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RESUMO: Entre todos os mamiferos transgénicos produzidos até hoje, a espécie caprina tem representado um
excelente modelo em transgénese quando sdo considerados os fatores como a demanda do mercado para a
proteina, o volume de leite produzido por lactacdo e as taxas reprodutivas. Varias proteinas recombinantes foram
obtidas a partir de cabras transgénicas, e entre estas, a antitrombina humana, foi a primeira proteina
recombinante de origem animal a ser aprovada como um medicamento para a utilizacdo clinica em seres
humanos. Esta revisdo tem por objetivo apresentar o estado-da-arte em caprinos transgénicos dando especial
énfase aos resultados obtidos por nosso grupo.

Palavras-Chave: Capra hircus; engenharia genética; leite; proteina recombinante.

ABSTRACT: Among all the transgenic mammalians produced so far, goats have represented an excellent model
of transgenesis when considering the factors such as the market demand for protein, volume of milk produced
per lactation and reproductive rate. Various recombinant proteins have been obtained from the transgenic goats,
and among these, human antithrombin was the first recombinant protein of animal origin to be released as a drug
for the clinical use in humans. This review aims to present the state-of-the-art in transgenic goats with special
emphasis on results obtained by our group.
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INTRODUGCAO podiam ser utilizados como  biorreatores.
Posteriormente, varios animais transgénicos foram
Proteinas humanas tém sido utilizados na medicina obtidos em diferentes espécies: coelhos, suinos e
mundialmente e, durante algum tempo, o seu ovinos (Hammer et al., 1985), caprinos (Ebert et al.,
fornecimento foi limitado devido as poucas fontes 1991) e bovinos (Krimpenfort et al., 1991).
para a sua extracdo (Clark, 1998). Com o advento
da genética engenharia, essa realidade mudou, pois De acordo com Clark (1998), para a producédo de
genes de interesse podem ser isolados, inseridos em proteinas recombinantes, alguns aspectos devem ser
vetores de expressdo e transferidos para células ou considerados na escolha da espécie como reator
organismos que podem, dessa forma, serem biolégico, como a demanda do mercado pela
transformados em produtores de proteinas em proteina, o volume de leite produzido por lactacéo e
escala industrial (Houdebine, 2003). As primeiras as taxas de reproducdo da espéecie. De todos os
tentativas de producdo de proteinas de valor biorreatores mamiferos ja produzidos, os caprinos
terapéutico a partir de genes clonados foram em (Capra hircus) representam um excelente modelo
microrganismos. No entanto, dessa maneira, para transgénese, j& que a produgdo de animais
algumas proteinas humanas séo sintetizados apenas fundadores e  custos  operacionais  sdo
em pequenas quantidades, outras tornam-se significativamente mais faceis de gerenciar em
insolUveis fazendo sua purificacdo de dificil comparagdo com bovinos, por exemplo.
realizacdo. Além disso, o0s produtos podem
apresentar-se como imunogénicos ou com pouca Neste manuscrito serdo apresentados os aspectos
atividade bioldgica devido ao processamento pés- inerentes a producdo de caprinos transgénicos.
traducional incorreto (Kues & Niemann, 2004). Além disso, uma énfase especial sera dada aos
resultados do nosso grupo na obtencdo de caprinos
Desde 1982, com 0 nascimento do primeiro transgénicos para o Fator Estimulante de Coldnia
mamifero  (camundongo) expressando  niveis de Granulécitos humano (hG-CSF).

elevados do hormdnio do crescimento humano
(Palmiter et al., 1982), verificou-se que 0s animais
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METODOS PARA A PRODUGCAO DE
CAPRINOS TRANSGENICOS

Caprinos transgénicos ja foram obtidos por
microinjecdo pronuclear e transferéncia nuclear de
células somaticas (TNCS). As principais etapas
dessas duas técnicas sdo apresentadas na Figura 1.

A microinjecdo pronuclear é o método tradicional
para a producdo de caprinos transgénicos e consiste
na microinjecdo de uma construcdo génica (gene de
interesse + gene de expressdo em glandula
mamaria) em um dos pro-nicleos do embrido
recém-fecundado. A microinjecdo  pronuclear é
realizada em microscépio invertido munido de
micromanipuladores. Uma micropipeta contendo a
construcdo de DNA (cerca de 500-5000 c6pias em
1-2 pL) penetra na zona pellcida e a injecdo é
realizada em um dos pro-nacleos (Houdebine,
2003). A microinjecéo deve ser realizada entre 15 e
20 h apo6s a provavel fecundagdo. Além disso,
devido a grande quantidade de gotas lipidicas no
citoplasma, os embrides caprinos devem ser
primeiramente submetidos & uma centrifugagdo. No
entanto, a microinjegdo pronuclear € um método
gue apresenta uma baixa eficiéncia e, geralmente,
menos de 10% da prole é transgénica (Baldassarre
& Karatzas, 2004).

