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RESUMO - A habilidade do oécito em receber um nucleo hapléide, modifica-lo e utiliza-lo para
recompor um novo ser embora ndo compreendida por completo jA € ha muito conhecida.
Gradativamente, vem sendo desvendada a capacidade do citoplasma do oécito em realizar diversas
outras modificagdes, como em nulcleos embriondrios ou somaticos. Estas modificacdes denominadas
hoje de reprogramacédo podem em um periodo muito curto depois da reconstrucado de um embrido por
transferéncia de nucleo reverter a condicao diferenciada de uma célula somatica para a totipontente
de um embrido. Nesta revisdo estaremos discutindo a possibilidade da aplicacdo deste conhecimento
na area do melhoramento genético animal e suas possiveis repercussdes nos individuos produzidos
pela técnica de transferéncia de nucleo e na pecuaria bovina do futuro.

INTRODUCAO

A micromanipulacdo de embrides é uma metodologia que permite o estudo da interacéo
ndcleo citoplasmatica e vem sendo aplicada ha algumas décadas (Brigs and King., 1953). Desde
entdo estudos envolvendo estas metodologias vem servindo a ciéncia em diversas maneiras como
por exemplo no auxilio na compreensdo dos mecanismos de controle citoplasmético do ciclo celular,
que levaram ao conhecimento do fator promotor de meiose (MPF), parte do complexo ciclina e
quinases dependentes de ciclinas (CDKSs), que permitiu os avangos da ciéncia na compreenséo de
doencas como o cancer.

Atualmente, a clonagem em mamiferos ou transferéncia de ndcleos é a grande responséavel
pelo conhecimento da técnica de micromanipulacdo de embrides por toda a sociedade. Desde o
nascimento da ovelha Dolly (Wilmut et al., 1997), foi aberto uma grande perspectiva para a producéo
pecudria. Diversos grupos tém tido sucesso na producao de individuos por transferéncia de nicleo de
células somaticas e muito tem sido questionado quanto a aplicabilidade desta técnica na pecuaria e
seus riscos para a sociedade. Nesta revisdo pretende-se colocar alguns pontos para dar mais
subsidios para esta discussao.

TECNICA DE TRANSFERENCIA DE NUCLEOS

A técnica de transferéncia de nlcleo € um processo de mdltiplas etapas que visam gerar um
organismo inteiro a partir do DNA nuclear de uma so célula (Wells, 2003). A metodologia similar ao
descrito com os anfibios foi usada com sucesso em animais de producdo durante a década de 80
(Willadsen, 1986; Prather et al., 1987; Prather et al., 1989; Smith et al., 1989) a partir de células
embrionarias indiferenciadas. Até entdo aparentemente somente células totipotentes serviriam como
doadoras de nicleos e sendo assim um processo de reclonagem poderia com uma certa dificuldade
gerar um namero ilimitado de individuos idénticos.

Em meados da década de 90, células somaticas mantidas em cultivo foram reprogramadas
para o desenvolvimento de um ser completo (Campbell et al., 1996; Wilmut et al., 1997). E desde
entdo muitos grupos vem desenvolvendo esta metodologia ou adaptacGes em diversos laboratérios
alocados em todos os continentes (Wells, 1997).

Como ja foi exaustivamente descrito na midia, a clonagem é a fusdo de uma célula somatica
ou ndo com um odcito enucleado (Figura 1). O ovocito € a célula que tem grande fungdo nesta
técnica. De maneira ainda pouco conhecida, o citoplasma do ovécito é capaz de reprogramar um
ndcleo e reverte-lo ao estadio de zigoto (zigoto reconstituido). Levando—se em consideragcao que um
grande numero de ovdcitos podem ser obtidos por puncgédo de ovarios colhidos em abatedouros e que
as células somaticas podem ser facilmente multiplicadas em cultivo, é quase ilimitado o nimero de
embrides geneticamente idénticos que podem ser produzidos.
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FIGURA 1. Fotomicrografias da técnica de transferéncia de nicleo mediante enucleacéo em teléfase
Il. &) localizag&o do segundo corpusculo polar seta. b) Aspiragcdo do corpusculo polar e do
contedudo citoplasmatico adjacente. c) Introducdo da célula de doadora de nucleo na
regido peri-vitelinea. d) conjunto pronto para eletrofusdo com seta indicando a localizagdo
da célula contendo o nucleo. (adaptado de Meirelles, 2004)

Além do ndmero ilimitado de copias idénticas de um individuo de caracteristicas fenotipicas
conhecidas, a transferéncia de nucleos abre uma perspectiva muito maior para a producédo de
animais geneticamente modificados. Durante um cultivo de células, é possivel introduzir fragmentos
de DNA e selecionar as células que receberam o inserto. Mais importante favorece a introducéo de
inserto de DNA em uma posi¢éo desejada (recombinag&o homologa).

