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Resumo

A producéo in vitro de embries é uma técnica que promove 0 avango genético e incrementa o potencial
reprodutivo com acasalamento de animais superiores. Adicionalmente, é uma alternativa para uso em fémeas
com disfuncdo reprodutiva e este fato permitiu que a técnica se expandisse da pesquisa para a aplicacdo
comercial. Muitos “enigmas” ainda devem ser desvendados. A ovelha Dolly marcou o inicio de uma nova era na
biotecnologia, levando também a clonagem a evoluir para o nivel comercial. Estas biotécnicas, juntamente com a
transgenia permitirdo o melhoramento genético em menor tempo. O uso da clonagem e da transgenia para o
tratamento de doencas humanas continua sendo o préximo grande desafio para o universo cientifico, politico e
cultural.

Palavras-chave: clonagem, mamiferos, embriGes, reproducao.
Abstract

The in vitro embryo production is one of the techniques that promotes excellence in advanced genetic
and enhance reproductive potential of superior breeding animals. Additionally, it is an alternative to overcome
reproductive dysfunction in females. This fact is the main reason why the technique quickly expanded from
research studies to a commercially scale. Many "mysteries" remain to be revealed. Dolly, the sheep, was the
kick-off of a new era in biotechnology, leading to cloning up to the commercial level. These along with the
transgenic biotechnology will allow for the genetic improvement in a shorter period of time. The use of cloning
and transgenic techniques for the treatment of human diseases is still the next great challenge for the scientific
community, under political and cultural guideline.
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Introducéo

Os avancgos bhiotecnolégicos que ocorreram nos ultimos anos possibilitaram o entendimento do
desenvolvimento e da funcdo dos gametas. A fecundagdo de odcitos maturados in vivo foi a base para estudos
sobre a fecundacdo in vitro (FIV) e serviu como ferramenta para o tratamento da infertilidade humana (Edwards,
1981). Em vacas suas aplicagBes clinicas sdo numerosas, uma vez que fémeas com obstrugdo da tuba uterina,
aderéncias do infundibulo, doengas endometriais, cérvix ndo funcional e com baixas taxas de fecundacdo nos
programas de transferéncia de embrides (TE) podem ser aspiradas por via transvaginal com o auxilio da
ultrassonografia. A producdo in vitro de embrides serviu como alicerce para novas biotécnicas como a clonagem
e a transgenia.

Nesta revisdo serd abordado o historico, o aperfeicoamento e explorado o futuro da produgdo in vitro,
clonagem e transgenia.

Producéo in vitro

A produgdo in vitro (PIV) expandiu-se nas diferentes espécies animais ap6s 0 nascimento de Louise
Brown em 1978, na Inglaterra, o primeiro bebé de proveta (Steptoe e Edwards, 1978). Em 1982 nasceu o
primeiro bovino obtido por fecundag&o in vitro nos Estados Unidos (Brackett et al., 1982). O procedimento foi
realizado através de “laparotomia ventral média”, tanto para coleta dos odcitos quanto para a TE ao oviduto. No
ano seguinte, oocitos foram recuperados por laparoscopia (Lambert et al., 1983) ap0s superovulagdo (SOV) e
Sirard et al (1985) utilizaram essa técnica, em um mesmo animal, repetidamente, sem lesGes permanentes.

Posteriormente, a produgdo in vitro alcancou o sucesso com o nascimento de cordeiros provenientes de
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transferéncia nuclear (Willadesen, 1986), de bezerros obtidos por maturacéo in vitro (MIV) e FIV (Hanada et al.,
1986) e gémeos bovinos por procedimento totalmente in vitro (Lu et al., 1988). Em junho de 1990 nasceu o
primeiro potro, na Franca, resultante da Unica gestacéo obtida apds FIV e TE de oito embrifes para a tuba uterina
de 8 receptoras (Palmer et al., 1991). O primeiro bifalo de PIV nasceu na india (Madan et al., 1991). No mesmo
ano, também nasceram cordeiros PIV na Polénia e na Nova Zelandia (Czlonkowska et al., 1991; Pugh et al.,
1991). Dois anos ap6s, na Franga, foi noticiado o nascimento dos primeiros caprinos resultantes da MIV/FIV,
cultivados em oviduto de ovelhas (Crozet et al., 1993). Kikuchi et al. (2002) anunciaram no Jap&o os primeiros
suinos produzidos totalmente in vitro. As pesquisas também permitiram a sobrevivéncia in vitro (Vajta et al.,
1997; Vajta e Kuwayama, 2006) e in vivo de embries vitrificados (Berthelot et al., 2002; Cuello et al., 2005)
com nascimento de leitegadas sadias.

