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RESUMO 

MENDES, C. M. Produção de eritropoietina recombinante humana no leite de 
camundongas transgênicas [Production of recombinant human erythropoietin in 
transgenic mice milk]. 2009. 49 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinária) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2009. 

 

Poteínas recombinantes simples, como a insulina e o hormônio de crescimento 
humano, podem ser produzidas em microorganismos como bactérias Entretanto, 
para a produção de proteínas que precisam de modificações pós-traducionais, que 
não se consegue em microorganismos, torna-se importante o uso  de biorreatores 
com culturas de células eucarióticas. Este sistema de produção é caro e a 
quantidade de proteína produzida é pequena. Como alternativa surgiu o uso de 
animais transgênicos para reduzir os custos de produção. A Eritropoietina humana é 
uma proteina glicosilada e representa um dos maiores gastos para tratamento de 
doenças humanas. Já foi produzida em camundongos, coelhos e suínos 
transgênicos, com problemas na glicosilação ou alteração da higidez do animal pela 
falha da região promotora do vetor de transgene em limitar a expressão para a 
glâmdula mamária. Este estudo teve como objetivo a produção de (rhEPO) no leite 
de camundongas transgênicas sob ação de dois diferentes vetores, nunca utilizados 
na sua produção. Os vetores com os promotores da alfa-lactalbumina e beta-
lactoglobulina bovinos tiveram o gene da eritropoietina humana inserido entre as 
regiões promotora e codificadora do leite, num processo trabalhoso e pouco 
eficiente. Não foi possível inserir os vetores serão nas células tronco-embrionárias 
(CTE) de camundongos (USP-1) por eleroporação, mas as condições (390V por 
80µs) foram testadas com vetor de fluorescência. Futuramente as CTE transgênicas 
serão agregadas aos embriões colhidos de camundongas superovuladas e após 24 
horas de cultivo in vitro serão transferidos para camundongas pseudo-gestantes. Os 
animais nascidos (quimeras) serão acasalados e seus descendentes terão o DNA 
analisado para verificar a presença do gene da eritropoietina humana. Os animais 
positivos (fundadores) serão acasalados e as fêmeas positivas nascidas serão 
acompanhadas quanto à produção da eritropoietina humana no leite. Será purificada 
do leite, quantificada e avaliada quanto a glicosilação por Western Blottin.  
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ABSTRACT 

MENDES, C. M. Production of recombinant human erythropoietin in transgenic mice 
Milk [Produção de eritropoietina recombinante humana no leite de camundongas 
transgênicas] 2009. 49 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinária) – Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 

 

Recombinant proteins such as insulin and human growth hormone can be produced 

by microorganisms. Although, to produce proteins that need pos-traductional 

modifications that can not be done by microorganisms, and a eucariotic cell 

bioreactor is needed. This production system is expensive and the amount of protein 

produced is low. As an alternative, the transgenic animal technology came up to 

reduce production fees. The human eritropoetin is a glicosilated protein and it is one 

of the most expensive to human treatment. It was already produced in transgenic 

mice, rabbit and swine but with glicosilation problems or health alterations by 

transgene vector’s promoter region failure that limits the expression on mammary 

gland. This study aimed to produce recombinant human erythropoetin (rhEPO) in 

transgenic mice milk by two different vectors, never had been used to produce it 

before. Vectors with bovine alpha-lactalbumin and beta-lactoglobulin promoters had 

the human erythropoetin gene inserted between promoter and milk coding regions by 

a hard working and low efficiency technique. It was not possible to insert our vectors 

on mice embryonic stem cells (ESC) (USP-1) by electroporation but its conditions 

(390V, 80µs) were tested with fluorescent vector. In the future, transgenic ESC will 

be aggregated into mice embryos and after 24 hours of in vitro culture will be 

transferred to pseudo-pregnant mices. The new borns (chimera) will be mated and its 

offspring will have their DNA evaluated to verify the human eritropoetin gene 

occurrence. The founder animals will be also mated and the positive female borned 

will be evaluated for human erythrpoetin production on milk. It will be purified, 

quantified and evaluated for glicosilation by western blottin techinique.  
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

