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Clonagem por transferéncia nuclear

Resumo

A clonagem por transferéncia nuclear consiste em transferir um nucleo doador
a um citoplasma receptor que é um ovdcito enucleado, resultando na producgéo
de um individuo geneticamente idéntico ao animal doador de ndcleo. O grande
interesse pela técnica € resultado da sua ampla aplicabilidade, sendo uma
poderosa ferramenta para o melhoramento genético de rebanhos, a producao
de animais transgénicos, a preservacdo de espécies ameacadas de extingcdo e
a producao de tecidos e 6rgéos, além de sua aplicacdo no campo de pesquisa
basica. Devido a inUmeros fatores a clonagem ainda é uma técnica com baixa
eficiéncia, o que a torna alvo de diversas pesquisas e estudos que tem por
objetivo o seu aperfeicoamento.

Palavras-chave: bovinos, clonagem, reprogramacdo celular, transferéncia

nuclear.
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Cloning by nuclear transfer

Abstract

Cloning by nuclear transfer is a technique that consists in transferring a donor
nucleus to a recipient cytoplasm of an enucleated oocyte, resulting in a
production of an individual genetically identical to the donor animal. The great
interest on the technique is a result of its applicability, since its a powerful tool
for genetic improvement of livestock, production of transgenic animals, the
preservation of endangered species and to produce tissues and organs, as well
as its application in field of basic research. Due to numerous factors, cloning is
still a low efficient technique, which makes it target of several studies and

researches, aiming at its improvement.

Keywords: cattle, cloning, cell reprogramming, nuclear transfer.
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1 Introducéo

Nos ultimos anos houve uma grande evolucdo da tecnologia de
transferéncia nuclear (TN), que consiste na transferéncia de um nucleo doador
para um citoplasma receptor, que é um ovécito enucleado, e permite a
producdo de animais geneticamente idénticos, sendo também de grande
interesse para a comunidade cientifica.

O grande interesse pela técnica pode ser explicado pelas suas varias
aplicacdes, ndo apenas no melhoramento genético, através da multiplicagéo de
individuos superiores, mas também na propagac¢édo de individuos transgénicos,
na preservacao de espécies ameacadas de extingdo e também na biomedicina,
através da possibilidade de producéo de tecidos e 6rgaos, além das aplicacfes
no campo de pesquisa basica.

Os componentes celulares necessarios para a producdo de um clone
através da TN sdo: o ndcleo doador e o citoplasma receptor, que possui
capacidade de reprogramar a célula doadora, ou seja, permite que uma célula
adulta seja reprogramada a um estagio indiferenciado, tornando-a capaz de
originar todos os tecidos de um novo organismo e sustentar a vida embrionaria
e fetal.

O nascimento de produtos vivos e saudaveis através da TN prova a

viabilidade da técnica, mas a sua eficiéncia ainda € baixa comparada a

D

producdo in vitro de embribes, tornando-a alvo de diversos estudos
pesquisas que visam o0 seu aperfeicoamento.

O objetivo desse trabalho é fazer uma revisdo de literatura sobre a
clonagem por transferéncia nuclear, abordando o seu historico, as etapas do

procedimento e as possiveis causas da sua baixa eficiéncia.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Clonagem

A clonagem traduz um grande avanco na biotecnologia animal e permite
a obtencdo de coOpias genéticas nucleares, que podem ter variacdes
epigenéticas, citoplasméticas e fenotipicas. Tem como principais objetivos a
producdo de animais de padrdes genéticos superiores, manter caracteristicas
desejaveis nos rebanhos, preservar animais em via de extincdo, produzir
animais transgénicos, o0 estudo da interacdo nudcleo-citoplasma na
reprogramacdo celular e a producédo de células ou tecidos que possam ser
usados em diferentes tipos de terapias (ARNOLD et al.,, 2002; SMITH &
MURPHY, 2004; BORDIGNON, 2008).

A técnica de transferéncia nuclear (TN) estd fundamentada nos
principios da equivaléncia nuclear, que € a conservacdo do genoma durante a
diferenciacao celular, e da plasticidade celular, propriedade que permite que a
célula seja reprogramada a um estagio celular indiferenciado (SMITH &
MURPHY, 2004). A TN envolve, basicamente, as seguintes etapas: obtencao
de células doadoras de nucleo, obtencdo de ovocitos receptores, remocao da
cromatina (enucleacao), sincronizacdo do ciclo celular entre célula doadora e
citoplasto, introducdo do nucleo doador no ovécito receptor, ativacdo do ovdcito
reconstruido, cultivo in vitro e inovulagdo dos embrides (SARAIVA, 2010).

Embora varias espécies ja tenham sido clonadas com sucesso,
sugerindo boas perspectivas, o processo de clonagem é relativamente
complexo e ainda ndo é considerado eficiente devido as baixas taxas de
gestacdo e altas perdas gestacionais, sendo observado apenas 6 a 8% de
fetos viaveis ao nascimento (MIGLINO, 2004; PANARACE et al.,, 2007,
KOHAN-GHADR et al., 2008).

2.2 Hist6rico da transferéncia nuclear

A Transferéncia nuclear foi primeiramente proposta por Spemann (1938)
apud PEREIRA & FREITAS (2009) com o objetivo de conhecer o papel do
material genético na diferenciacéo celular, entretanto, o primeiro experimento

realizado com sucesso aconteceu em 1951, quando pesquisadores da
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Filadélfia enuclearam ovacitos de ré e os fundiram com células embrionéarias no
estagio de blastula. Foram reconstruidos no total 197 embrides, dos quais 63
chegaram ao estagio de blastula e a maioria destes gastrulou normalmente e
formou embrides completos. (BRIGGS & KING, 1951; PEREIRA & FREITAS,
2009).

Depois dos experimentos de Briggs e King a transferéncia de células
para ovécitos enucleados foi bastante aplicada em outras espécies de anfibios,
especialmente em Xenopus laevis (GORDON, 1974 apud ILLMENSEE &
HOPPE, 1981).

