ALIMENTACION

Proteinas recombinantes e o seu potencial en
producion animal

Ofrecemos unha perspectiva xeral das proteinas recombinantes producidas en distintos sistemas de expresion,
focalizandonos nos tres alicerces fundamentais para producion animal: reproducion, eficiencia alimentaria e satide, co fin
de realizar unha fotografia do seu uso e das investigacions relacionadas coa tecnoloxia destas na producién animal actual

e nun futuro proximo.
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s proteinas son moléculas
Acun papel biol6xico moi rele-

vante e por iso tefien un gran
nimero de aplicaciéons e un enorme
potencial. Durante anos a tnica forma
de obter estas proteinas era a través
da extraccion das stas fontes naturais

mediante procesos moi caros e pouco
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eficientes [1]. No entanto, o descubri-
mento da tecnoloxia do DNA recom-
binante nos anos setenta permitiu dar
un salto cualitativo neste campo de
estudo, o que facilitou que hoxe en dia
se poida producir calquera proteina de
interese usando células procariotas ou
eucariotas como fabricas celulares. De

forma resumida, esta tecnoloxia per-
mitenos seleccionar calquera xene de
interese e incorporalo nun sistema de
expresion heter6logo ou recombinante
(bacterias, fermentos, algas, células de
mamifero ou células de insecto, entre
outros) [2] para producir a proteina
codificada no devandito xene, tanto a
escala de laboratorio coma a unha es-
cala industrial (figura 1). Actualmente,
a pesar de que existe un amplo abano
de sistemas de produciéon recombi-
nantes, a bacteria Escherichia coli e as
células de mamifero seguen sendo as
opcions elixidas en moitos dos casos.



» AS HORMONAS RECOMBINANTES
PRESENTAN MELLOR ACTIVIDADE, MESMO
CON DOSES INTERIORES, QUE AS HORMONAS
DERIVADAS DA GLANDULA PITUITARIA

Figura 1. Esquema dun proceso de producion dunha
proteina recombinante
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En primeiro lugar, insirese o xene de interese nun plasmido ou vector de expresién
mediante un proceso de clonacion. A continuacion, introdtcese o pldsmido co xene
deinterese no sistema de expresion elixido (bacterias, fermentos, fungos, células de
insecto, células de mamifero etc.). Este sistema de expresion que actia coma unha
fabrica celular produce a proteina de interese que posteriormente € purificada.

Madis concretamente, e centrdndonos no uso das
proteinas recombinantes en producién animal, o uso
dos citados sistemas como fabricas celulares medrou
de xeito notable na tultima década. Un dos campos
madis amplamente estudados é o relacionado co siste-
ma endocrino e, especificamente, co uso de hormonas
recombinantes [3-6]. Na actualidade xa existen hor-
monas producidas de forma recombinante e dispofii-
bles comercialmente, e moitos grupos de investigacion
estdn a estudar o seu uso co obxectivo de mellorar o
potencial reprodutivo. Ademais, estanse a desenvolver
outras estratexias terapéuticas ou tratamentos profi-
lacticos baseados en proteinas recombinantes, 4 vez
que se estuda o seu uso como encimas para mellorar
a eficiencia da conversién dos alimentos a produtos
mais facilmente consumibles. »
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HORMONAS RECOMBINANTES USADAS
CON FINS REPRODUTIVOS

Como xa se mencionou anteriormen-
te, no &mbito da reproducion animal,
o0 uso de hormonas recombinantes
con fins reprodutivos é o mdis am-
plamente explorado [3, 7-8]. De feito,
as devanditas hormonas Usanse con
dous obxectivos opostos: aumentar
a fertilidade da femia, mediante a
regulacion da ovulacién e/ou faci-
litando a implantacién do embrion,
mentres que doutra banda se usan
para esterilizar os machos co obxec-
tivo de mellorar a calidade da carne.
Todo iso é debido a que as hormonas
reprodutivas tefien un rol critico na
regulacion da funcién reprodutiva
do macho e no ciclo reprodutivo e
o mantemento do embarazo da fe-
mia. As hormonas mdis amplamente
usadas para estes fins son a hormo-
na estimulante do foliculo (FSH), a
hormona luteinizante (LH) e a go-
nadotropina coriénica (CG), entre
outras [9]. A FSH e a LH, xunto coa
CG, Gsanse para provocar unha su-
perovulacién nas femias e, no caso
dos machos, para estimular a produ-
cién de testosterona e mais a esper-
matoxénese. Por tanto, o uso destas
hormonas é unha practica habitual
en distintas especies animais.