A TNCS, combinada com técnicas de biologia
molecular e celular, mostra uma variedade de

aplicacOes. Entre as diferentes areas, a transgénese
é, possivelmente, a que mais se beneficiou com os
avancos nesta biotécnica, no sentido de aumentar a
eficécia e reduzir os custos. Desde o nascimento da
ovelha Dolly (Wilmut et al., 1997), a tecnologia de
TNCS continua praticamente a mesma e consiste na
transferéncia de ndcleo de células doadoras
(carioplastos) para oocitos enucleados (citoplastos)
com reconstrucdo posterior do embrido através da
fusdo celular. A TNCS pode produzir animais
transgénicos através da transfecgdo de ndcleos com
vetores de DNA ou através da clonagem de animais
transgénicos fundadores (Baldassarre & Karatzas,
2004).

No método de TNCS, utilizando a transfeccdo de
nacleos, o DNA ex6geno € incorporado
aleatoriamente no genoma utilizando pressdo
seletiva. Além disso, as células transgénicas podem
ser completamente caracterizadas com relagdo ao
local de integracdo, o nimero de cépias integradas
e integridade do transgene antes da etapa de
transferéncia nuclear propriamente dita. Embora a
capacidade para desenvolvimento dos embrides
reconstruidos é baixa, a maioria da descendéncia é
transgénica, 0 que torna esta técnica muito mais
eficiente do que a microinjecdo pronuclear
(Behboodi et al., 2005).

Figura 1. Métodos para a producdo de caprinos transgénicos: A) transferéncia nuclear de células sométicas

(TNCS) e B) microinje¢do pronuclear.
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A GLANDULA MAMARIA COMO
BIORREATOR

A glandula maméria ¢ uma glandula cutanea de
caracteristica apdcrina/exdcrina, com coOmposi¢ao
tibulo-alveolar e suas unidades secretoras
consistem de alvéolos que levam a pequenos ductos
excretores. Os grupos de unidades secretoras
formam l6bulos que sdo posteriormente agrupados
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em estruturas maiores chamadas lobos, formando o
parénquima mamario.

Os alvéolos sdo as unidades secretoras
fundamentais de leite e sdo compostos por células
epiteliais capazes de sintetizar as gorduras,
carboidratos e proteinas, expulsando o produto para
o interior do limen dos alvéolos. As proteinas
secretadas pela glandula maméaria sdo agrupados em
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duas classes, caseinas e proteinas do soro. De
acordo com Park et al. (2007), os ruminantes
secretam principalmente quatro caseinas (a.S1, aS2,
B e k) e duas proteinas séricas (B-lactoglobulina e
a-lactoalbumina). Os genes que codificam estas
proteinas estdo em cépias simples e sdo transcritas a
niveis elevados, em especial durante a prenhez e
lactacdo (Clark, 1998). Assim, trabalhos pioneiros
nos anos 1980 exploraram a capacidade da
producdo de proteinas recombinantes no leite de
animais transgénicos (Gordon et al., 1987;

Simmons et al., 1987). Assim, promotores e regides
regulatérias de genes especificos para proteinas do
leite foram utilizados para direcionar a expressao
do gene na glandula mamaria (Maga & Murray,
1995). Um exemplo dessas construgdes, com
objetivo de secretar proteinas recombinantes no
leite, pode ser visualizado na Figura 2, e foi
utilizado na obtencdo de camundongos e caprinos
transgénicos para 0 hG-CSF.

Figura 2. Construgdo génica para direcionar a expressdo do hG-CSF no leite de camundongos e caprinos

(Dvorianchikov et al., 2005).
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Como explicitado anteriormente, varios caprinos
transgénicos ja foram obtidos em diferentes
laboratérios ao redor do mundo, sendo que a
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Regidao 5-UTH do gene daalfa-stcaseina de cabra
Exons 1,2, 18 e 19 do gene da alfa-s1-caseina
Introns 1 e 18 do gene da alfa-s1-caseina
Sequencia gendmica do hG-CSF

Regiao 3-UTR do gene da alfa-s1-caseina bovina

maioria foi planejada para a secre¢do de proteinas
de valor terapéutico no leite desses animais (Tabela
1).

Tabela 1. Nivel de expressdo, do mais alto para o mais baixo, de proteinas humanas recombinantes secretadas no

leite de caprinos transgénicos.