A expansao da PIV em bovinos tem permitido o uso de grande ndmero de embrides para pesquisa. Esta
atividade se expandiu no Brasil com a instalacdo de varias empresas aplicando a aspiracéo folicular e producédo
in vitro (OPU-PIV) comercialmente. Entretanto h& ainda um hiato no processo que exige o aperfeicoamento da
técnica de criopreservagéo.

O fato da fémea Bos taurus indicus produzir dezenas de odcitos em um Unico procedimento de
aspiracdo folicular, numa relacdo direta com o nimero de foliculos (Pontes et al., 2009), elevou o Brasil a
lideranga mundial na producéo in vitro de embrides. Vacas que produzem muitos odcitos tem sido mencionadas
na literatura. Seneda’ da UEL/PR recuperou 251 odcitos de uma vaca Nelore num Gnico procedimento de
aspiracdo folicular. Ainda ndo existe uma explicacdo para a diferenca na fisiologia reprodutiva entre fémeas Bos
taurus indicus e Bos taurus taurus. Dentre as hipoteses, a de que a populagdo de foliculos pré-antrais, encontra-
se em primeiro plano, por constituir a reserva de gametas femininos a ser utilizada ao longo da vida reprodutiva.
No entanto, Silva (2009) verificou similaridade entre a populacgéo de foliculos pré-antrais de fetos e novilhas Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus e variagdo individual significativa na quantidade dos foliculos das duas
categorias estudadas.

A evolugdo da pesquisa biotecnoldgica passou pela polémica proposta por pesquisadores quanto ao
conceito de estoque limitado dos gametas femininos em mamiferos. Em 2004, Clark et al. enfatizaram que a
diferenciacdo de células-tronco embrionarias humanas em corpos embrionarios in vitro resulta na formacao de
células que expressam marcadores especificos para gondcitos. Existem indicios consolidados que contrariam o
paradigma basico da fisiologia reprodutiva, de que a producdo de células germinativas e odcitos é exclusiva da
fase fetal. A pesquisa de Johnson et al. (2004) causou grande impacto na comunidade cientifica ao notificar a
renovacao folicular em camundongas jovens e adultas. Este estudo foi contestado por Byskov et al. (2005).
Posteriormente, Johnson et al. (2005) afirmaram que as células-tronco da medula déssea sdo responsaveis pela
renovacdo dos gametas femininos Nesta mesma direcdo, Li et al. (2005) documentaram a inducéo in vitro da
diferenciacédo de células-tronco da epiderme fetal em células germinativas e odcitos. Essas descobertas exigiram
investigagdes continuas para a sedimentagcdo de novos conceitos, visto que o paradigma carece de consenso,
desde o periodo de crescimento folicular até a auséncia de funcionalidade dos odcitos (Gosden, 2004, Byskov et
al., 2005).

No processo de selecdo genética baseado na identificacdo de variantes alélicas de genes especificos, 0s
embrides produzidos in vitro podem ser utilizados antes mesmo do estabelecimento da gestacdo. As taxas de
selecdo das caracteristicas quantitativas podem ser melhoradas pela PIV quando a mesma aumenta a eficiéncia e
a intensidade da selecdo, reduzindo o intervalo entre geracdes. Os programas de cruzamento tém despertado a
atencdo para aplicagdo nos sistemas de producéo leiteira, com a transferéncia de embrifes PIV resultantes de F1
para fémeas F1, como estratégia para eliminar a perda da heterose e aumentar a variagdo fenotipica, decorrente
de fémeas F1 acasaladas com touros puros ou cruzados (Hansen, 2006).