Actualmente, as hormonas madis
usadas para fins reprodutivos illanse
en moitas ocasions a partir da glan-
dula pituitaria dos animais. Cabe
destacar que, a pesar de ser unha es-
tratexia moi usada, leva importantes
problemas asociados:

e variacion entre lotes, dando lugar

a respostas distintas entre animais,
e pouca pureza, xa que a miudo hai

outras hormonas contaminando a

mostra,
¢ posible contaminacién con axentes

patéxenos [8].

En consecuencia, é necesario aplicar
protocolos de purificacién moi comple-
x0s para garantir a calidade do produto
final. £ neste contexto onde a producién
de hormonas de forma recombinante
aparece como unha prometedora es-
tratexia para solucionar os citados pro-
blemas, xa que, ao compararmos a sua
funcionalidade, vemos que a miudo as
hormonas recombinantes presentan
mellor actividade, mesmo con doses
inferiores, que as hormonas derivadas
da glandula pituitaria [7, 10].

Ata agora, a producion recombinan-
te de hormonas realizouse esencial-
mente usando células de mamifero.
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Existen distintas formas comerciais
producidas neste sistema de expresion,
asi como extraidas a partir da sta fonte
natural, a pituitaria, tal e como se re-
sume na taboa 1. As células ovaricas
de hamster chinés (CHO) son as mais
amplamente usadas, ainda que as cé-
lulas de ril embrionario humano (HEK)
tamén se usan. Con todo, a producién
nestes sistemas de expresion é comple-
xa e ten importantes custos asociados,
ademais de ser un proceso longo.

De forma alternativa xa se empe-
zaron a explorar os fermentos (mi-
croorganismos eucariotas), tales como
Pichia pastoris e a bacteria E. coli (mi-
croorganismo procariota), como siste-
mas mais econémicos e cos que é facil
traballar [11,12]. Como exemplo, a FSH
bovina, porcina e ovina producironse
satisfactoriamente en P. pastoris [13-
15]. O fermento Hansenula polymorpha
tamén se usou para producir FSH bovina,
e probouse a sta funcién en ratos. Ainda
queda traballo por facer nesta direccion,
pero os resultados obtidos ata 0 momen-
to mostran que os fermentos se poden
converter nunha alternativa para a pro-
ducién de FSH nun futuro préximo.

No caso da LH e da CG explorouse
a sta producion en células de insec-
to [71], en P. pastoris [19] e tamén
en E. coli [20]. Por tanto, estes estu-
dos proban que é posible producir
hormonas funcionais en organismos
eucariotas mais simples e mesmo en
sistemas procariotas. »

» NALGUNS CASOS A

SUPLEMENTACION FAISE

CON ENZIMAS QUE SE
PRODUCEN EN NIVEIS

INSUFICIENTES POR PARTE

DO ANIMAL

Taboa 1. FSH, LH e CG dispoiibles comercialmente para producién animal

Nome comercial Fabrica/orixe celular

Follistim®
Puregon®
Gonal-F® Células CHO
BoviPureFSH™
FSH
EquiPureFSH™
FSH Células HEK
Folltropin-V®
Gldndula pituitaria
Pluset®
BoviPureFSH™
" EquiPureFSH™ Células CHO
Luveris®
Pluset® Glandula pituitaria
Pregnyl Ourifios
Folligon® Soro
CG
Novormon®5000 Corion
PG600® Corion e soro
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ENCIMAS FIBROLITICOS
RECOMBINANTES

