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Resumo

Ovinos e caprinos sdo espécies que devido ao seu tamanho adequado, curto periodo gestacional e
produgdo leiteira, tornaram-se importantes modelos na pesquisa pecuaria, farmacéutica e biomédica.
Assim, a engenharia genética tem sido amplamente aplicada a pesquisa com pequenos ruminantes.
Caprinos e ovinos modificados geneticamente fornecem modelos valiosos para pesquisa sobre as funcdes
dos genes, melhorando a exploracdo, obtendo produtos farmacéuticos no leite ¢ aumentando a resisténcia
as doencas. Além disso, o uso conjunto da clonagem e transgénese ja foi responsavel por marcos
importantes na biotecnologia animal. Esta revisdo destaca os avancos da clonagem e da engenharia
genética nessas espécies obtidos nas ultimas quatro décadas, com énfase nas pesquisas realizadas no
Brasil.

Palavras-chave: Caprinos, Ovinos, Transferéncia Nuclear de Células Somaticas, Modificado
Geneticamente.

Abstract

Sheep and goats are valuable species that due to their suitable size, short pregnancy period, and
secretion of milk, have become important model in agricultural, pharmaceutical, and biomedical
research. Thus, genome engineering has been widely applied to sheep and goat research. Gene-edited
sheep and goats provide valuable models for investigations on gene functions, improving animal
breeding, producing pharmaceuticals in milk and improving disease resistance. Additionally, the joint
use of cloning and transgenesis has already been responsible for major milestones in animal
biotechnology. This review highlights the advances of cloning and genome engineering in these species
over the past four decades with particular emphasis on research in Brazil.
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Introducao

Nos ultimos anos, a criacdo de animais de producdo passou por grandes mudangas devido ao
desenvolvimento e refinamento das técnicas de reproducdo assistida, as quais permitiram a melhoria na
produ¢do quanti-qualitativa de embrides, especialmente in vitro e em diferentes espécies, incluindo os
pequenos ruminantes (Souza-Fabjan et al., 2021). Esta mudanga dramatica estd revolucionando as
abordagens convencionais de melhoramento e as estruturas envolvidas, incluindo o papel dos criadores.
Adicionalmente, o uso da sele¢do gendmica foi possibilitado pelo desenvolvimento da biologia molecular
¢ bioinformatica que permitiram o sequenciamento do genoma de uma maneira mais eficiente e barata
(Bickhart et al. 2020).

Em pequenos ruminantes, duas biotécnicas se destacam pelo avango ja alcangado, as
possibilidades de uso futuro e por sua importancia para a saide humana e animal. Assim, a transgénese ¢
a clonagem podem associar suas caracteristicas peculiares e contribuir para alcancar este avango
(Piedrahita e Mir, 2004). Portanto, esta revisdo tem por objetivo apresentar os avangos da clonagem e da
transgénese em pequenos ruminantes obtidos nas ultimas quatro décadas, com énfase nas pesquisas
realizadas no Brasil.
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Transgénese

Um animal transgénico ¢ um animal geneticamente modificado possuindo material genético
obtido através da tecnologia do DNA recombinante. Desde a obtencdo dos primeiros mamiferos
transgénicos (Hammer et al., 1985), o nmimero de animais geneticamente modificados aumentou
rapidamente (Niemann e Kues, 2007; Kues ¢ Niemann, 2011). A primeira técnica a ter sucesso em
produzir pequenos ruminantes transgénicos foi a microinje¢do de uma constru¢do de DNA no pronucleo
de embrides recém-fecundados. Dessa forma, Ebert et al. (1991) descreveram a primeira produgdo bem-
sucedida de cabras transgénicas expressando uma proteina heterdloga em seu leite. A produgdo de uma
variante do ativador de plasminogénio tecidual humano foi verificado no leite de duas cabras leiteiras
transgénicas, dentre 29 nascidas. Uma delas foi acasalado e levou a gestagdo a termo. Durante a lactagdo,
foi possivel isolar a proteina humana enzimaticamente ativa na concentragéo de 3 ng/ml de leite.