Os protocolos para a MIV, FIV e CIV tem sido modificados constantemente através das pesquisas
conduzidas nas institui¢des publicas ou na iniciativa privada, em busca de blastocistos viaveis para transferéncia
(Gordon 2003), ou congelamento para transferéncia direta (Saliba, 2009; Cenatte Embrides/MG; Comunicacao
pessoal). A albumina sérica bovina (BSA), o soro fetal bovino (SFB), o soro de vaca em estro, 0 soro de égua em
estro e o co-cultivo celular ainda hoje sdo utilizados para a producdo in vitro de embribes. Procedimentos de
cultivo embrionario livres de soro ou em que o soro € introduzido somente em fases mais adiantadas do
procedimento foram introduzidos na rotina da PV comercial (Leivas, 2006). Farin et al. (2006) e Miglino (2007)
descreveram as modificagdes observadas nas variagGes morfoldgicas fetais e placentarias, ho metabolismo
embrionario e na expressao génica dos bezerros recém-nascidos como conseqiiéncia do uso destes sistemas de
producéo.

Deve-se ter sempre em mente, mesmo quando se trabalha com controle de qualidade, o potencial do
risco de transmiss@o de doengas na producdo de embrides, tanto na pesquisa como na produgdo comercial.
Revisando o potencial de transmissdo virica através de embrides PIV, Wrathall et al. (2006) consideram que o
risco é baixo, mas ndo completamente compreendido. Bielanski et al. (2003) e Bielanski (2005) verificaram a
contaminagdo microbiana no sémen e embribes criopreservados por longo periodo em botijées de nitrogénio
liquido e a eficiéncia da descontaminacdo dos mesmos. A metodologia de prevencdo para eliminacdo destes
riscos ainda ndo estd estabelecida. No Brasil, a atencdo foi enfocada nesta direcdo examinando os botij6es de
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nitrogénio liquido utilizados para armazenamento de sémen e embrifes quanto ao grau de contaminacao
bacterioldgica antes e apds a desinfec¢do (Rubin et al., 2005).

A expansdo da PIV em bovinos se deu pela facilidade de obtencdo de elevado nimero de odcitos,
especialmente através da aspiracdo folicular. Ainda se pode antever um futuro otimista, para esta técnica,
sobretudo em paises de caracteristicas tropicais, ainda em desenvolvimento, ndo somente em biotecnologia, mas
econémico e social. Neste contexto, a comunidade cientifica participa ativamente na evolugdo e difusdo da
aplicacdo das biotécnicas disponiveis.

Potencial genético
Odcitos, espermatozoides, embrides

Tecnologias reprodutivas em bovinos
IA, Transferéncia de embrides, PIV e clonagem

Fertilidade dos rebanhos
Qualidade da conservag¢ao/manipulacdo dos gametas e embries
Reducéo de perdas pré-implantacao
Padréo das carcacas e gordura de cobertura
Qualidade do Leite
Selecdo genética: eficiéncia e intensidade da selegdo

Producdo in vitro Clonagem

Transgenia

Figura 1. Descrigdo esquematica das possibilidades de uso do potencial genético animal.
Clonagem

Existe um consenso na comunidade cientifica que a clonagem por transferéncia nuclear trouxe
perspectivas promissoras de reprogramar nucleos de células adultas buscando diretamente um estagio
pluripotencial (Campbell et al., 1996). Em 1997, com o anuncio do nascimento da Dolly (Wilmut et al., 1997), a
clonagem derrubou o dogma da biologia, pois, até entdo, células ndo-germinativas de mamiferos eram incapazes
de gerar um novo ser. Posteriormente, também foram clonados camundongos (Wakayama et al., 1998), bovinos
(Kato et al., 1998; Wells et al., 1999), suinos (Baguisi et al., 1999; Onishi et al., 2000), coelhos (Chesne et al.,
2002), gatos (Shin et al., 2002), mulas (Woods et al., 2003), equinos (Galli et al., 2003, Vanderwall et al., 2004;
Hinrichs, 2005), caes (Lee et al., 2005) e dromedarios (Wani, 2009).

A clonagem pode ser obtida através da divisdo nuclear cirdrgica utilizando-se embrifes no estagio de
mérula e blastocisto, 0 que ja permitiu a criacdo de 2, e raramente 4, individuos idénticos (Robl e First, 1985);
esses resultados, na atualidade, situam a técnica como de baixa eficiéncia para aplicacdo com o objetivo de se
alcancar um amplo nivel de homogeneidade para caracteristicas desejadas numa determinada populago.