A dixestibilidade da parede celular
das plantas por parte dos encimas
animais é baixa e por iso as dietas
son suplementadas con encimas
fibroliticos para mellorar a taxa de
conversion e asi mellorar a producién
animal. Tradicionalmente, os encimas
fibroliticos (B-glucanasas, xilanasas,
manasas, pectinasas, galactosidasas
e fitasas) usdronse en porcos e aves,
pero hoxe en dia tsanse tamén en
ruminantes. Ademais, nalgiins casos
a suplementacion faise con encimas
que se producen en niveis insuficientes
por parte do animal, por exemplo
proteasas, lipasas e amilasas. Igual
que no caso das hormonas, os encimas
fibroliticos podense obter a partir da
sta fonte natural (neste caso fungos
ou bacterias) e nestes casos Usase un
extracto celular, que a miudo contén
unha mestura de distintas actividades
encimaticas. No entanto, debido ao
gran numero de impurezas presentes
na mostra, compre eliminar calquera
residuo de DNA ou doutros residuos
da fermentacion non desexables. A
pesar de que hoxe en dia os encimas
comercialmente dispofiibles para estes
fins provefien das stas fontes naturais,
estd a explorarse o desenvolvemento de
estratexias baseadas na tecnoloxia do
DNA recombinante para a producion
da forma pura de cada encima. Para
iso exploraronse un amplo abano de
microorganismos, incluindo bacterias
(E. coli, Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis), fermentos (P. pastoris)
e fungos (Trichoderma reesei e
Aspergillus niger). En todos os casos as
estratexias desenvolvidas pretenden ter
en conta os requirimentos da industria:
altos niveis de producién, baixo custo
de producion, procesos facilmente
escalables e produtos cataliticamente
eficientes e moi estables.

Actualmente foron publicados un
gran nuimero de artigos que mostran
prometedores resultados, feito que é
particularmente interesante nunha
situacion de crecente demanda
destes encimas [21, 22]. P pastoris
e Saccharomyces cerevisiae estin a
estudarse en detalle para a producion
de distintas xilanasas e conseguironse
optimizar os seus niveis de producion e
a sua estabilidade. No caso de bacterias
explorouse E. coli, Lactobacillus spp. e
B. subtilis, e os fungos mais estudados
son Aspergillus spp. e Trichoderma

spp.
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Asimesmo, as fitasas empréganse para
degradar o fitato, sendo a principal
fonte de fosforo nas dietas animais [23].
Como alternativa usouse durante anos
fésforo inorgdnico como suplemento,
pero isto sup6n un problema
ambiental debido 4 acumulacién no
chan e na auga do exceso de fosforo
excretado. Ainda que se valorou a sta
obtencion a partir da sda fonte natural,
vendo os baixos niveis resultantes,
empezouse a explorar a sta producion
recombinante.

Coa comercializacion da primeira fitasa
recombinante en 1991 minimizouse o
impacto do fésforo residual e desde
entobn outras alternativas sairon
ao mercado [24]. O mercado das
fitasas supén un 60 % do total do
mercado dos encimas fibroliticos e
son especialmente importantes non s
porque aumentan a eficiencia senén
porque contribiien a reducir a polucién
asociada & presenza de foésforo. Por
iso, distintos grupos estdn a traballar
para mellorar o desefio e a producion
de fitasas recombinantes [23, 25].
Para producir este encima usaronse
fungos (7. resei, A. niger e A. oryzae)
e fermentos (Saccharomyces pombe e
P, pastoris), principalmente. O xénero
Aspergillus é o mais amplamente
estudado entre os fungos, P. pastoris
é o fermento mais usado e o xénero
Bacillus, asi como algtns Lactobacillus
e E. coli son os mdis estudados entre
os sistemas bacterianos. Hoxe en
dia a investigacion neste campo estd
mais centrada na optimizacion de
propiedades clave de encimas xa
descritos, mais que na identificacién de
novas fitasas, e paraiso a enxeferia
de proteinas terd un papel decisivo
[26]. En concreto, a investigacion
céntrase no desenvolvemento de
encimas madis estables a pH baixos
e temperaturas altas, sendo condicions
que mimetizan o tracto dixestivo e
o proceso de fabricacion de pellets,
respectivamente.