Em 1981 a técnica de TN teve seu primeiro sucesso realizado com
mamiferos, quando os pesquisadores limensee e Hoppe anunciaram o
nascimento de trés camundongos clonados utilizando células de embribes
como nucleos doadores. Mcgrath & Solter (1984) apud DE MELLO (2003)
repetiram os experimentos de limensee e Hope (1981) apud DE MELLO (2003)
com nucleos de embribes em estadgios mais avancados, porém ndo obtiveram
sucesso, 0 que sugeriu que os experimentos de clonagem em mamiferos ainda
estavam distantes do completo entendimento (DE MELLO, 2003).

Em 1986 surgiram os primeiros resultados animadores com a técnica em
mamiferos, quando o dinamarqués Willadsen (1986) apud STICE & ROBL,
(1988) utilizou ovacitos de ovelhas maturados in vivo e nucleos de embrides de
8 a 16 células, obtendo o nascimento de trés cordeiros. Varios pesquisadores
obtiveram sucesso com o método de Willadsen (1986) apud STICE & ROBL,
(1988), obtendo o nascimento de clones bovinos (ROBL et al., 1987), suinos
(PRATHER et al., 1989) e leporinos (STICE & ROBL, 1988).

Outro avanco decisivo para a clonagem em mamiferos foi obtido em
1989, quando Smith e Wilmut demonstraram que mesmo nucleos provenientes
de células do botdo embrionario de embribes no estagio de blastocisto
mantinham o potencial para reiniciar o desenvolvimento embrionario. A
utilizacdo dessas células como doadoras de nucleo garantiria uma fonte
ilimitada de células para a producdo de clones. Posteriormente os estudos de
Campbell et al.,, (2007) mostraram que nucleos derivados de linhagens
celulares embrionarias tinham capacidade para sustentar o desenvolvimento a
termo. Como as células ficavam bastante tempo em cultura e havia

modificacbes morfologicas significantes nas mesmas, esses resultados
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sugeriam que mesmo ceélulas que estivessem completamente diferenciadas
poderiam ser utilizadas na TN (BORDIGNON & SMITH, 2002).

Em 1997 a utilizacdo de células diferenciadas adultas na producdo de
um clone teve seu primeiro sucesso em um ovino que foi chamado de Dolly e a
sua clonagem foi feita a partir de uma célula proveniente da glandula mamaria
de um animal de seis anos. O fato de um cordeiro ter sido derivado de uma
célula adulta confirma que a diferenciacdo das células até chegarem a idade
adulta ndo € um processo irreversivel (WILMUT et al., 1997).

O sucesso da clonagem da ovelha Dolly demonstrou que era possivel
produzir uma copia geneticamente idéntica de um mamifero a partir de uma
célula somética diferenciada (ZATZ, 2004) e abriu espago para a clonagem de
outras espécies, como bovinos (CIBELLI et al., 1998), camundongos
(WAKAYAMA et al, 1998), caprinos (BAGUISI et al., 1999), suinos
(BETTHAUSER et al., 2000), felinos (SHIN et al., 2002), equideos (GAMBINI et
al., 2012) e caninos (LEE et al., 2005). Segundo Niemann e Lucas-Hahn (2012)
a TN de células somaéticas ja havia sido realizada com sucesso em 16 espécies
até o ano de 2011.

Do ponto de vista da producdo animal, nos dias de hoje a clonagem esta
restrita apenas a rebanhos de elite e animais que possuam caracteristicas
especiais e a comercializacdo dos clones teve um importante passo com a
divulgacao de um relatério elaborado pelo Food and Drug Administration (FDA)
que constatou depois de diversos estudos que o consumo de produtos
derivados de clones bovinos, como carne e leite, ndo oferece risco a saude
humana (HEYMAN et al., 2007; MEIRELLES et al., 2007; RUDENKO &
MATHESON, 2007).

Quanto a populagdes e subpopulacées em risco de extingdo, a TN pode
ser util para a restauracdo de espécies, associada a outras técnicas, como a
inseminacdo artificial e a fecundacdo in vitro. Essas técnicas devem ser
utilizadas para garantir a variabilidade genética em uma populacdo. Quando
nao estiverem disponiveis ovécitos da mesma espécie que 0s animais
doadores do material genético, pode ser realizada a clonagem interespécies,
gue ja teve sucesso ao utilizar-se células de bufalos (Bubalus bubalis) em
ovocitos de vacas (Bos indicus) (LU et al., 2005; GOMEZ et al., 2006).
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2.2.1 A clonagem de bovinos no Brasil

O primeiro clone bovino latino-americano foi obtido no Brasil, no dia 17
de marco de 2001, pela equipe da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agopecuéaria (Embrapa) Recursos Genéticos e Biotecnologia. Na ocasiéo,
nasceu a bezerra Vitdria, da raca Simental, que foi clonada a partir da
transferéncia do ndcleo de uma célula embrionaria pluripotente para
citoplasmas de ovécitos pré-ativados, em que a enucleacdo foi feita em
teléfase Il (RUMPF, 2001 apud RODRIGUES & RODRIGUES, 2009; SOUZA et
al., 2000, apud NEVES et al., 2010).

No dia 27 de abril de 2002, em Monte Mor — S&o Paulo, nasceu o
bezerro que foi chamado de Marcolino da USP, cujo embrido foi reconstruido a
partir de um fibroblasto fetal (célula diferenciada jovem) de um feto bovino sem
raca definida (DE MELLO, 2003).

O primeiro clone brasileiro conseguido a partir de célula diferenciada
adulta nasceu em julho de 2002, em Jaboticabal — SP e foi chamada de Penta.
Em dezembro de 2003 nasceu uma bezerra nelore chamada de Bella da USP,
também clonada a partir de uma célula diferenciada adulta (VISINTIN, 2008).

Em 2003 nasceu Lenda, uma bezerra da raca holandesa que foi clonada
a partir de células da granulosa oriundas de um 6vulo que foi retirado do ovario
de uma vaca morta. A bezerra nasceu no Centro experimental Sucupira,
pertencente a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (IGUMA et al.,
2003, apud NEVES, 2010).