O grupo na Universidade Estadual do Ceara (UECE) foi o pioneiro no Brasil na produgdo de
caprinos transgénicos trabalhando com uma constru¢do de DNA para obtengdo de animais portanto o
gene do fator estimulante de colonia de granuldcitos humano (hG-CSF). A proteina hG-CSF tem
importante papel no sistema imunolégico baseado em neutréfilos defesas, devido as suas funcdes
regulatorias no crescimento, diferenciacdo, sobrevivéncia e ativacdo de neutréfilos e seus precursores
(Barreda et al., 2004). Apos sua producdo como uma proteina humana recombinante (Souza et al., 1986),
o hG-CSF tem sido o fator de crescimento hematopoiético mais amplamente utilizado devido a sua
eficacia no tratamento de formas de neutropenia e leucopenia induzida por quimioterapia, bem como para
a mobilizagdo de células progenitoras para o transplante autdlogo ou halogénico (Welte et al., 1996). O
grupo da UECE utilizou a técnica de microinje¢do pronuclear (Moura et al., 2010) ¢ obteve um casal de
caprinos transgénicos da raga Canindé (Fig. 1). A ideia era valorizar a raga nativa, com risco de extingao,
dando um valor agregado, ou seja, utilizando-a como biorreator de interesse em medicina humana
(Freitas et al., 2012). Nesses animais também foi estudado a dindmica da proteina recombinante secretada
no leite e verificou-se que a fémea fundadora secretou 93,9 a 1.474,6 pug de hG-CSF por mililitro de leite.
Dois picos de hG-CSF sérico (3.470 e 7.390 pg/ml) foram detectados na primeira metade da lactagdo. Por
outro lado, fora da lactagdo, o hG-CSF estava ausente no soro, indicando que ndo houve expressiao
ectdpica (Moura et al., 2013). Ainda para estes animais transgénicos, estudou-se o numero de copias (NC)
do transgene e verificou-se uma média (£ DP) de NC de 9,0 + 0,0 para fémea ¢ 6 £ 0,5 para o macho
transgénico (Batista et al., 2014a). Finalmente, todos os parametros clinicos, bem como a fungdo renal e
hepatica, indicaram que os caprinos transgénicos (FO e F1) apresentavam-se saudaveis e a proteina
recombinante mostrou quantidades compativeis com o uso desses biorreatores em um programa de
producdo da proteina em escala comercial (Batista et al., 2014b).

Figura 1. Caprinos transgénicos para o hG-CSF obtidos pelo grupo de pesquisa da Universidade Estadual do Ceara.
A: Macho FO0 da raga Canindé e suas crias transgénicas F1 (2 machos e 2 fémeas) obtidas por inseminagao artificial.
B: Fémea FO da raca Canindé e sua cria transgénica F1 (1 fémea) obtida por transferéncia de embrides para uma
cabra sem raca definida (esquerda).

Também utilizando a técnica de microinje¢do pronuclear, pesquisadores da Universidade de
Fortaleza (UNIFOR) obtiveram o nascimento de caprinos transgénicos secretando lisozima humana no
leite. Posteriormente, pelo uso na alimentagdo de suinos, foi verificado que o leite transgénico apresentou
atividade bactericida contra Micrococcus luteus e discreta sensibilidade contra Enterococcus feacalis em
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relacdo aos controles. Na presenca de patdogenos, o leite transgénico promoveu melhores parametros de
migracdo. Assim, a lisozima recombinante produzida no leite de cabras apresentou potencial para ser
utilizado em formulas nutracéuticas, com os valores nutricionais ¢ medicamentosos comparaveis aos do
leite humano (Carneiro et al., 2018). Na mesma institui¢do, foi produzida uma cabra transgénica pela
técnica de transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS). O animal foi geneticamente modificado
para secretar leite contendo a enzima humana glucocerebrosidase. Em humanos, a auséncia desta enzima
desenvolve a doenga de Gaucher, que pode causar aumento do figado e baco, entre outras manifestacdes
clinicas. O tratamento da enfermidade ¢é caro, ja que a enzima precisa ser importada para atender aos
pouco mais de 600 portadores da doenga no Brasil (Bertolini, comunicagdo pessoal, 2014).

