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RESUMO

A clonagem animal traduz um grande avango na biotecnologia animal e um interesse cada
vez maior em produzir animais de padrdes genéticos superiores, ou manter caracteristicas desejaveis
nos rebanhos. Tal técnica tem resultado em insucesso nas taxas de recuperacéo de neonatos viaveis
e adultos sistemicamente normais. Esta ineficiéncia esta relacionada em grande parte a uma
reprogramagcao nuclear falha, alteragGes placentarias e disfuncOes perinatais. A literatura atualmente
compulsada relata o atraso no desenvolvimento do trofoblasto, nimero reduzido de placentonio,
desenvolvimento vascular comprometido, que resultam em deficiéncias nas trocas materno-fetais,
menores expressdes de importantes fatores, como VEGF e bFGF menores concentragfes de
progesterona provenientes da placenta; anormalidades dos envoltérios fetais, aumento das dimensoes
do corddo umbilical, alteragBes imunoldgicas e expressao inadequada de genes apoptoticos, levando
a problemas de retencédo placentaria. Em gestagdes mais avancadas, hidroalantoide e sindrome
do feto gigante sdo observadas em aproximadamente 50 % dos nascimentos, associadas ou ndo
as disfuncdes cardiorrespiratérias, imunoldgicas, hepéticas, renais e articulares ou alteracoes
multissistémicas, culminando em perdas gestacionais ou perinatais em 90% dos animais produzidos
por técnica de clonagem. Avancgos na aplicabilidade da técnica de clonagem por Transferéncia
Nuclear sdo buscados incessantemente a fim de minimizar as deficiéncias geradas e presentes no
procedimento utilizado.
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ABSTRACT

The animal cloning represents a great advance in animal biotechnology and a growing interest
in producing animals of superior genetic patterns, or maintain desirable characteristics in livestock.
Animal cloning has resulted in failure recovery rates of viable neonates and systemically normal
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adults. This inefficiency is mainly related to nuclear reprogramming failure, placental and perinatal
disorders. The reviewed literature reports the delay in the development of the trophoblast, reduced
number of placentomes, impaired vascular development that results in deficiencies in the maternal-
fetal exchanges, lower expression of VEGF and bFGF factors, low levels of progesterone from the
placenta, fetal envoltory abnormalities, increased size of the umbilical cord, immunological changes
and inadequate expression of genes leading to apoptotic placental retention problems. In advanced
pregnancies, hydrallantois and large calf syndrome are observed in approximately 50% of births,
being or not associated with cardio-respiratory, immune, liver and kidney disorders or multisystemic
changes, culminating in gestational losses or perinatal abortion in 90% of animals produced by
cloning technique. Advances in the applicability of the technique for cloning by nuclear transfer
are continuously sought in order to minimize the defects generated and the present procedure.
Keywords: Clone. Bovine. Neonate. Placenta. Nuclear transfer.

INTRODUCAO

A clonagem animal traduz um grande avango na biotecnologia animal e um
interesse cada vez maior em produzir animais de padrdes genéticos superiores, ou manter
caracteristicas desejaveis nos rebanhos (ARNOLD et al., 2002).

Embora muitas espécies tenham sido clonadas com sucesso, sugerindo boas
perspectivas, 0 processo ainda ndo é considerado eficiente, decorrente a baixas taxas
de gestacdo e altas perdas gestacionais (PANARACE et al., 2007; KOHAN-GHADR
et al., 2008), sendo observado que apenas 6 a 8% dos fetos apresentam-se viaveis ao
nascimento (MIGLINO, 2004).

Atualmente sabe-se que grande parte das perdas no periodo gestacional de clones
bovinos e ovinos esta relacionada a deficiéncia do desenvolvimento vascular placentario
e, consequentemente, a deficiéncia na funcionalidade da placenta (ARNOLD et al., 2002;
BAUERSACHS et al., 2009). No entanto, os problemas com animais clonados néo se
restringem somente as disfuncdes placentarias como também a disfuncdes respiratorias,
cardiocirculatérias, imunoldgicas, hepaticas, renais, articulares e até mesmo disfuncgdes
multissistémicas. O peso elevado dos bezerros no nascimento também é um problema
frequentemente detectado (BATCHELDER et al., 2007; CHAVATE-PALMER, et
al., 2007). No entanto, 0 exato mecanismo envolvido no alto nimero de anomalias
placentarias e neonatais ainda permanece como objetivo de pesquisas e sera revisado
neste trabalho.