PROTEINAS RECOMBINANTES PARA
TRATAMENTOS PREVENTIVOS E
TERAPEUTICOS

A administracion de anticorpos, ta-
mén conecida como inmunizacion
pasiva, usouse de forma satisfactoria
nun amplo ndmero de especies ani-
mais, incluindo vactn, porcos, ovellas,
cabras, aves e peixes, para controlar
infeccions [27]. A diferenza da vacina-
cion (ou inmunizacion activa), a admi-
nistracion de inmunoglobulinas esta-

» O MERCADO DAS FITASAS
SUPON UN 60 % DO TOTAL
DO MERCADO DOS ENCIMAS
FIBROLITICOS



» ATECNOLOXIA
RECOMBINANTE [...]

PERMITIU DAR UN SALTO
SIGNIFICATIVO EN PRODUCION
ANIMAL E XA COMEZA

ATER UN IMPACTO TANXIBLE

blece unha inmunidade instantdnea, o
que lle da proteccion ao animal a curto
prazo. Estes tratamentos son especial-
mente relevantes naqueles casos con
doenzas multifactoriais e/ou que non
responden a control de vacinas.

Neste sentido, durante a tltima déca-
da desenvolvéronse tecnoloxias para a
producion recombinante de anticorpos
que poden chegar a ser altamente es-
pecificos fronte a un patéxeno. Varios
exemplos mostran que son unha boa
aproximacion en producién animal;
viuse, por exemplo, que a adminis-
tracién de anticorpos recombinantes
fronte ao Coronavirus da gastroenterite
transmisible (TGEV), que afecta a por-
cos e causa unha mortalidade préxima
a0 100 % nos leitons, aumenta notable-
mente a supervivencia destes animais
[28]. Outro exemplo son os anticorpos
fronte ao herpes virus 1 bovino (boHV-
1), que mostran unha clara actividade
neutralizante in vitro [19]. Ainda que
para este Ultimo caso é necesario de-
terminar a sta efectividade in vivo, os
resultados in vitro mostran valores de
neutralizacion comparables a un anti-
corpo xa descrito e que reduce a mor-
talidade en coellos. Un terceiro exem-
plo probouse con anticorpos contra o
FMDV, un virus que afecta ao gando
bovino, a porcos e a ovellas, demos-

trando que pode ser un tratamento
atil para controlar brotes de FMDV en
rexions como a Unién Europea.

Asi mesmo, os anticorpos recombinan-
tes, neste caso producidos en E. coli,
usdronse para o tratamento de infec-
ciéns intramamarias. Estas infeccions
causan importantes perdas economi-
cas na industria leiteira e a inmuni-
zacién pasiva poderfa ser unha boa
aproximacién para tratar infeccions
debidas a Staphylococcus aureus.
Ainda que xa empeza a haber resulta-
dos prometedores neste sentido, ainda
queda traballo por facer nesta lifia.

CONCLUSION
En resumo, a tecnoloxia recombi-
nante, xunto coa enxefieria de pro-
teinas, permitiu dar un salto signifi-
cativo en producion animal e empe-
za a ter un impacto tanxible. Hoxe en
dia xa é posible desefiar secuencias
de encimas 4 carta, que poden mes-
mo combinar propiedades distintas
nunha tunica molécula funcional.
Ademais, esta aproximacion permite
producir hormonas mediante proce-
sos economicamente viables usando
microorganismos como fébricas ce-
lulares. Sumado a iso, novas estra-
texias, tales como a inmunizacién
pasiva, estdn a gafiar terreo debido
ao elevado potencial que iso ofrece.
Ata o momento fixéronse xa esfor-
z0s para minimizar os custos destes
procesos, pero ainda queda moito por
facer. De feito, durante os proximos
anos é necesario ir mais alo e fai falta
facer uso doutras tecnoloxias, como a
nanotecnoloxia, que traballa coa en-
capsulaciéon das proteinas ou o seu
recubrimento con nanoemulsions,
liposomas, nanocdpsulas, particulas
poliméricas e/ou hidroxeles para che-
gar a obter produtos comercialmente
viables. E necesario darlles un novo
formato 4s moléculas (proteinas)
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producidas, co fin de aumentar asi a
sta funcién e a sta vida media para,
finalmente, poder reducir dose e, en
consecuencia, reducir custos. B
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