Atualmente, a edigdo de genoma baseada no sistema formado por repeti¢cdes palindromicas
curtas, interespagadas e regularmente agrupadas (do inglés, Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, CRISPR) estd mostrando um grande potencial para gerar descendentes
geneticamente modificados. Pequenos ruminantes t€ém mostrado grande potencial como modelos animais
para a engenharia do genoma, o qual ja foi manipulado utilizando sistemas baseados em CRISPR para
diversos fins (Kalds et al., 2020). Assim, varias formas de modificagdes podem ser induzidas, permitindo
a manipula¢@o precisa do genoma de ovinos e caprinos para a geracao de fundadores com caracteristicas
desejadas para aplicacdes em pesquisa basica, pecudria e biomedicina (Fig. 2). Diversos trabalhos ja
foram publicados descrevendo a obtengdo de caprinos ou ovinos geneticamente modificados pelo uso da
técnica de CRISPR/Cas9. No tocante a espécie ovinas podem ser citados: crescimento muscular (Crispo
et al., 2015), comprimento da fibra (Le et al., 2017) e prolificidade (Zhou et al., 2018). J4 na espécie
caprina, os exemplos sdo: melhoria na qualidade e quantidade do cashmere (Huang et al., 2019) e
prolificidade (Niu et al., 2018).
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Figura 2. Algumas das aplicagdes praticas do sistema de edicdo de genoma baseado na técnica de CRISPR em
caprinos e ovinos.

Clonagem

A clonagem animal representa um dos mais importantes avangos obtidos no campo da
biotecnologia animal. Os resultados de clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS)
tém encorajado os pesquisadores para elucidacdo de diversos aspectos relacionados a essa técnica. Um
dos mais importantes usos da TNCS ¢ para clonagem reprodutiva, na qual um embrido reconstituido
derivado da fusdo de um odcito enucleado com uma célula somatica pode chegar a termo que resulta em
um animal clonado semelhante ao doador de nucleo. Essa técnica envolve vérias etapas-chave, ou seja,
(a) obtengao de odcitos maturados, (b) remocdo dos cromossomos contidos nos oocitos (enucleacdo), (c)
transferéncia de nticleo obtido do animal a ser clonado nos odcitos enucleados, (d) ativagdo dos odcitos
reconstruidos, (e) cultivo in vitro dos embrides (f) transferéncia dos embrides para receptoras (Niemann e
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Lucas-Hahn, 2012). Foi justamente um ovino, o primeiro mamifero clonado com o uso desta técnica
(Wilmut et al., 1997). Caprinos e ovinos transgénicos ja foram produzidos pelo uso de técnicas de
clonagem, tanto a TNCS (Baguisi et al., 1999) como sua variante, o handmade cloning (Zangh et al.,
2013). Neste ultimo estudo, a técnica de handmade cloning, ja bem estabelecida em bovinos e suinos, foi
utilizada para produzir ovelhas transgénicas com niveis elevados de acidos graxos dmega-3.

Em pequenos ruminantes, uma boa parte das publica¢des utilizando a clonagem tiveram como

objetivo principal a obtencdo de animais transgénicos (Feng et al., 2015). No entanto, clones também
podem ser produzidos no intuito de multiplicar individuos geneticamente superiores (Bhat et al., 2019).
No Brasil, Traldi et al. (2007) relataram a gestagdo de uma ovelha receptora de dois embrides clones, a
qual durou até 50° dia por acompanhamento ultrassonografico. Por outro lado, um clone ovino da raga
Santa Inés foi obtido no Ceara (Rodrigues, comunicagao pessoal, 2015).
Sem duvida, a importancia da técnica de clonagem resulta também de seu potencial para a multiplicagdo
de animais transgénicos. Dessa forma, nosso grupo utilizou a técnica de handmade cloning na tentativa de
clonar a fémea caprina transgénica para o hG-CSF. Usando ovarios de abatedouro, um total de 18,0%
(27/150) e 12,7% (19/150) dos embrides cultivados in vitro por sete dias alcancaram os estagios de
moérula e blastocisto, respectivamente. Apds transferéncia para receptoras, nenhuma deles apresentou
prenhez, apds acompanhamento por ultrassonografia (Pereira et al., 2013).

Conclusoes

Os ultimos 30 anos do uso da transgénese e clonagem em pequenos ruminantes propiciaram
avangos relevantes do ponto de vista tanto aplicado como de pesquisa. Atualmente, caprinos € ovinos
portadores de modificagdes genéticas podem ser obtidos com relativa facilidade usando o sistema
CRISPR. A associagdo desta técnica com a clonagem também aumenta a possibilidade de incrementar o
numero de animais geneticamente modificados. No entanto, a situacdo atual no pais estd completamente
desfavoravel a este tipo de pesquisa e esta condigdo estd nos retirando do grupo de paises participantes
deste progresso cientifico.
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