CLONAGEM ANIMAL POR MEIO DE TRANSFERENCIA
NUCLEAR

A Transferéncia Nuclear (TN) foi inicialmente proposta por Spemann, em 1938,
como instrumento para o estudo da equivaléncia nuclear, entretanto, apenas em 1952 os
pesquisadores Briggs e King conseguiram realizar a técnica em anfibios. A hipdtese de
que células completamente diferenciadas poderiam ser usadas para a clonagem de animais
somente foi confirmada 50 anos mais tarde, com o nascimento da ovelha Dolly, produto
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de um nicleo originario de uma célula de tecido mamario, retirado de um animal adulto
(BORDIGNON et al., 2008).

Os procedimentos normalmente utilizados para producéo de embrides por meio
de TN se baseiam nos descritos por Willadsen e colaboradores (1995) e envolvem
a obtencdo e cultivo das células doadoras de nicleo, obtencdo e maturacao in vitro
(MIV) de citoplastos receptores, enucleacéo, reconstrucéo e fusdo com o nicleo doador,
ativacao e cultivo in vitro (CIV) dos embrides gerados, seguidos de transferéncia para
as receptoras (PEREIRA; FREITAS, 2009; YAMAZAKI, 2006).

A obtencédo e preparacdo das células doadoras de nucleo variam em fungéo
do tipo de célula utilizada. Atualmente, tém-se utilizado embrides, fetos, neonatos,
animais jovens, e até mesmo animais que tenham vindo a 6bito (YAMAZAKI, 2006).
A possibilidade da utilizagdo de animais adultos de qualidade comprovada revela uma
grande vantagem da utilizagdo da técnica (MIGLINO, 2004). Na rotina verificam-se
praticidade e eficiéncia de linhagens celulares primarias, estaveis, homogéneas e
estabelecidas a partir de fibroblastos coletados da pele, principalmente devido a alta
capacidade mitdtica e da resisténcia ao processo de criopreservacdo (HEYMAN et
al., 2002).

A sincronizacdo do ciclo celular entre o nucleo doador e citoplasto receptor
é importante para assegurar o correto desenvolvimento ap0s a reconstrucdo. A
sincronizacdo do ciclo celular pode ser efetuada com farmacos responsaveis pela
inibi¢do da replicacdo do DNA, ou de forma a interromper o ciclo celular na metéafase
ou ainda na ativagdo do Fator Promotor de Matura¢do — MPF (YAMAZAKI, 2006). No
entanto, para que ocorra manuten¢do da ploidia normal dos blastdmeros, eles devem
estar nas fases GO-G1 no momento da TN (FERNANDES, 2008).

Na obtencéo de citoplastos receptores, tém-se utilizado ovocitos em estagio de
metéfase Il (M-I1) (FERNANDES, 2008; YAMAZAKI, 2006); maturados in vitro, em
condigdes de cultivo que favorecam a qualidade e competéncia ovocitarias (DIELEMAN
et al., 2002). E durante a ovogénese que 0s ovocitos em desenvolvimento acumulam
proteinas, RNAm e seus percussores, no interior do citoplasma, necessarios para o
inicio do desenvolvimento embrionéario. Este periodo € o que antecede a ativagdo do
genoma embrionario que ocorre nos bovinos no estagio de 8 a 16 células. Sendo assim,
o desenvolvimento embrionario depende dos trés primeiros dias de desenvolvimento
dos transcritos maternos, portanto, o sucesso da TN depende da qualidade do citoplasto
receptor (FERNANDES, 2008).

Ap6s o periodo de maturacéo in vitro, realiza-se a enucleacdo dos ovécitos por
micromanipulacdo, que consiste na aspiracdo de uma porc¢éo do citoplasma onde se
localiza a cromatina ovocitaria (YAMAZAKI, 2006).