Mas, durante décadas, um dos grandes sonhos dos produtores foi o de clonar animais de destacado valor
genético. Parte desta conquista foi obtida com a primeira divisdo de embrides bovinos que resultou em gémeos
monozigotos (Willadensen et al., 1979; Nowshari e Holtz, 1993). No entanto, por limitagdes técnicas, ndo se
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podia produzir muitos animais da mesma origem (Stice e Keefer, 1993). O uso restrito da divisdo de embrides
pode ser atribuido ao tempo de manipulacdo requerido para conduzir o procedimento e a habilidade do
profissional em executar o processo. Lange (1995) obteve 40% de prenhez com embrides divididos, no entanto,
este indice é inferior ao alcangado com embriBes frescos e inteiros (60%); hemi-embrides congelados produzem
a metade das taxas de prenhez obtidas com embriGes inteiros; o produtor por questdes comerciais ndo possui
interesse em dividir os embrides sem previamente conhecer o sexo. Sexar e dividir embrides significam aumento
na perda de blastdmeros e, consequentemente, na possibilidade de reducdo do indice de prenhez.

A producgdo de quimeras idénticos também é uma clonagem e consiste na substituicdo de blastdmeros
de embrifes em estagios avancados de desenvolvimento por blastdmeros mais jovens. Esta técnica, utilizada
com o objetivo de estimular o desenvolvimento de embrifes, caiu em desuso.

A clonagem de embrides de mamiferos utilizando-se células embrionarias de mdrulas ou estagios
preé-cavitarios, definidos como doadores de nicleo e odcitos receptores, antecedeu a técnica que revolucionou
0s conceitos ja existentes sobre a diferenciacédo celular.

A clonagem através da transferéncia nuclear com células somaticas é a técnica que viabilizou o
nascimento de Dolly (a partir de uma célula adulta) e também foi a responsavel pela descoberta de que uma
célula em fase de inatividade celular ou auséncia de divisdo, conhecida como GO, independentemente de seu
estado de diferenciagdo, pode retornar ao seu estagio totipotente e gerar um novo individuo. Esta descoberta
gerou as ovelhas Megan e Morag, produtos de clonagem com células embrionarias (Campbell, 1996).

Gracas ao desenvolvimento da clonagem, juntamente com modifica¢cbes do genoma (transgenia),
aprofundaram-se as pesquisas com animais de producdo transgénicos destinados a modelos de estudos, producéo
animal e tratamento de enfermidades que ocorrem no homem (Cammuso et al., 2000; Maga, 2001). No Brasil, a
Embrapa-Cenargen de Brasilia/DF foi a pioneira na clonagem bovina com o nascimento da bezerra Vitoria, em
marco de 2001 (Rumpf et al. 2001). Ao contréario da ovelha Dolly, Vitoria ndo apresentou envelhecimento
precoce e deu a luz em 2004 & bezerra “Gléria”, e em 2006 ao bezerro “Galante”, ambos gerados por
inseminacao artificial.

As alteracdes que impedem o desenvolvimento fetal e causam envelhecimento precoce apés o
nascimento foi identificada em clones (Wells et al., 2004) e caracterizada como ‘Sindrome do clone’. Kohan-
Ghadr et al. (2008) identificou por ultrassonografia e por observacdes histoldgicas as alteracfes placentarias que
comprometem o desenvolvimento fetal. No entanto, em progénies de clones ndo foram observadas alteracfes
genéticas e fisioldgicas (Ortegon et al., 2007). Os fatores envolvidos no desenvolvimento fetal de clones foram
foco de um estudo desenvolvido na USP/SP por Miglino (2004), que atribui as principais falhas a alteracGes na
vasculogénese e angiogénese elevando a mortalidade de embriGes clones. Naquele ano, a taxa de nascimento dos
clones no Brasil foi de 12% para machos e 7% para fémeas (Meirelles et al., 2004). Em 2004, a clonagem
comercial j& estava disponivel aos produtores no Brasil e alguns reprodutores j& haviam sido clonados. Para
Wells et al. (1999) e Meirelles (2004) a taxa de apenas 6% de sobrevivéncia a termo poderia ser um fator
limitante para expansdo comercial da clonagem, incluindo o alto custo.