O primeiro clone do clone da América Latina também foi produzido pela
Embrapa Recursos genéticos e biotecnologia e foi chamada de Vitoriosa. Seu
nascimento aconteceu em fevereiro de 2004 e a célula doadora de nucleo foi
retirada da orelha da vaca Vitéria (NEVES, 2010).

Desde marco de 2005 sao produzidos clones em uma rotina permanente
na Vitrogen, empresa referéncia em biotecnologias da reproducdo animal, em
parceria com a USP Pirassununga (RODRIGUES & RODRIGUES, 2009).

A Geneal, em parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), vinha investindo na clonagem desde 2006, e apés a
legalizacéo do registro de animais clonados junto as Associacdes de Criadores,
devido a homologacdo do regulamento do Servico de Registro Genealogico
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das Racas Zebuinas do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), em maio de 2009, vem oferecendo essa inovagdo ao mercado
(GENEAL, 2014).

2.3 Objetivos da transferéncia nuclear

A obtencéo de clones pode ter finalidade reprodutiva ou terapéutica. Na
clonagem reprodutiva o objetivo € produzir um animal geneticamente idéntico
ao doador do patrimbnio genético, que sob o ponto de vista zootécnico €
interessante para gerar individuos com perfil de exceléncia e alta produtividade
ou com caracteristicas favoraveis para o rebanho (EDWARDS et al., 2003).
Também pode ser utilizada na reproducdo de espécies em risco de extingdo
(LANZA et al., 2000) ou na obtengédo de animais geneticamente modificados,
que podem ser utilizados como biorreatores ou doadores de 6rgdos para
xenotransplantagédo (BAERTSCHIGER & BUHLER, 2008).

Animais transgénicos podem ser utilizados como modelo para o estudo
de doencas humanas, sendo designados a expressar genotipicamente ou
fenotipicamente tais doencas. Para esses estudos 0s suinos e ovinos sao mais
utilizados, pois se assemelham mais aos humanos fisiologicamente e pela
anatomia de seus 6rgaos (VAJTA & GJERRIS, 2006).

Os biorreatores sdo animais que excretam em suas secre¢des, COmo 0
leite, biofarmacos ou bioprodutos, sendo Uteis para a producdo em massa de
proteinas terapéuticas humanas (FU et al., 2008).

A xenotransplantacdo consiste no transplante de um 6rgdo de uma
espécie ndo humana para humanos, buscando reduzir o déficit de érgaos no
mundo (MELO et al., 2007). A utilizacdo de animais transgénicos nessa técnica
tem como objetivo reduzir a incidéncia de rejeicdes de curto a longo prazo
(SILVA, 2013).

Quando a finalidade é terapéutica, o resultado da técnica € a geracao de
tecidos ou 6rgédos que possam ser utilizados em bioengenharia tecidual ou na
medicina regenerativa. Ela se baseia na producdo de células tronco
embrionérias pluripotentes que serdo manipuladas a fim de se diferenciar nos
mais diversos tecidos e orgaos, podendo servir para o tratamento de diversas
doengas tanto em seres humanos quanto em animais (ZATZ, 2004). Esses
resultados s&@o possiveis gracas ao conhecimento das interacdes nucleo-
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citoplasma na reprogramacao celular, obtido em estudos sobre a transferéncia
nuclear. (PEREIRA & FREITAS, 2009).

2.4 Técnica de transferéncia nuclear

O desenvolvimento da clonagem através da transferéncia nuclear
permite a produgdo de um numero ilimitado de animais geneticamente
idénticos, 0 que a torna uma poderosa ferramenta biotecnoldgica (DE MELLO,
2003).

A producdo de ruminantes por TN envolve véarias etapas, as quais
influenciam diretamente no seu resultado final. Essa técnica pode ser utilizada
para clonar animais adultos e jovens e sua viabilidade é comprovada por
nascimentos de produtos vivos e saudaveis, porém a sua eficiéncia ainda é
baixa comparada a producao in vitro de embrides, o que torna a técnica alvo de
muitas pesquisas e estudos visando seu aperfeicoamento (PEREIRA &
FREITAS, 2009; SILVA, 2013).

Resumidamente, as etapas da TN séo: enucleacdo do ovacito recipiente,
preparacéo e transferéncia das células doadoras, fusdo dos dois componentes,
ativagcdo do complexo reconstruido, cultivo temporario dos embribes
reconstruidos e transferéncia para a receptora ou armazenagem em nitrogénio
liqguido (NIEMANN et al., 2008).

Os ovacitos receptores podem ser recuperados de ovarios de animais
abatidos, sendo maturados in vitro ou colhidos por aspiracdo transvaginal de
animais vivos. Ja as células doadoras de nucleo podem ser embrionarias, fetais
ou de animais adultos (KEEFER et al., 2002).

A fonte de células doadoras de nucleo é um dos fatores que devem ser
melhorados para que a reconstrucdo embrionaria tenha mais sucesso, pois
quanto menos diferenciadas forem essas células, mais facilmente serdo
reprogramadas pelo citoplasma receptor (SILVA, 2013). Para o aumento da
eficiéncia da clonagem é essencial que sejam produzidas ou selecionadas
populacdes celulares que apresentem a propriedade intrinseca de serem mais
facilmente reprogramadas por esse citoplasma (SOLTER, 2000).

Atualmente, o grande entrave da técnica de TN € a ocorréncia da
reprogramacgdo epigenética incompleta do ndcleo das células somaticas

doadoras, que deve ser reprogramado pelo ovocito enucleado através da
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desmetilacdo desse nudcleo até que ele chegue a um estado de pluripoténcia,
ou seja, capaz de gerar qualquer tipo celular (PLASS & SOLOWAY, 2002).