Estas duas biotecnias (clonagem e transgenia), juntas sdo muito poderosas e podem,
especialmente na bovinocultura, revolucionar a pecuéria.

EFICIENCIA DA CLONAGEM POR TRANSFERENCIA DE NUCLEOS SOMATICOS

Pode-se dizer que a eficiéncia da técnica € baixa, e que deve melhorar significativamente até
que possa ser aplicada em larga escala.

Em termos gerais, de cem odécitos manipulados em um dia por um técnico bem treinado,
pode-se produzir cinqlenta zigotos reconstituidos que terdo uma taxa de desenvolvimento a
Blastocisto similar aos processo de Fertilizagdo in vitro (35 a 40%). A taxa de gestacao também se
aproxima muito dos embrides produzidos in vitro, todavia somente 15% dos embrides transferidos
nascem em boas condiges.

Estes dados mostram que a técnica teve uma evolugéo incrivel nos dltimos anos. Um grande
namero de laboratérios trabalhando no aprimoramento da técnica e o conhecimento basico dos
fendmenos epigenéticos e de reprogramac¢ao nuclear juntos deverdo em um futuro préximo gerar os
indices desejaveis de nascimento. O desenvolvimento na técnica obtido até o momento tira os
argumentos de ineficiéncia utilizados até entédo (Smith et al., 2000).

Outro ponto, porém que distancia a aplicagdo em larga escala da técnica de transferéncia de
nacleos é que ela é muito dependente de uma mao de obra artesanal e muito qualificada e deve
passar a ser altamente efetiva quando for automatizada. Uma vez atingido o potencial, a técnica deve
ganhar o campo (Meirelles, 2004).
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ANOMALIAS EPIGENETICAS

Para que uma embriogénese normal ocorra a partir de um embrido reconstruido, é necessario
que o nlcleo somatico seja completamente reprogramado, de maneira que siga os padrbes
embrionérios de expresséo génica. Esta reprogramacao precisa ocorrer em um periodo muito curto e
portanto passa a ser sujeita a erros (Wells.,, 2003). Um numero grande de trabalhos vem
demonstrando desvios na reprogramacao epigenética, e as perdas embrionarias e a mortalidade nos
clones possivelmente refletem uma expresséo inapropriada de varios genes. As aberragées ocorrem
normalmente durante o inicio do desenvolvimento embrionario e fetal (especialmente na placenta;
Inoue et al., 2002), porém raramente podem apresentar-se persistente até a idade adulta.

Via de regra as alteragdes conhecidas nos individuos que chegam a termo sé&o: i) problemas
de sinalizacdo de parto que levam a individuos com peso excessivo ou imaturidade do tecido
pulmonar — problema relativamente bem contornado por programas de indugcdo de partos. ii)
Comprometimento no sistema imune, como aplasia do timo (Renard et al., 1999; Yamazaki et al.,
2004). iii) Problema renal como hidronéfrons ou outras patologias menores (Wells, 2003).

Obviamente é importante monitorar ndo somente a salude dos clones, mas também o da
progénie subseqlente produzida por processos de reproducdo sexual. Uma série de trabalhos
visando este aspecto da heranca epigenética foram realizados e sugerem fortemente que os
processos de producdo dos gametas e a embriogénese normal podem apagar possiveis erros
epigenéticos dos descendentes dos animais clonados (Wakayama et al., 1998; Wells et al., 1998;
Lanza et al., 2001). Estes Ultimos achados levaram a sociedade internacional de transferéncia de
embribes em janeiro de 2004 considerar que os descendentes dos clones sdo tdo normais como
qualquer outro animal.

CITOPLASTOS

Muito se fala sobre a transferéncia de nucleo e pouca importdncia vem sendo dada ao
citoplasto, apesar de claramente ser o citoplasma do o6cito o responsavel por todo o processo de
reprogramacédo nuclear que envolve a clonagem. Conforme exemplificado na figura 1, a técnica de
transferéncia de nucleos depende da disposicdo de citoplasma de odcitos enucleados via de regra
obtidos a partir ovarios colhidos de animais em abatedouros.