A produção de biofármacos protéicos por microorganismos geneticamente 

modificados, como bactérias ou leveduras foi estabelecida como um processo barato 

e inócuo para proteínas recombinantes, como a insulina e o hormônio de 

crescimento. Entretanto, para proteínas que precisam de modificações pós-

traducionais, como glicosilação, este sistema é falho, pois a atividade biológica é 

baixa. Como alternativa surgiram os sistemas de produção em cultura de células 

eucarióticas, que são capazes de produzir proteínas com corretas motificações pós 

traducionais, mas o rendimento é baixo e o custo elevado.  Como outra alternativa 

foram desenvolvidos animais geneticamente modificados (transgênicos), capazes de 

produzir proteínas recombinantes em seus tecidos e seus fluídos, sendo a glândula 

mamária o principal tecido alvo. Isolando as proteínas do leite de animais livres de 

patógenos, elimina-se a possibilidade de contaminação e aumenta-se a quantidade 

do produto. Dentre as várias proteínas humanas utilizadas como biofármacos, a 

eritropoietina (EPO) é uma das mais importantes. A EPO é um hormônio 

glicoprotéico ácido que está envolvido no processo de diferenciação de células 

progenitoras de eritrócitos na medula óssea vermelha, sendo produzida pelo rim sob 

diferentes estímulos como hipóxia ou anóxia. A EPO ativa dos humanos (hEPO) é 

uma proteína simples composta de 165 aminoácidos com três a quatro sítios de 

glicosilação. Desde a purificação em 1977, vem sendo utilizada para propósitos 

terapêuticos como o tratamento de falência renal que culmina com um quadro de 

anemia. Como bactérias e leveduras não possuem enzimas adequadas para 

glicosilação, vários sistemas de bioreatores vêm sendo testados para a síntese de, 

como o cultivo in vitro de células de ovários de Hamster Chinês (CHO) e células de  

rim de filhotes de hamster (BHK). No entanto, as formas farmacêuticas de rhEPO  

produzidas nos dois cultivos apresentam diferentes modificações pós-transducionais 

quando comparadas com hEPO (um resíduo de ácido siálico na estrutura 

oligossacarídica da recombinante a torna mais ácida que a hEPO sérica). Estas 

rhEPO apresentam a glicosilação necessária para funções terapêuticas, mas como o 

resíduo siálico tem meia vida curta e é rapidamente metabolizada pelo fígado. A 

meia vida curta faz com que o tratamento necessite de mais aplicações, que têm alto 

custo de produção. Em 2007, estimou-se o faturamento com a produção de 



 
 

proteínas de uso terapêutico da ordem de 47.2 bilhões de dólares, sendo 

aproximadamente 12 bilhões com a rhEPO. Segundo o Ministério da Saúde, o 

Governo teve em 2006 gastos de R$ 4,2 billhões na compra de medicamentos, 

sendo 500 milhões investidos na importação da EPO e de um interferon (11% do 

orçamento da saúde). O medicamento Epgen (Amgien, Sankio), uma das formas 

comerciais da rhEPO, gerou vendas globais de U$ 5,7 bilhões no ano de 2001. 

Inúmeras proteínas já foram expressas na glândula mamária de animais 

transgênicos, sendo a hEPO expressa em camundongos, coelhos e suínos 

transgênicos, apresentando a correta glicosilação somente em suínos. O objetivo 

deste trabalho foi testar dois diferentes vetores de expressão em camundongos, 

para futuramente produzir bovinos transgênicos capazes de sintetiza grandes 

quantidades de rhEPO, seguindo o exemplo do GH humano, que já foi expresso na 

glândula mamária de bovinos e  estimado que vinte animais seriam suficientes para 

suprir toda a demanda mundial deste hormônio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

7  CONCLUSÕES 
 

 

Foi possível construir os vetores com os promotores alfa-lactalbumina e BGL 

para expressão da hrEPO no leite. 

As CTE foram cultivadas e mantidas indiferenciadas ao longo das passagens 

e foi estabelecido o protocolo para eletroporação destas células, utilizando plasmídio 

com fluorescência. 

Não foram obtidas CTE positivas para os vetores, pois as células não foram 

eletroporadas. 

A técnica de agregação de quimeras para a produção de animais 

transgênicos foi padronizada, no entanto os animais transgênicos não foram gerados 

pela falta das CTE positivas. 

A análise da hrEPO no leite não foi realizada pela ausência da produção dos 

animais transgênicos. 
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