2.4.1 Preparacdao de citoplasmas receptores

A qualidade e fonte do citoplasma receptor, chamado de citoplasto, sé&o
fatores importantes para o sucesso da TN. Varios estudos foram desenvolvidos
para avaliar o estagio nuclear adequado dessa célula receptora para seu uso
em programas de clonagem por transferéncia nuclear (PEREIRA & FREITAS,
2009). Segundo Niemann & Lucas-Hahn (2012), os ovdcitos em estagio de
metéfase Il (M-ll) apresentam melhores resultados para a producdo de
embrides clonados viaveis de mamiferos.

O citoplasto possui capacidade de alterar a programacdo de células
adultas, levando-as a um estado indiferenciado que as torna capazes de darem
origem a todos os tecidos de um novo organismo, podendo sustentar a vida
embrionaria e fetal (SILVA, 2013).

Os citoplasmas gue receberéo o nucleo das células doadoras podem ser
maturados até o estagio de M-Il in vivo (WILLADSEN, 1986, apud MELLO,
2003) ou in vitro (PRATHER et al., 1987), sendo que a utilizacdo de células
maturadas in vitro permite a obtencdo com maior rapidez e menor custo de um
grande numero de ovocitos oriundos de ovarios colhidos em abatedouros
(ROBL, 1999; WELLS et al., 1997), além de possibilitar maior controle dos
estagios de maturacdo. Os ovécitos que serdo maturados in vitro também
podem ser colhidos in vivo por meio de aspiracdo folicular de ovéarios
superestimulados (BORDIGNON et al., 1997; KEEFER et al., 2002). Em
relagdo aos ovocitos maturados in vivo tém sido demonstrados alguns fatores
que interferem negativamente sobre a sua qualidade, como a idade da doadora
e o protocolo de superestimulacédo ovariana (CAMPBELL et al., 2007).

Para espécies que possuem baixa disponibilidade de ovdcitos o método
proposto € a utilizacdo de citoplastos receptores de outras espécies. Os
resultados obtidos usando essa técnica sugerem que esses citoplastos se
tornam competentes para receber esses nucleos (LOI et al., 2010). Lu et al.
(2005) utilizaram células de bufalos (Bubalus bubalis) como doadoras em
ovocitos de vacas (Bos indicus) e chegaram a uma taxa de blastocisto de

13,3%. Na mesma pesquisa foram utilizadas células bovinas (Bos indicus)
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como doadoras em ovocitos de bufalas (Bubalus bubalis) e a taxa de
blastocisto alcancada foi de 4,5%.

Para que seja feita a reconstru¢do do embrido através da técnica de
transferéncia nuclear € necessaria a remocao dos cromossomos (enucleacao)
do ovdcito receptor, que deve ser feita apds sua separacdo das células do
cumulus e selecéao criteriosa. Para que as células do cumulus sejam retiradas,
0s ovocitos sdo colocados em uma solucdo de hialuronidase (na concentragédo
de 1mg/ml) e depois sdo passados diversas vezes atraves de uma pipeta fina
ou colocados em um tubo e vortexados durante 3 a 5 minutos (BORIDGNON &
SMITH, 2002).

Os ovacitos selecionados, além de terem qualidade morfoldgica, devem
apresentar o primeiro corpusculo polar, que € um indicador de que este esta no
estagio de M-Il, além de servir como ponto de referéncia para a localizacdo da
cromatina a ser removida (BORDIGNON & SMITH, 2002).

A enucleagdo pode ser feita quimica ou fisicamente, sendo que
fisicamente € removida a placa metafasica juntamente com o corpusculo polar,
utilizando-se micromanipuladores e micropipetas ou através da bisseccdo dos
ovQcitos, na qual a metade que contém a placa metafasica sera descartada. A
perda citoplasmética no primeiro método varia de 5 a 50%, enquanto no
segundo a perda é de 50% (WESTHUSIN et al., 1995; PEURA et al., 1998).
Foram relatadas quedas nas taxas de blastocistos clonados quando os
ovacitos utilizados haviam perdido muito volume citoplasmatico na enucleacdo
(ZAKHARTCHENKO et al., 1997).

Para que os ovécitos tenham maior elasticidade durante a microcirurgia
esse procedimento é feito na presenca de citocalasina, um desestabilizador
reversivel dos filamentos de actina (BORDIGNON & SMITH, 2002).

Para confirmar a remocdo do material nuclear, avalia-se a porcao
removida presente na pipeta de aspira¢do, que é marcada com Hoechst 33342,
um corante especifico de DNA que apresenta uma fluorescéncia em azul
quando exposto a luz ultravioleta (SMITH, 1993; CHESNE, 2006 apud
PEREIRA & FREITAS, 2009).

A enucleacdo através da bisseccdo dos ovocitos € chamada de
enucleagcdo manual, ou “handmade cloning” e tem como vantagem a

simplificagdo do protocolo e reducdo de custos, jA que ndo existe a
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necessidade de uso de micromanipuladores (VAJTA et al., 2003). A técnica
consiste em promover a digestdo da zona pelicida dos ovécitos maturados e
em seguida enuclea-los manualmente com o auxilio de microlaminas. As
interacdes entre citoplastos e nucleos doadores ocorrem pela exposicéo de tais
componentes a fitohemaglutinina (VAJTA, 2007).

Na enucleacéo fisica também é retirado o citoplasma que fica ao redor
da placa metafasica. Esse citoplasma contém RNAm, proteinas e percursores
moleculares essenciais ao desenvolvimento embrionario inicial até a ativacao
do genoma embrionéario (Li et al., 2004). Como alternativa pode ser feita a
enucleacdo quimica, que causa minima diminuigdo do volume citoplasmatico e
do conteudo proteico e molecular (RUSSEL et al.,, 2005). Para esse tipo de
enucleacdo varias substancias tém sido utilizadas, como o etoposideo, a
colchicina, a demecolcina e a actinomicina D (KARNIKOVA et al., 1998;
BAGUISI & OVERSTROM, 2000; GASPARRINI et al., 2003; IBANEZ et al.,
2003; MOURA, 2007). Contudo, citoplastos preparados quimicamente nao
produzem bom desenvolvimento embrionario e tem baixas taxas de clivagem
quando comparados aos métodos de enucleacao fisica (CAMPBELL et al.,
2005).

