactos quando
aplicada ao meio de cultivo nas concentrac@es 0,1-10 uM (Campelo et al., 2016a). Além disso, a crotamina foi
capaz de translocar embrides apds 1 h de exposicdo durante cultivo e sem prejudicar o desenvolvimento dos
mesmos. No entanto, seu uso ndo melhorou a expressdo do DNA exdgeno, provavelmente devido a forte
complexagdo DNA/crotamina (Campelo et al., 2016b).

Considerac6es finais

Em caprinos, a microinjecdo prdé-nuclear e a TNCS continuam a ser as ferramentas que mais
produziram animais transgénicos. No entanto, novas estratégias estdo em continuo desenvolvimento e podem,
em futuro bem préximo, modificar esta condigdo. O sucesso destas novas técnicas pode contribuir para
incrementar o sucesso da transgénese, facilitando a obtencdo de diferentes proteinas recombinantes e tornando
este um sistema de producdo muito competitivo.
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