Na reconstituicdo dos zigotos, 0 método mais utilizado para transferir um ntcleo
doador para um citoplasto receptor, € pela fusdo entre as membranas plasmaticas das
células (BORDIGNON et al., 2008).
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A eletrofuséo é utilizada na maioria das espécies, e compreende um pulso de
corrente alternada com o intuito de alinhar as membranas a serem fundidas em posicao
paralela aos eletrodos e outra direta para induzir a formacéo de poros nas membranas,
o0 que leva a fusdo entre as células (BORDIGNON et al., 2008).

Outra técnica também utilizada € a inje¢do nuclear intracitoplasmatica, realizada
com a introducdo da célula ou do nicleo isolado no citoplasto receptor, técnica
semelhante a injegdo intracitoplasmética de gametas. O isolamento do nucleo, bem
como a injegdo intracitoplamatica, podem ser realizadas por meio do método piezo
elétrico (FERNANDES, 2008; YAMAZAKIi, 2006).

A ativagdo da célula recém-reconstituida é a pentltima etapa decisiva para o
sucesso da TN (BORDIGNON et al., 2008). Durante o processo de fertilizagdo ovocitéria
ocorre um rearranjo das organelas citoplasmaticas, alteracdes nas concentracoes de
calcio intracelular, recrutamento de mRNAs, formag&o de pro-nucleo e sintese de DNA
(FISSORE et al., 1999). Na clonagem, os atuais protocolos de ativagao estdo geralmente
fundamentados na indugdo da ativacdo paternogenética de ovdcitos em metafase 11
e nos dados do subsequente desenvolvimento embrionario (FISSORE et al., 1999).
Assim como no espermatozoide, os métodos artificiais utilizados para ativagdo dos
ovacitos também se baseiam na inducdo de oscilagBes de célcio intracitoplasmatica
(BORDIGNON et al., 2008). Ativacoes ineficientes ou ndo fisioldgicas podem levar
a falhas do desenvolvimento embrionario mesmo ap6s a implantacdo (BORDIGNON
etal., 2008; YAMAZAKI, 2006).

Ap0s a reconstituicdo embrionaria e ativacdo, tém-se adotado basicamente as
mesmas condic¢des de cultivo de embrides produzidos in vitro (PIV). O método de cultivo
in vitro, bem como o estéagio de desenvolvimento no qual os embrides reconstituidos
séo transferidos para receptoras, varia de acordo com a espécie (YAMAZAKI, 2006).
Aporcentagem de embriBes reconstruidos que atinge o estagio de blastocisto, em geral,
é inferior a dos embriGes PIV (WESTHUSIN et al., 2001).

A reprogramagao completa do nicleo de uma célula somatica com o citoplasto
receptor deveria resultar um embrido com padrdo de transcricdo génica similar
aqueles produzidos in vivo (RIDEOUT et al., 2001). Essa reprogramagao resume-se
na totipoténcia celular com fun¢éo equivalente ao zigoto (PALMIERI et al., 2008). A
micromanipulacéo e o cultivo de embrifes bovinos esta relacionada a anormalidades;
no entanto, acredita-se que a mortalidade gestacional e pds-natal possa ser decorrente
de uma reprogramacdo nuclear incompleta, o que leva a expressao erronea de genes,
portanto, ao ndo desenvolvimento embrionario (PALMIERI et al., 2008), 0 que resultara
em prejuizo da formagdo de proteinas envolvidas no desenvolvimento placentario,
sistema imune e esteroidogénese fetal (WAKISAKA-SAITO et al., 2006; SANTOS et
al., 2010). Santos e colaboradores (2010) ainda afirmam que alteragdes epigenéticas
tém estreita correlagdo com o tipo de célula doadora, com a metilagdo de histonas e
com o0s mecanismos ligados ao DNA.
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ANOMALIAS PLACENTARIAS NA GESTACAO
DE CLONES RUMINANTES

As perdas ao longo da gestagdo sdo caracteristicas do desenvolvimento fetal de
clones, sendo esse um dos maiores obstaculos a ser vencido durante o desenvolvimento
desta técnica (CHAVATE-PALMER et al., 2007).