2.4.2 Selecdao e cultivo de células doadoras de nucleo

A origem do nudcleo doador tem efeitos importantes sobre o
desenvolvimento dos embribes reconstruidos, em vista disso numerosas
pesquisas foram desenvolvidas evidenciando que células sométicas de
diferentes tecidos e idades podem ser utilizadas com sucesso na TN.
(CHESNE, 2006 apud PEREIRA & FREITAS, 2009). Células da glandula
mamaria, células musculares, fibroblastos de pele de orelha, células do epitélio
do oviduto, células do cumulus oophorus, células gonadais fetais, fibroblastos
fetais, fibroblastos da mucosa oral, células de Sertoli e células neurais ja foram
utilizadas como doadoras de nucleo na técnica de TN (ZHOU et al., 2007) e a
preparacdo dessas células varia em funcdo do tipo de célula utilizada
(BORDIGNON & SMITH, 2002).

Estudos comparativos mostraram diferencas significativas na

capacidade de linhagens celulares diferentes produzirem um desenvolvimento

20



embrionario, sendo que nucleos de células menos diferenciadas suportam
melhor o desenvolvimento completo, comparadas com células totalmente
diferenciadas (HOCHEDLIINGER & JAENISH, 2002).

A clonagem utilizando células-tronco embrionarias € significativamente
mais eficiente do que utilizando células adultas (JAENISCH et al.,, 2002) e
acredita-se que as células fetais tém menor quantidade de mutacdes e maior
habilidade proliferativa do que células somaticas adultas (MIYOSHI et al.,
2003).

Os fibroblastos de pele sdo muito utilizados na rotina, principalmente
pela facilidade de obtencdo do tecido para cultivo celular primério, alta
capacidade mitética e resisténcia ao processo de criopreservagdo, porém seu
grau de diferenciacdo é muito avancado, o que prejudica a reprogramacao
realizada pelo ovocito. Para facilitar o processo de reprogramacdo podem-se
utilizar as células do cumulus, que sdo menos diferenciadas (HEYMAN et al.,
2002).

Segundo Silva (2013) € possivel isolar, cultivar e criopreservar com
eficiéncia células do fluido amnidtico, da geléia de Wharton e do tecido adiposo
de bovinos vivos sem prejudica-los, sendo uma opcédo para recuperar células
para a reclonagem. Essas células foram capazes de produzir embriées TN com
eficiéncia superior a outros tipos celulares citados na literatura.

As células doadoras de nucleo podem ser utilizadas logo apds a sua
coleta do animal doador (GALLI et al., 1999) ou apés um periodo de cultivo
(KUBOTA et al.,, 2000) antes ou depois da criopreservacdo, mas o cultivo
prolongado dessas células pode resultar em alteracbes que reduzem a
eficiéncia da técnica (CAMPBELL et al., 2007). Segundo Suteevun et al. (2006)
as modificacbes da cromatina e alteracdes epigenéticas estdo entre 0s
principais fatores determinantes para o sucesso da TN.

Estudos realizados em bovinos, ovinos e caprinos mostraram que

celulas no estadio G, do ciclo celular tem competéncia para desenvolver

embrides reconstruidos (WELLS et al., 1997; KATO et al., 2000; KEEFER et
al., 2002; TIBARY et al., 2005).
Quando células que estdo em cultivo sédo utilizadas como fonte de

nacleo deve-se verificar se estdo confluentes por no minimo dois dias antes do
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procedimento, o que indica que elas encontram-se no estagio G, do ciclo

celular. Os tipos celulares sdo desagregados pela acdo da tripsina e logo
colocados na placa que sera levada ao micromanipulador para as etapas
subsequentes (SILVA, 2013).

2.4.3 Reconstrucéo, fusédo e ativacao

Depois que o material genético € removido do ovécito deve-se transferir
0 novo nucleo para dentro dele através da microinjecao pelo mesmo orificio da
enucleacéo, inserindo uma unica célula no espaco perivitelino (SILVA, 2013).
Apos essa insercdo, deve-se fusionar a membrana plasmatica do ovocito
receptor com o nucleo da célula doadora, o que pode acontecer através de
descargas elétricas (eletrofusdo), virus Sendai inativado, polietilenoglicol ou
lipossomas (BORDIGNON & SMITH, 2002).

Apos a introducdo do novo material genético, é necessario estimular o
inicio do desenvolvimento dos ovocitos através de um processo chamado de
ativacdo, etapa que também é decisiva para o sucesso da TN, pois tem um
importante efeito sobre a remodelagem dos nulcleos transplantados e,
consequentemente, sobre o desenvolvimento dos embrides reconstruidos
(BORDIGNON & SMITH, 2002).

Em condi¢cbes normais esse processo € feito pelo espermatozoide no
momento da fecundacao, fornecendo estimulo para a retomada da meiose e
inicio do desenvolvimento embrionario através de oscilacdes intracelulares do
ion calcio. O bloqueio da meiose no estagio de M-Il € mantido pelo complexo
de proteinas MPF (fator promotor da meiose), que ativa as proteinas
responsaveis pela condensacdo da cromatina e manutengdo dos ovocitos em
M-Il (PRATHER et al., 1999; BORDIGNON & SMITH, 2002).

A eletrofusdo é utilizada na maioria das espécies e leva a fusdo das
células através de um pulso de corrente alternada que tem o intuito de alinhar
as membranas a serem fundidas em posi¢éo paralela aos eletrodos e um pulso
de corrente direta para induzir a formagédo de poros nas membranas. Além de
induzir a fusdo do nudcleo da célula doadora com o citoplasma receptor, o
estimulo elétrico promove uma importante liberacdo de célcio intracelular que
d& inicio ao processo de ativagdo (HEYMAN, 2005; BORDIGNON & SMITH,
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2008). Esse pulso elétrico deve ser feito em meio de baixa condutancia elétrica
para evitar a producgéo e dispersao de calor. As solugbes mais utilizadas séo a
solugcéo de Manitol (0,3 M de manitol e 0,1mM de MgSO4 e 0,05 mM de Cacl2)
ou 0 meio de Zimmerman (BORDIGNON & SMITH, 2002).