E natural que gametas obtidos de animais abatidos ndo sejam na sua totalidade competentes
para o desenvolvimento tendo em vista que parte dos foliculos recuperados podem por exemplo estar
em processo de atresia desencadeado por um foliculo dominante ou por um aumento da secrec¢éo do
horménio luteinizante (Sirard, 2004).

Quando uma célula é fundida com um citoplasto, pode-se a grosso modo pensar em uma
mudanca de ambiente e obviamente espera-se que o ambiente citoplasmatico tenha potencial de
alterar o fen6tipo de um individuo.

Duas vias possibilitam a mudang¢a no fenétipo do concepto: i) Uma agdo das mensagens e
proteinas estocadas no citoplasma sobre as primeiras divisdes celulares embrionéarias (heranca
citoplasmatica) ii) Uma acdo das mensagens e proteinas presentes no citoplasto sobre a cromatina e
0 DNA do ndcleo introduzido via alteracdo do padrdo de metilagdo e acetilacdo no DNA ou em
histonas (efeito epigenético).

Outra variacdo introduzida pelo citoplasto é devida a organela citoplasmatica denominada
mitocdndria. A mitocondria é bastante conhecida por seu papel na sintese bioenergética celular
mediante 0 metabolismo oxidativo. Apesar da organela abrigar as reacdes da OXPHOS, o seu
genoma (MtDNA) codifica somente parte das enzimas envolvidas na fosforilacdo oxidativa (13 das
aproximadamente 70), as demais sdo transcritas no nicleo, traduzidas e exportadas para a organela
(Clayton., 2000). O mtDNA tem um padrao de herancga tipicamente citoplasmatico, e foi durante muito
tempo reconhecido como uma heranga materna restrita.

Estudos de polimorfismos em genes visando estudos filogenéticos e genealdgicos aplicam
freqlientemente o DNA mitocondrial (mtDNA). O genoma da mitocéndria é bastante interessante.
Principalmente para estudos de linhagens maternas, jA que este genoma tem uma alta taxa de
mutacao (10 vezes maior que a dos genes nucleares).

Aplicando a tecnologia de marcadores moleculares mitocondriais foi possivel estudar a
formagdo dos rebanhos zebuinos na Asia, Africa (Loftus et al., 1994) e Américas (Meirelles et al.,
1999). Como demonstra a figura 2, os rebanhos africanos e americanos tiveram uma origem
semelhante, partindo de fémeas ancestrais de origem européia. Todavia, estes eventos ocorreram
isoladamente, e no caso do rebanho africano sem a interferéncia do homem.
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No zebu americano, a grande maioria dos animais foi criada por cruzamento absorvente,
restando, no entanto alguns portadores do mtDNA asiatico representados principalmente pelos
animais POI.

Microssatélite mtDNA

Europeu
Bos taurus

Africano
Bos indicus

Americano (PO)
Bos indicus

Americano(POl)
Bos indicus E—

Asiatico
Bos indicus —

FIGURA 2. Dendograma produzido a partir dos dados de polimorfismos do DNA mitocondrial e
comparacao das freqiéncias de alelos microssatélites em animais Bos indicus oriundos
dos diferentes continentes. Animais Europeus foram incluidos para comparacao.
(adaptado de Bradley et al., 1996)

Um efeito de linhagens maternas sobre a producao animal foi demonstrado no passado por
uma equipe trabalhando com gado holandés, todavia estes dados séo ainda bastante controversos e
nao é conhecido o efeito do mtDNA sobre a producdo animal. Em humanos uma série de doencas
ligadas ao mtDNA séo conhecidas e levam normalmente a problemas neuro ou miodegenerativos. A
técnica de transferéncia de nucleo € uma ferramenta que permite mudar o genoma mitocdndrial de
um animal, como foi o caso da ovelha Doly, mas também com animais portadores de mtDNA indiano
quando transferidos para citoplasmas portadores de mtDNA europeu (Meirelles et al., 2001; Ramires
et al., Dados n&o publicados).