As alteracBes placentarias estdo entre as principais causas apontadas como
responsaveis pelas perdas gestacionais de clones bovinos e ovinos e estdo relacionadas
a deficiéncia do desenvolvimento vascular placentario, demora na implantacéo,
formacdo de ndmero reduzido de placent6nios, placentomegalia e consequentemente
deficiéncia na funcionalidade da placenta (ARNOLD et al.,2008; BORDIGNON et
al., 2008; BAUERSACHS et al., 2009; KOHAN-GHADR et al., 2008). As falhas no
desenvolvimento placentario sdo responsaveis pela morte de aproximadamente, 82%
dos bovinos clonados entre o0 30° e 90° dia de gestacdo e, dentre os neonatos, apenas
uma pequena proporg¢ao possui fenotipo, crescimento e sistema imune funcional normais
(MIGLINO, 2004).

Perdas iniciais sdo atribuidas a inadequada transi¢ao da nutri¢do do saco vitelinico
para o alantoide em decorréncia da falta ou ineficiéncia de vascularizacdo, a rejeicao
imune e alteragBes de placenténios (HILL et al., 2000).

O baixo desenvolvimento da placenta caracterizado pela presenga de poucos
placentonios, cerca de 60% menores em nimero e de 50% maiores em tamanho e pela
baixa vascularizacdo tem sido frequentemente descrito na fase inicial das gestacdes.
Os locais de trocas materno-fetais podem ainda apresentar-se edemaciados com focos
hemorragicos, correlacionando-se diretamente com o comprometimento vascular
(MIGLINO, 2004).

Perdas que costumam ocorrer na segunda metade da gestacdo sdo descritas em
decorréncia de hidroalantoide (CONSTANT et al., 2006) enquanto que altera¢cbes como
aumento na espessura do corddao umbilical e membranas placentarias edematosas sao
descritas nos diferentes estagios da gestacdo (POGLIANI, 2010).

Miglino (2004) e Bordignon (2008) sugeriram a existéncia de trés tipos de alteracdes
na placenta de animais clonados produzidos por TN: o subdesenvolvimento do epitélio
coridnico da placenta, com evidente decréscimo dos vasos sanguineos do alantoide,
promovendo a morte fetal antes mesmo da formacdo dos placentonios; a diminuigdo
do numero de cotilédones, sem desestruturacdo do epitélio coridnico, gerando uma
diminuic&o nas trocas materno-fetal, culminando em morte do feto proximo aos 60 dias
de gestacéo e, por fim, diminuigcdo do nimero dos cotilédones associado ao aumento
do tamanho destes e edema dos envoltérios fetais no terco final da gestacdo. A redugao
numérica dos placentonios e a observagdo do aumento do didmetro dos cotilédones
indicam a deficiéncia no desenvolvimento placentario ou uma ligacdo materno-fetal
inadequada. Dessa forma pode-se inferir que o aparecimento de cotilédones gigantes
seria um mecanismo compensatorio para a placentacao deficiente no inicio da gestagao
(MIGLINO, 2004).
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Alteracdes morfologicas nas placentas de clones bovinos sugerem uma falta de
arquitetura para suportar o crescimento fetal, e dentre os principais achados encontram-se
0 sistema capilar materno com menor nimero de ramificacdes e com menor diametro,
os vilos mais curtos quando deixam o eixo materno, a arvore vilosa com arranjo
desorganizado e células trofoblasticas com nucleos alterados (LACERDA, 2006).

Palmieri e colaboradores (2008) avaliaram o peso das cartnculas de placentas de
fetos ovinos provenientes de inseminagdo artificial (1A), PIV e TN aos 150 dias de gestacéo
e comprovaram que as carunculas de gestacGes TN apresentavam peso aumentado (1133 +
860) seguido das cartinculas PIV (811 + 109g) e 1A (802 + 28g). E possivel que 0 aumento
da massa e area de superficie dos placentdnios seja uma estratégia do organismo animal
para tentar compensar a redu¢do do nimero destas estruturas e da deficiéncia circulatdria
envolvida no processo (BORDIGNON et al., 2008).