Os parametros usados para a eletrofusdo como a duracao, intensidade e
0 numero de pulsos podem variar de acordo com o equipamento utilizado, o
tipo de célula a ser utilizado e a espécie a ser utilizada. Em geral, quando a
intensidade elétrica aplicada se aproxima do limite suportado pelas células sem
que ocorra lise da membrana, os indices de fusdo sdo mais elevados
(BORDIGNON & SMITH, 2002).

Uma outra alternativa para a reconstru¢cdo embrionaria € a injecéo
intracitoplasmatica da célula intacta ou do nucleo isolado, técnica semelhante a
injecdo intracitoplasméatica de gametas (YAMAZAKI, 2006).

A ativacdo dos complexos reconstruidos pode ser alcangada por pulsos
elétricos curtos ou uma exposicao rdpida a substancias quimicas como a
ionomicina, o 6-Deimethylamino-purine (6-DMAP), o etanol, o célcio ionodforo, o
estroncio e o cicloheximide, que regulam o influxo de calcio para esses
complexos. Esses tratamentos podem ser utilizados sozinhos ou em conjunto,
0 que resulta em melhores resultados (OZIL, 1990; PRESICCE & YANG, 1994;
SUSKO-PARRISH et al.,, 1994; SOLOY et al., 1997; LIU et al., 1998;
WAKAYAMA et al., 1998; YAMAZAKI et al., 2005; NIEMANN & LUCAS-HAHN,
2012).

A ativacdo da célula reconstruida € a etapa que precisa de mais
aperfeicoamento na técnica de TN. Varios trabalhos tém investigado as
mudancas intracelulares causadas pelos espermatozoides durante a
fecundacdo, buscando reproduzir essas alteracdes em sistemas artificiais.
Quando esse processo € ineficiente ou néo fisioldgico, os niveis de MPF séo
restabelecidos e consequentemente o recrutamento do RNAm, a formacédo do
pronudcleo, a sintese de DNA e a clivagem nao ocorrem, podendo também
ocorrer falhas no desenvolvimento embrionario mesmo apds a implantagéo
(ROBL, 1999; MEO et al., 2004; YAMAZAKI, 2006; BORDIGNON & SMITH,
2008).

Apés a reconstrucdo da ceélula embriondria e sua ativagdo tem-se

adotado basicamente as mesmas técnicas de cultivo utilizadas para embrides
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produzidos in vitro (PIV). O método de cultivo e o estagio de desenvolvimento
no qual os novos embrides serdo transferidos para as receptoras variam de
acordo com a espécie (YAMAZAKI et al., 2006).

2.4.4 Reprogramacdao epigenética

O sucesso da TN depende da reprogramacdo epigenética, que é o
processo que o nucleo doador deve sofrer para se tornar totipotente (HIIRAGI
& SOLTER, 2005 apud SILVA, 2013). Essa reprogramacéo consiste em anular
0 padrdo de expressao de uma célula diferenciada para que um novo padréo
de expresséo génica embrionario seja estabelecido, possibilitando que ocorra o
desenvolvimento embrionario e fetal (NIEMANN & LUCAS-HAHN, 2012). Para
isso, 0 nucleo transferido deve suprimir 0s genes associados a diferenciacao
que foram transcritos na célula doadora original e ativar os genes importantes
para o desenvolvimento embrionario inicial (JAENISCH et al., 2002).

A reprogramacéao inadequada do nucleo apés a TN é apontada como a
principal razdo para a falha no desenvolvimento dos clones (JAENISCH et al.,
2002) e por isso a prevencdo de erros epigenéticos tem sido sugerida como
uma maneira de melhorar a taxa de sucesso na clonagem animal (WANG et
al., 2011).

2.5 Baixa eficiéncia na transferéncia nuclear

A eficiéncia da clonagem depende de um grande numero de fatores
relacionados com a técnica, mas principalmente com os parametros biolégicos
relacionados a interacdo do ciclo celular da célula doadora de nucleo e do
citoplasma receptor, o procedimento de ativacao artificial ou as condi¢des de
cultivo in vitro dos embrides reconstruidos (HEYMAN, 2005).

De acordo com as ceélulas doadoras e a técnica usada, dados na
literatura indicam que em bovinos embrides reconstruidos sdo capazes de se
desenvolver in vitro até o estagio de blastocisto em uma taxa que fica entre
20% e 60%, estando proxima a taxa de blastocisto de embrides produzidos
apos fertilizagéo in vitro (HEYMAN, 2005).

Embora varios trabalhos ja tenham conseguido produzir descendentes
clonados atraves da TN, sua taxa de sucesso ainda é baixa. Nos trabalhos de
Heyman et al. (2002) cerca de 0 a 5% dos embrides transferidos resultaram em
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um desenvolvimento a termo. Isso ocorre porque o0s blastocistos sao
aparentemente normais, mas o desenvolvimento pds implantacional é
frequentemente impedido, fazendo com que esses embrides apresentem
reduzidas taxas de prenhez e significativas taxas de aborto (HEYMAN et al.,
2002; PEREIRA & FREITAS, 2009).

Diversas anomalias tém sido constatadas durante a gestacdo e apos o
nascimento de animais clonados por TN, como placentagdo anormal,
cardiopatias, hidroalantoide, deficiéncia imunologica, disfuncdo renal,
alteracdes no metabolismo energético e hipertensdo pulmonar (YOUNG et al.,
1998; HEYMAN, 2005; CAMPBELL et al., 2007).

As alteracdes placentarias comumente observadas sé@o a deficiéncia do
desenvolvimento vascular placentario, demora na implantacédo, formacéo de
namero reduzido de placentoma e placentomegalia, que geram deficiéncia na
funcionalidade da placenta. Essas alteragBes sdo responsaveis pela morte de
aproximadamente 82% dos bovinos clonados entre o 30° e o 90° dia de
gestagdo (MIGLINO, 2004; ARNOLD et al., 2008; BORDIGNON & SMITH,
2008; BAUERSACHS et al., 2009; KOHAN-GHADR et al., 2008).