A evolucdo da clonagem na América do Sul pode ser exemplificada pelo estudo conduzido na
Argentina, Brasil e Estados Unidos com 2.466 receptoras que resultaram em 41% de prenhez aos 30 dias e 11%
de nascimentos. Destes, 9% nasceram vivos e 8% sobreviveram 24h apds o parto. A sobrevida apds 150 dias foi
de 7%. Neste estudo, a equipe brasileira obteve 43% (n = 89) de prenhez aos 30 dias; taxa de nascimento de 22%
e 20% de bezerros vivos. A sobrevivéncia ap6s 24h e 150 dias apds nascimento foi de 19% e 15%,
respectivamente (Panarace et al., 2007).

Em marco de 2009, a Cabanha da Maya de Bagé/RS foi referida pela revista Balde Branco com a
divulgacdo da reportagem “Clonagem ja é pratica na fazenda” noticiando o nascimento de duas bezerras
produzidas pelas empresas In vitro e Cyagra Brasil, também responsaveis pelos cinco clones do reprodutor
“Bandido”. As bezerras clonadas originaram-se da produgdo de uma linhagem celular da fémea “Responses
Wonder” da raca Jersey, camped da raga nos Estados Unidos e importada ha alguns anos. A convalescéncia da
matriz, morta em janeiro/2007, e o sucesso alcangado com o nascimento de suas filhas, nos remetem a
perspectivas positivas para a producdo de animais com genética superior, cuja demanda é mais ampla do que o
que se tem disponivel. Meirelles et al. (2004) ja anteviam uma contribuicdo maior da técnica a producdo animal
quando, finalmente, a clonagem em larga escala estivesse disponivel, especialmente quando aliada a producéo de
animais transgénicos visando a producdo de proteinas recombinantes para o consumo humano.

E indiscutivel a expansdo das atividades em biotecnologia nos paises em desenvolvimento. No Brasil,
inimeros projetos estdo em andamento. Os paises mais pobres se véem obrigados a desenvolver e utilizar a
biotecnologia, por exemplo para tentar diminuir o custo da alimentacdo de suas populaces para se tornar
independentes em alguns setores da producdo de alimentos. Se este processo de especializagdo requer décadas
para a preparacdo do futuro, por outro lado, o indice de crescimento da populagdo aumenta exponencialmente,
gerando grande expectativa para a solugdo do problema.

O relatério sobre a situacdo da populagdo mundial de 2008, divulgado em 12/11/2008 pelo Fundo de
Populacdo das Nacdes Unidas (UNFPA), estimou em 6,75 bilhGes de pessoas a populacdo do planeta. Destes, 4
bilhdes concentram-se na Asia. Até 2050, a populacdo mundial devera crescer para 9,2 bilhdes de habitantes. Na
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Africa, a populacdo devera duplicar, dos atuais 1 bilhdo para 2 bilhdes de pessoas. A taxa de fertilidade no
continente africano é de 4,6 filhos por mulher, enquanto na Europa esta taxa é de 1,45 filhos por mulher. O
Brasil, que é o pais mais populoso da comunidade de lingua portuguesa, passara dos atuais 194,2 milhdes de
habitantes para 254,1 milhdes.

A agricultura na Asia ilustra a importancia da biotecnologia para o Terceiro Mundo. No inicio da
década de 90, contava com mais de 50% da populacdo mundial, mais de 70% das familias agricultoras do mundo
e apenas 25% das terras araveis do planeta. Antevia-se que no inicio do século XXI, a disponibilidade de terra
per capita seria de 0,1 hectares na China e 0,14 hectares na india. O indice de crescimento da populagio na Asia
era de 1,86% no inicio da década de 90. A estratégia utilizada pela China e india para alimentar sua populagio
crescente fundamentou-se no planejamento e aplicagdo continua de melhoria dos rendimentos. Com essa
finalidade, a China dedicou-se, nas Ultimas duas décadas, a exploragdo em grande escala dos hibridos do arroz e
a biotecnologia contribuiu para aumentar a produtividade dos produtos cultivaveis.