Miglino (2004) comparou a producao de progesterona (P4) na placenta de bovinos
clonados e ndo clonados, sob a influéncia do fator de crescimento endotelial (VEGF)
e do fator de crescimento basico dos fibroblastos (bFGF). Foi verificado que as células
placentarias das gestacfes dos animais clonados ndo sdo capazes de produzir P4, tal
como as células placentarias de gestacdes controle na mesma fase. Na comparagéo das
reagBes imunomarcadas dos placenténios 0 VEGF e 0 bFGF estdo menos expressos nas
amostras dos animais clonados, indicando que dois dos principais fatores controladores
da vasculogénese e angiogénese na placenta de clones estao alterados.

Yamazaki (2006) avaliou os padrdes de expressdo dos genes imprinted IGF2,
de expressao paterna, e H19 e IGF2r, de expressdao materna, na placenta de clones
bovinos. Alteraces no padrdo de expressdo dos genes imprinted H19 e IGF2 podem
provocar distirbios na placenta e no desenvolvimento do feto, o que pode contribuir
para a mortalidade pés-natal. A placenta dos clones apresentou diminui¢do da expressao
relativa dos genes H19 (41,5%) e IGF2 (42,9%) em comparagdo ao grupo controle. As
placentas de clones fémeas apresentaram diminuicao de 72,6% dos transcritos de H19
quando comparados com a placenta de clones machos. Na placenta de clones pesando
mais que 40kg, foi observada diminuigdo da expressao relativa do H19 (40,1%) e IGF2
(36,3%), em compara¢do ao grupo controle. A diminuicéo da regulacéo do gene H19 na
placenta de clones fémea sugere que o processo de reprogramacgao em alguns genes pode
ser influenciado pelo sexo (YAMAZAKI, 2006).

Palmieri e colaboradores (2008) supdem que a disfuncdo na placentacdo em
gestacdes por TN resulta das aberracBes na expressao de alguns genes conhecidos por
serem necessarios para a proliferacéo e diferenciagdo, Mash2 e Hand1, respectivamente,
dos trofoblastos. Desta forma, compararam a expressdo desses genes em trofoblastos
de embriBes provenientes de monta natural, PV e TN anterior ao dia 17° e posterior ao
40° dia de gestacao e foi possivel observar que houve maior expressdo dos genes nos
cotilédones de TN. As alteracdes desses genes na TN podem causar diferenciacdo anormal
dos trofoblastos e contribuirem para as perdas gestacionais (ARNOLD et al., 2002).

A retencdo de placenta é frequente ap6s o parto de clones, sugerindo menor
frequéncia de apoptose nos placentdnios provenientes de TN. Quantificando-se a
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expressao dos genes apoptoticos BAX, BCL2 e GAPDH em placentdnios provenientes
de TN, foi verificado que o gene BAX possui uma redugdo de expressdo no grupo de
TN, corroborando com a hipétese inicial de que a falha na apoptose pode ser responsavel
pela reducdo na taxa de regressao dos placentdnios aumentando, portanto, os casos de
retencéo placentaria(BRAGA, 2006).

Em bovinos clonados, ocorre expressao anormal do complexo de histocompatibilidade
maior do tipo I no trofoblasto e um maior acimulo de linfocitos T no endométrio, o que
sugere que a rejeicdo imunoldgica também possa estar contribuindo para a grande
incidéncia de perdas gestacionais de embriGes clonados (HILL et al., 2000).