A inadequada transicdo da nutricdo do saco vitelinico para o alantoide
em decorréncia da falta ou ineficiéncia de vascularizacdo, a rejeicdo imune e as
alteracdes nos placentoma sdo apontados como causadores das perdas
iniciais em gestacdes de clones (HILL et al., 2000).

O acumulo de fluido no alantoide € chamado de hidroalantdide e
promove o aumento dos placentomas e do tamanho fetal. Estudos indicam que
27% das gestacdes de clones obtidos por TN apdés 120 dias desenvolvem
hidroalantéide (OBACK & WELLS, 2003). Ja alteracdes como o aumento da
espessura do cordao umbilical e membranas placentarias edematosas sao
descritas nos diferentes estagios da gestacdo (POGLIANI, 2010).

A taxa de neonatos viaveis é baixa, com média de 6 a 8%, podendo
variar entre 0 e 12% (KEEFER, 2008; MIGLINO, 2004; OBACK, 2008;
PANARACE et al., 2007).

Um problema recorrente € o elevado peso ao nascimento das crias, que
é chamado de sindrome da cria gigante, ou LOS (Large Offspring Syndrome).
Nesses casos se observa aumento do tamanho fetal, aumento da miogénese

fetal e disfuncéo da atividade pulmonar. Além disso, sao verificadas anomalias
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no desenvolvimento da placenta e reducédo as taxas de gestacdo (YOUNG et
al., 1998). De acordo com Heyman et al. (2007), 13,3% dos bezerros clones
sdo afetados por essa sindrome, que pode estar relacionada a alteracées nos
padrées epigenéticos associados com a cromatina embrionaria durante a pré-
implantac&o, o que resulta em mudancas na expressado de genes iniciadores e
ndo iniciadores, que sdo perturbados pelo uso dessas biotécnicas (REIK &
WALTER, 2001; REIK et al., 2003; RIZOS et al., 2003; WRENZYCKI et al.,
1998).
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3 Consideracdes Finais

O notavel progresso da transferéncia nuclear nos ultimos anos gerou um
grande impacto na comunidade académica e também no setor produtivo. A
transferéncia nuclear de células somaticas ja& demonstrou sucesso em varias
espécies, comprovando a capacidade do citoplasma receptor de reprogramar
células adultas a um estado indiferenciado, mas apesar de ter alcancado éxito,
a TN ainda necessita de melhorias, principalmente em relagédo as alteracdes
epigenéticas que ocorrem de forma errbnea e comprometem O
desenvolvimento dos produtos clonados.

Varios estudos e adaptacGes ainda precisam ser feitos para que sejam
alcancados melhores resultados e se obtenham mais animais viaveis através
dessa biotecnologia e para que sejam encontradas alternativas que visem
simplificar os protocolos experimentais e reduzir os custos da utilizacdo da

técnica.
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5 Relatorio Final de Estagio Obrigatorio

O estagio foi realizado no periodo de 26 de fevereiro de 2014 a 30 de
maio de 2014, na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN),
Brasilia-DF.

Uma parte das atividades acompanhadas foi realizada no laboratério de
Reproducao Animal (LRA1) do prédio da Biotecnologia (PBl) do CENARGEN e
a outra parte no Campo Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem (CES).

5.1 Descrigéo das atividades desenvolvidas

Durante o periodo de estagio foi acompanhada uma rotina que envolvia
projetos de pesquisa com producdo in vitro de embrides, vitrificacdo de
embrides, transferéncia nuclear, coleta e congelamento de sémen bovino,
avaliacdo da dinamica folicular de vacas, palpacado e diagnostico de gestagao
em vacas, manipulacdo hormonal em vacas, diagnéstico de gestacdo em
ovelhas e avaliacdo da cinética de espermatozoides, entre outras (Tabela 1).

Todos o0s processos foram acompanhados por mestrandos e
doutorandos designados pelos supervisores de estagio, que explicavam as
atividades e seus objetivos.

Por se tratar de projetos de pesquisas que ainda ndo foram concluidos e
nem publicados, algumas metodologias e resultados nao foram divulgados.

A maior parte do estagio foi voltada para a producdo in vitro de

embrides, por isso nela serd dada mais atencao na descrigao.

QUADRO 1 - Atividades desenvolvidas durante o estagio

obrigatorio na Embrapa Recursos genéticos e Biotecnologia.

ATIVIDADES DESENVOLVIDAS N°
Lavagem e esterilizacdo de materiais *
Producdo de pipetas para manipulacdo de ovocitos e 200
embrides
Aspiracéao folicular de ovarios de abatedouro 500
Producéo in vitro de embrides 8
Vitrificagao de embrides 3
Coleta e congelamento de sémen bovino 10

36




Avaliagéo da dinamica folicular de vacas 15
Palpacao em vacas 50
Manipulacdo hormonal em vacas 20
Diagnostico de gestacdo em vacas 10
Diagnéstico de gestacdo em ovelhas 15
Avaliacédo da cinética de espermatozoides 5
Acompanhamento da técnica de transferéncia nuclear 5
Participacdo do “Journal Club” 11

*Realizada diariamente

5.1.1 Aspiracéo de ovécitos em ovarios de abatedouros

Os ovérios eram coletados no abatedouro e colocados em recipiente de
vidro estéril com solucdo salina a 0,9% suplementada com antibioticos
(penicilina e estreptomicina) e aquecida a 32-35°C. O transporte dos ovarios
era feito em caixa térmica com agua a 32-35°C. A temperatura era mantida
durante o transporte dos ovarios, sendo checada antes, durante e depois do
transporte.

Ao chegar no laboratério os ovarios eram lavados com solucdo salina
estéril, previamente aquecida a 32-35°C e o recipiente com eles era mantido no
banho-maria durante a aspiracdo dos foliculos, que era realizada no fluxo
laminar.