CLONAGEM NOS BOVINOS

A clonagem tera na medida que for possivel sua aplicacdo comercial em larga escala um
grande impacto sobre a bovinocultura. Esta afirmacgéo é feita baseada em compara¢des com outras
espécies. Por exemplo, aves e suinos tém um intervalo entre gera¢cdes muito mais curto e um nimero
de descendentes por fémea muito maior. Estas duas caracteristicas permitem a criagdo de linhagens,
mediante selecdo macica de racas puras e formacdo de individuos “hibridos”, para atender o
mercado de carne ou ovos. Nestas espécies, é muito limitado o nimero de granjas de selecdo, e a
maioria delas esta sediada em paises com tradicdo em pesquisa.

Com o advento da TN, a espécie bovina passa a ter uma condi¢cdo muito similar as espécies
suina e aves, com possibilidade de se produzir linhagens, inclusive hibridas, desenvolvidas a partir de
um animal com fendtipo conhecido, produzido em rebanhos de uma central de selecdo. Esta técnica
nos bovinos traz também outras vantagens do ponto de vista de produgdo, ja que ndo ha
necessidade de se dar um fim aos animais de sexo oposto aos que se deseja trabalhar (exemplo dos
bezerros machos da raca Holandesa), uma vez que os embrides séo idénticos.
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O Brasil por conta do rebanho de ragas zebuinas que tém, tem grande potencial para
contribuir com a producao de linhagens hibridas.

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com ragas zebuinas. Um trabalho realizado no
final da década passada demonstrou ser possivel produzir individuos de TN a partir da fusdo de
células embrionarias de zebu com ovdcitos enucleados de animais europeus (Meirelles et al., 2001).
Este foi o primeiro relato de utilizacdo de animais de espécie distinta na producdo dos clones. Pouco
depois, descendentes deste animal (cruzados) foram produzidos por transferéncia de nucleo utilizado
uma técnica que aplicava uma fase de enucleacéo do ovdcito diferente dos experimentos utilizados
para fazer a Dolly (Bordignon e Smith, 2001). Mais recentemente, no Brasil, nasceram um animal
mestico por clonagem de células de um feto que, sem ddvida, carregava parte da genética zebu
(Visintim et al., 2004, dados ndo publicados), o primeiro Nelore produzido por clonagem de célula
somatica (Yamazaki et al., 2004, dados ndo publicados) que veio a ébito 60 dias mais tarde, dois
animais de linhagens européias (Rumpf et al., 2004) e outro animal Nelore que desta vez sobreviveu
e esta em 6timo estado de saude (Visintim et al., 2004). Acreditamos que isto é prova de competéncia
da ciéncia nacional. Esperamos que mediante estes estudos seja possivel que 0 nosso pais concorra
de maneira igual para a manutencéo das centrais de selecéo e producéo de linhagens bovinas.
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FIGURA 3.

Diagrama de uma futura central de producdo de linhagens de bovinos para fins
comerciais. Uma central desta deve envolver criadores de rebanhos “puros”, que fazem
melhoramento genético, como ja existem varios. Nestes rebanhos, devera ser aplicada
a tecnologia de marcadores moleculares para selecionar alelos desejaveis e eliminar os
indesejaveis. A velogenética (uso de fémeas pré-puberes) sera aplicada ativamente
(principalmente com o intuito de introgredir determinados alelos desejados oriundos de
outras racas). Duas espécies, B. indicus e B. taurus, por exemplo, seréo aplicadas para
produzir animais com o maximo de heterose. Os descendentes dos cruzamentos serao
analisados em grupos MOET (podendo a FIV substituir a TE, em alguns casos).
Animais superiores (estudos de simulagao seréo realizados para estimar o indice de
selecdo ideal) serdo selecionados e multiplicados pela técnica da clonagem (TN).
Possivelmente serdo adicionados por recombinacdo (transgénese) outras
caracteristicas desejadas ao animal. Os rebanhos geneticamente idénticos (linhagens)
serdo comparados com relacdo a sua performance nos diferentes sistemas de
producdo. Embries de vérias linhagens serdo entdo vendidos para 0s rebanhos
comerciais, ou distribuidos para parceiros da industria animal
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS
A Figura 3 ilustra as possiveis aplicagdes de algumas biotecnias associadas as biotecnias de
melhoramento genético quantitativo jA em pratica. Na nossa opinido, este conjunto de trabalhos
devera permitir uma maior padronizacdo na bovinocultura, como ja ocorre na suinocultura e
ornitocultura. Para que este cendrio seja atingido existe ainda um prazo (que pode ser relativamente
longo) onde as técnicas precisam ser aprimoradas e padronizadas. Finalmente, é também necessario
estudar a aceitacdo do mercado a este tipo de produgéo.
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