Proteina humana Promotor Nivel de expressdo Referéncia
(mg/mL)
Antitrombina [3-caseina caprina 0,09-12,5 Zhou et al., 2005
Butirilcolinesterase B-caseina caprina 01-50 Huang et al., 2007
Lactoferrina B-caseina caprina 0,77 Zhang et al., 2008
Lisozima a-sl-caseina caprina 0,27 Maga et al., 2006
G-CSF a-s1-caseina caprina/bovina 0,62 Freitas et al., 2012
G-CSF B-caseina caprina 0,05 Ko et al., 2000
Fator IX B-caseina bovina 9,5x 10° Huang et al., 1998

RESULTADOS OBTIDOS NO BRASIL

O Brasil vem se apresentando como uma referéncia
internacional na obtencdo de caprinos transgénicos
através de dois grupos localizados em Fortaleza
(CE). O primeiro, pioneiro com trabalhos nesta
espécie, é 0 grupo do Laboratério de Fisiologia e
Controle da Reproducdo-LFCR da Universidade
Estadual do Ceara (UECE). Este grupo obteve
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caprinos transgénicos para 0 hG-CSF em duas
ocasides: 2006 e 2008 (Freitas et al., 2007; Freitas
et al., 2012). Ja o segundo grupo, do Laboratorio de
Biologia Molecular e do Desenvolvimento da
Universidade de Fortaleza (UNIFOR). Este grupo
obteve caprinos transgénicos para a lisozima
(Bertolini, comunicacéo pessoal, 2012).




Anais do VII CONERA

Acta Veterinaria Brasilica, v.8, Supl. 2, p. 402-406, 2014

Nas pesquisas realizadas no LFCR foram utilizadas
primeiramente cabras da raga Saanen. Em um
segundo momento, objetivando agregar valor a uma
raca naturalizada do Nordeste, utilizou-se cabras
Canindé. Na comparacdo entre estas duas racas, foi
verificada uma leve  superioridade (ndo

significativa) dos caprinos naturalizados sobre os
exoticos (Freitas et al., 2014), como pode ser
observado na Tabela 2. Vale ressaltar que animais
transgénicos foram obtidos somente com receptoras
que receberam embriGes oriundos de doadoras
Canindé.

Tabela 2. Diagndstico de prenhez, a sobrevivéncia embrionaria e fertilidade ao parto de receptoras sem raca
definida que receberam embrides previamente colhidos de doadoras Canindé e Saanen e microinjetados com

uma construgéo de DNA.

Raca Diagnéstico de prenhez 30 dias Ao parto
Prenhes Sobrevivéncia Recep. parindo Sobrevivéncia
Canindé 14/20 (70,0%) 20/61 (31,8%) 12/20 (60,0%) 18/61 (29,5%)
Saanen 5/12 (41,7%) 7/30 (23,3%) 3/12 (25,0%) 5/30 (16,7%)

Com os dois animais fundadores, obtidos por
microinjec¢do pronuclear em 2008, o grupo realizou
estudos para a caracterizacdo fenotipica e
genotipica desses animais. Um desses estudos foi o
uso da indugdo hormonal da lactacdo na fémea
fundadora e a verificacdo do nivel de expressdo do
hG-CSF no leite. Assim, foi observado, por
dosagem ELISA que a fémea fundadora produz em
média (+ DP) 620,92 + 179,93 ug/mL de leite. Esta
producdo é cerca de 10 vezes superior ao outro
caprino transgénico para o hG-CSF obtido por
pesquisadores sul-coreanos (Ko et al., 2000).

Adicionalmente, os dois animais obtidos neste
experimento  demonstraram  ser  verdadeiros
fundadores, j& que atraves de sua reproducdo com
caprinos ndo transgénicos foram obtidas crias
transgénicas por heranga mendeliana normal:
54,4% das crias do macho fundador foram
transgénicas e 37,5% das crias da fémea fundadora
possuiam o gene exdgeno (Freitas et al., 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

Uma vez obtidos os primeiros caprinos
transgénicos no mundo, esta espécie tem sido
utilizada como um modelo para o a produgdo de
proteinas recombinantes. Durante este tempo,
mesmo ap0s ter sido adquirido um conhecimento
amplo dos varios aspectos que influenciam a
producdo de animais transgénicos, as taxas de
sucesso continuam baixas. No entanto, varias
proteinas para uso terapéutico em humanos foram
produzidas, purificadas e caracterizadas.

No Brasil, com a producdo dos primeiros caprinos
transgénicos, espera-se que 0 mesmo possa juntar-
se ao seleto grupo de paises que dominam essa
tecnologia e que seja possivel reduzir os custos de
producdo de proteinas recombinantes de interesse
em salde humana.
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