Para evitar que a viabilidade dos ovocitos diminua, 0s ovocitos aspirados
devem ser colocados em maturacéo no periodo de 4 a 6 horas ap0s a coleta
dos ovérios no abatedouro.

A aspiracao folicular era feita com seringa de 10ml e agulha 40x12 e o
conteudo era colocado em tubos de 15ml.

Antes de comecar e durante a aspiracdo é importante que o fluxo
laminar e o banho-maria estejam ligados com pelo menos duas horas de
antecedéncia, tudo seja limpo com etanol 70%, os tubos de coleta (15 ml)
estejam no banho-maria, sejam usadas luvas e o papel utilizado para secar os
ovarios esteja autoclavado.

Apo6s a puncao o ideal é aguardar 10 minutos para que 0S OVOCitos

sedimentem no fundo do tubo. Passado esse tempo o pellet é retirado com o
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auxilio de uma pipeta de Pausteur e colocado em uma placa de Petri grande,
contendo meio de lavagem.

Os ovécitos sao rastreados e todos que sdo encontrados sdo passados
para outra placa de Petri (pequena) contendo de 2 a 3 ml de meio de lavagem,
onde sdo selecionados quanto a qualidade, através da avaliacdo da

uniformidade do citoplasma e quantidade e aparéncia das células do cumulus.

5.1.2 Producdo in vitro de embrides

A producdo in vitro de embrides se divide em trés etapas: maturacéao in

vitro (MIV), fecundacao in vitro (FIV) e cultivo in vitro dos embrides.

5.1.2.1 Maturacdao in vitro

ApoOs a selecédo, os ovocitos de graus | e Il eram separados e passados
para uma placa com gotas de 200ul de meio de maturacéo para a lavagem dos
mesmos. ApGs o0 banho os ovécitos eram transferidos para as placas de MIV,
contendo gotas de 200ul de meio de maturagédo (com capacidade para 25 a 30
ovocitos cada gota) cobertas por O6leo mineral, previamente preparadas e
estabilizadas.

Os ovécitos permanecem por 20 a 22 horas no meio de maturacdo a
39°C, com 5% de CO2 em ar.

Esse processo é necessario porque no momento da aspiracdo 0S
ovocitos ainda estdo imaturos, precisando desse tempo de maturacdo para

tornarem-se aptos a serem fecundados.

5.1.2.2 Fecundacéo in vitro

Para a FIV é necessario que um ovdcito maturado (no estagio de
metafase 1) e um espermatozoide se encontrem em um meio de cultura,
temperatura e atmosfera adequadas, que irdo simular as condicbes de
fecundacdo in vivo.

ApOs as 22-24 horas de maturagéo, 0s ovocitos sao lavados em meio de
fecundacdo final e passados para as gotas de FIV (previamente preparadas e
estabilizadas) enquanto € feita a preparacao do sémen.

A preparacdo do sémen, no laboratorio, é feita utilizando-se a técnica do

gradiente de Percoll (45% e 90%), que pode ser preparado no mesmo dia do
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uso, desde gque tenha tempo suficiente para estabilizacdo (no minimo duas
horas).

O sémen é descongelado em agua a 37°C por 30-60 segundos e é
retirada uma fracdo para analise de motilidade e vigor. O sémen é colocado
sobre a coluna de Percoll e centrifugado a 9000rpm por 5 min. O pellet formado
é retirado e ressuspendido em meio CAP e centrifugado novamente a
9000rpm/5min. Apoés a retirada do sobrenadante € acrescentado em torno de
100pl de meio FEC.

Para calcular a concentracdo, em um micro-tubo Eppendorf,® séo
colocados 95ul de agua e acrescentados 5ul de sémen ressuspendido em FEC
final (1:20) para contagem na camera de Neubauer.

Para calcular a dose inseminante final de 1x108/ml de espermatozoides
vivos, avaliamos a motilidade e vigor do sémen e acrescentamos o volume de
sémen até completar 100% de espermatozoides moéveis. Com a dose
calculada, o sémen € adicionado as gotas de FEC com os ovdécitos maturados,
qgue serd incubada por um periodo de 12 a 18 horas, em estufa a 39°C, com
5% de CO:..

5.1.2.3 Cultivo in vitro de embrides

Ap6s 18 horas de co-cultivo de ovOcitos e espermatozoides, 0s
provaveis zigotos sao retirados do meio FIV, levemente pipetados e lavados
em 2 ou 3 gotas do meio SOF, para a retirada dos espermatozoides e
transferidos para as gotas de cultivo embrionério. As células do cumulus
remanescentes ndo sao retiradas. Em D2 (48 horas apés a FIV) os zigotos sdo
avaliados quanto a clivagem, jA em D6, D7 e D8 sera avaliada a taxa de
blastocistos (blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido, blastocisto
expandido). Por fim, esses embrides podem ser transferidos para o utero de

receptoras ou criopreservados.

5.2 Considerac0des finais sobre o estagio

Realizar o estagio em um grande centro de pesquisa foi de grande valia,
pois foi possivel acompanhar diversos projetos de pesquisa com biotecnologia

da reproducao, além da familiarizagdo com a rotina laboratorial e de campo.

39



Varios dos procedimentos acompanhados ja haviam sido explicados e
demonstrados em sala de aula e o periodo de estdgio foi uma oportunidade
para a pratica e maior familiarizacdo com tais procedimentos, desde aqueles
realizados a campo como a palpacdo de vacas e diagnésticos de gestacao
como procedimentos laboratoriais como a producéo in vitro de embrides e a
técnica de transferéncia nuclear.

Além do grande conhecimento pratico adquirido o estagio também
agregou muito conhecimento cientifico através do estudo e das explicacdes
gue eram oferecidas pelos mestrandos, doutorandos e pesquisadores, além do
“Journal Club”, uma reunido semanal na qual eram discutidos artigos cientificos

sobre diversas biotécnicas da reproducao.
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