Como exemplo da evolucéo biotecnoldgica pode-se citar a Genzyme Europe B.V. que em 2006 lancou
uma anti-trombina recombinante humana (ATryn®) produzida por cabras transgénicas que passavam a sintetiza-
la e libera-la no leite. A ATryn® foi entdo o primeiro medicamento recombinante no mercado internacional cuja
producdo ndo foi através de bactérias ou por cultivo celular (Palma, 2008) e com custo mais acessivel.
Pesquisadores de areas afins investiram tempo e desenvolveram novos conhecimentos. As linhas de pesquisas
voltaram-se para a inducdo das células-tronco pluripotentes resultando numa evolucdo notével e competitiva
num periodo inferior a trés anos (Tab. 1).

Tabela 1. Evolugdo das pesquisas com clonagem de células-tronco pluripotentes induzidas
Descoberta

Autoria

Agosto/2006 . Takahashi

2006

Com quatro genes foi possivel produzir o primeiro
camundongo a partir de células-tronco pluripotentes
induzidas (iPS)

e Yamanaka,

Okita et al., 2007
Wernig et al., 2007
Maherali et al., 2007

Yu et al., 2007
Takahashi et al., 2007
Park et al., 2008

Junho/2007 = Células-tronco pluripotentes induzidas podem gerar todos

tipos de células

= As células humanas sdo induzidas a pluripotencialidade

Novembro-
Dezembro/2007 =

O oncogene c-Myc ndo é requisito para reprogramacao
celular

= iPS curam camundongos com anemia falciforme

Agosto/2008 = |PS séo produzidas de pacientes com doencas multiplas

Wernig et al., 2008
Nakagawa et al., 2008

Hanna et al., 2007

Park et al. 2008
Dimos et al., 2008

Setembro- ]
Outubro/2008

iPS de camundongos sdo reprogramadas sem integracdo
de DNA detectavel

Dezembro/2008 = Células-tronco pluripotentes induzidas de pacientes com
doenca neurodegenerativa sugerem que é possivel simular a

doenga in vitro

Stadtfeld et al., 2008
Okita et al., 2008

Ebert et al. 2009

Marco/2009 =
pluripotentes induzidas

= iPS humanas sdo reprogramadas sem integracao genética

Cientistas reprogramam genes a partir de células-tronco

Woltjen et al., 2009
Kaji et al., 2009

Soldner et al., 2009
Yu et al., 2009

O jornal “The Washington Post” publicou em janeiro de 2008 o artigo “Clonagem animal: um acesso de

risco” enfatizando o consumo de alimentos provenientes de clones bovinos, ovinos e caprinos, de suas progénies,
bem como estudos focados na composicdo do leite de animais clonados destinados ao consumo humano. Por
outro lado, a Food and Drugs Administration (FDA), entidade responsavel pelo controle de producéo, qualidade,
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venda de alimentos e medicamentos nos Estados Unidos liberou, também em 2008, os produtos (carne e leite) de
clones e de seus descendentes para consumo humano, sob o argumento de que a clonagem ndo produz alteracéo,
adicdo ou mudanca no DNA como provoca a engenharia genética.

A possibilidade de obter células pluripotentes de especificos pacientes vislumbra novas perspectivas de
estudo de doengas hereditarias quando a causa da mutacdo é desconhecida. Este é o foco de uma das pesquisas
coordenadas pelo Dr. lan Wilmut, na Inglaterra.

A clonagem nuclear e a transgénese sdo tecnologias genéticas que ainda necessitam investimento
cientifico e resolucGes legislativas. As técnicas de producdo in vitro de embrides integram os procedimentos de
clonagem, que por sua vez sdo fundamentais para a producéo de bovinos transgénicos. Sera imprescindivel que a
sociedade alcance consenso cientifico, politico e social, para a aplicagdo da clonagem e da transgenia, na
producdo de medicamento para a cura de doengas humanas, e que as utilize de forma ética.

Na producéo animal, num futuro promissor, estas técnicas poderdo ser aplicadas em larga escala para se
produzir com maior eficiéncia. A aplicacéo dessas biotecnologias na producéo de alimentos em larga escala com
menor gasto energético, especialmente na producdo animal, devera crescer e representard uma necessidade para
0s paises produtores e com foco na reducdo ambiental, entre eles, e cada vez mais, o Brasil, que ja possui 0
maior rebanho bovino comercial do mundo.
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