DISFUNCOES PRE E POS-NATAIS EM CLONES
RUMINANTES

A taxa de neonatos viaveis ainda é baixa, com média entre 6-8%, podendo variar
entre 0% e 12% (KEEFER, 2008; MIGLINO, 2004; OBACK, 2008; PANARACE etal.,
2007). Séo descritas alteragdes associadas a clonagem e complicacOes peri e pos-natais
tais como: ma formacao congénita em 6rgdos, como coragdo e rins, macrossomia ou
sindrome do neonato gigante, disfuncdes respiratdrias, cardiocirculatérias, imunoldgicas,
hematoldgicas, bioquimicas, hormonais, hepéaticas, umbilicais, metabdlicas e
musculoesqueléticas (BORDIGNON et al., 2008; MAIORKA et al., 2005; MEIRELLES
etal., 2010; WILSON et al., 1995; SANTOS et al., 2010; BRISVILLE et al., 2011). As
condicdes descritas pelo termo “sindrome do neonato gigante” ou conhecidas como
“sindrome da placenta grande” estdo presentes em um total de 50% das gestacOes
provenientes de TN (LANDIM-ALVARENGA, 2006). O aumento na concentragdo
da glicoproteina plasmatica materna PSP60, produzida pelas células trofoblasticas
binucleadas, pode estar correlacionada com o crescimento compensatorio do feto a
partir do 70° dia de gestacdo (HEYMAN et al., 2002; LANDIM-ALVARENGA, 2006;
MIGLINO, 2004). Estas e outras alteracbes como edema nas membranas da placenta,
placentomegalia, aumento do peso ao nascimento, hepatomegalia, acimulo de gordura
nos hepatdcitos, congestao hepatica foram descritas em fetos ovinos (PALMIERI et al.,
2008), assim como aumento da vasculariza¢do na regido do corddo umbilical em fetos
bovinos (BORDIGNON et al., 2008).

Em um estudo de Kohan-Ghadr e colaboradores (2008) 40% das gestagdes de
clones atingiram o nascimento e apenas 35% dos bezerros estavam vivos ao nascer. Em
ambos o comprimento do placentdnio e o diametro umbilical estavam maiores nos clones
quando comparados aos fetos controle em todo o periodo gestacional. As anormalidades
da membrana amni6tica no 120°dia de gestacéo, incluindo edema focal e a presenca de
nédulos, foram detectadas em 38% dos clones e estavam normalmente acompanhados
de focos de hiperecogenicidade ou irregularidades ao redor do cordao umbilical e células
inflamatdrias degenerativas com diminuicdo na espessura do epitélio coriolantoide.

Recentemente, Santos e colaboradores (2010) descreveram as anormalidades de
clones bovinos neonatos. De 21 animais avaliados entre os dias 1 a 19 ap6s nascimento,
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30,7% apresentavam anomalias no aparelho locomotor, 46,1% alteracdes cardiacas
100% apresentaram padrdes cianoticos, incompleta cicatrizagdo do corddo umbilical
e hidrotérax sero-fibroso. As anomalias pulmonares como enfisema pulmonar difuso,
atelectasia e edema pulmonar estavam presentes em todos 0s animais necropsiados,
sendo gque 23% dos animais apresentaram congestao pulmonar. Anormalidades hepaticas
foram encontradas em 46,1% dos animais, enquanto as desordes hemolinfaticas, como
a hipoplasia de timo, ocorreram em 84,6% dos casos € em 100% dos animais foram
encontradas linfoadenomegalias. Hipoglicemia e hiperfrutosemia sdo achados clinicos
comuns em bezerros clonados recém nascidos e 0 aumento da produgao de frutose a partir
da placenta pode ser um fator importante na etiologia das anormalidades umbilicais e
cardiacas observadas nestes animais (BORDIGNON et al., 2008).

CONCLUSAO

LimitacBes ainda sdo encontradas na producdo de animais clonados por meio
da técnica de TN. Estudos apontam a reprogramacdo nuclear como um das etapas
fundamentais da biotécnica, podendo ser a génese do problema, gerando prejuizos no
desenvolvimento e implantac&o embrionaria. As deficiéncias mais comumente encontradas
dizem respeito a desordens placentarias de origem trofobl&stica e anormalidades neonatais.
Perdas em gestagdes iniciais sdo relacionadas ao numero reduzido de placentdnios e
alteragdes na implantagéo, enquanto hidroalantoide e aumento das dimensdes do cordao
umbilical sdo achados em gestacdes mais avancadas. Assim, avancos na aplicabilidade
da técnica de clonagem por TN sdo buscados incessantemente a fim de minimizar as
deficiéncias geradas e presentes no procedimento.
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