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Resumo

Os fatores que influenciam o sucesso da transferéncia nuclear (TN) sdo divididos em aspectos
bioldgicos e técnicos. O preparo de citoplastos é uma etapa técnica, porém crucial, pois essas estruturas devem
ser habeis em reprogramar o nucleo transferido e assegurar o desenvolvimento de embrides reconstituidos.
Viarios procedimentos de enucleacdo foram desenvolvidos e tém sido utilizados na TN, mas a qualidade ¢ a
quantidade de citoplasma dos 06citos receptores variam de acordo com o método usado. Abordagens alternativas
de enucleacdo para a TN, tais como a enucleagdo assistida ou induzida quimicamente, além de outros novos
procedimentos, como a enucleagdo de oocitos livres de zona pelucida, tanto por meio de micromanipulagdo
quanto manualmente (clonagem manual), sdo discutidos nesta revisao.
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Abstract

Factors influencing the success of nuclear transfer (NT) are divided into biological and technical
aspects. The preparation of cytoplasts is a technical, however, crucial step, because these structures must to be
able to reprogram the transferred nucleus and to ensure the development of reconstructed embryos. Several
enucleation procedures have been developed and used in NT, but the quality and quantity of the recipient
cytoplasm vary with the method used. Enucleation alternative approaches for NT such as chemical-assisted or
chemical-induced enucleation besides other new procedures as enucleation of zona-free oocytes either by
micromanipulation or by hand (handmade cloning) are discussed in this review.
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Introducéo

Atualmente, gracas a evolucdo da tecnologia de transferéncia nuclear (TN), é possivel a obtengdo de
individuos geneticamente idénticos. A produgdo de clones ¢ de grande interesse tanto para a comunidade
cientifica quanto para a indistria. O crescente interesse por essa biotécnica pode ser explicado por sua gama de
aplicagoes, dentre elas, ndo apenas no melhoramento genético, visando a multiplicagdo de individuos superiores,
mas também na propagacdo de individuos modificados geneticamente, na preservagdo de espécies ameagadas de
extin¢do e na biomedicina, devido a possibilidade de producao de 6rgdos e tecidos (clonagem terapéutica).

Embora existam varios relatos de avangos na TN nos ultimos anos, verifica-se ainda uma baixa
eficiéncia desse procedimento. A baixa viabilidade dos embrides reconstituidos € principalmente expressa pela
reducdo na taxa de implantacdo, pelo aumento na taxa de mortalidade fetal e perinatal e pelas diversas anomalias
observadas nos animais recém-nascidos.

Dois componentes celulares sdo essenciais para a produgdo de um clone: o nucleo doador (carioplasto) e
o0 oo6cito enucleado receptor (citoplasto), cuja constitui¢do citoplasmatica deve ser suficientemente competente
para permitir a reprogramag¢do do nucleo transferido e dar suporte ao desenvolvimento a termo. Portanto, a
enucleagdo oocitaria ¢ um fator extremamente importante para o sucesso da clonagem de animais.

O procedimento de enucleagdo na TN tradicional é invasivo e envolve a coloragdo do nucleo e a
exposicao a irradiagdo ultravioleta, que provoca alteragdes de membrana ¢ de componentes intracelulares dos
oocitos (Smith, 1993). A injuria causada ao odcito receptor ¢ agravada pela remogdo de grande volume de
citoplasma ao redor da placa metafasica durante o procedimento convencional de enucleagdo, que contém
RNAm, proteinas e precursores moleculares essenciais desde o desenvolvimento inicial até a ativagdo do
genoma embriondrio (Barnes e Eystone, 1990).

O objetivo desta revisdo ¢ apresentar relatos recentes de procedimentos alternativos que facilitam o
processo de enucleagdo e possibilitam a obtengdo de citoplastos competentes para o processo de TN.

Recebido: 4 de setembro de 2009
Aceito: 28 de janeiro de 2011



WY

Saraiva et al. Métodos alternativos de enucleagdo oocitaria utilizados na transferéncia nuclear em animais.

Historico e aplica¢des da clonagem de animais

Speemann (1938) propds inicialmente o conceito da “equivaléncia nuclear”, ou seja, que o nucleo de
células diferenciadas teria a capacidade de iniciar e sustentar o desenvolvimento embrionario normalmente.
Contudo, somente em 1952, Briggs e King demonstraram, em suas pesquisas com anfibios (Rana pipiens), que o
isolamento do nucleo de células embriondrias em blastula e sua introdugdo no interior do citoplasma de um
zigoto previamente enucleado seria capaz de proporcionar o desenvolvimento embrionario normal até o estadio
larval de girino.

O primeiro relato de mamiferos nascidos a partir de embrides reconstituidos foi descrito em
camundongos por Illmensee e Hope (1981). A técnica envolvia o isolamento do ntcleo de células da massa
celular interna e sua introducdo direta no citoplasma de zigotos, que eram posteriormente enucleados.

McGrath e Solter (1983) sdo considerados os pioneiros na reconstrugdo de embrides mamiferos
utilizando o método denominado transferéncia nuclear (TN), que envolve microcirurgia e fusdo celular, ¢ ndo
requer o isolamento ¢ a inje¢dao do niicleo no interior do citoplasma. Porém, o primeiro relato de um mamifero
nascido a partir dessa técnica foi descrito por Willadsen et al. (1986), em ovinos.

O desenvolvimento da técnica de TN em mamiferos a partir de células embriondrias e o crescente
interesse da industria e de centros de pesquisa na multiplicagdo de animais geneticamente idénticos fizeram com
que novos estudos fossem realizados, utilizando-se células em estadio de diferenciacdo mais avancado. A
possibilidade de estabelecimento e manutengdo de culturas de células a serem utilizadas como fonte doadora de
nucleo foi fundamental para o desenvolvimento da técnica descrita por Wilmut et al. (1997), que resultou no
nascimento da ovelha “Dolly”, o primeiro clone produzido a partir de células somaticas diferenciadas obtidas de
um animal adulto.

Desde entdo, a clonagem utilizando células somaticas adultas diferenciadas ja foi relatada com éxito em
diversas outras espécies, como em bovinos (Kato et al., 1998), camundongos (Wakayama et al., 1998), caprinos
(Baguisi et al., 1999), suinos (Polejaeva et al., 2000), gatos (Shin et al., 2002), coelhos (Chesne et al., 2002),
ratos (Zhou et al., 2003), mulas (Woods et al., 2003), equinos (Galli et al., 2003), cervideos (Burke, 2003), caes
(Lee al., 2005), ferrets (Li et al., 2006), bufalos (Shi et al., 2007) e lobos (Kim et al., 2007).

A TN ¢ uma técnica com varias aplicagdes, como sele¢do animal, producdo de animais transgénicos,
conservacdo de espécies ameagadas de extingdo e pesquisas relacionadas a diferenciacdo celular e interagdo
nucleo-citoplasmatica. Além de contribuir com a ciéncia bdasica, permitindo melhor compreensdo dos
mecanismos genéticos e epigenéticos envolvidos na embriogénese, a clonagem apresenta importantes aplicagoes
em estudos de diferenciaggo celular e na possibilidade de transplante de 6rgdos e tecidos, com as ferramentas da
clonagem terapéutica e xenotransplantes (Niemann et al., 2003).

Do ponto de vista de produgo animal, atualmente a clonagem esta restrita a rebanhos de elite e animais
com caracteristicas especiais (Meirelles et al., 2007). Ha necessidade de se ressaltar que a passagem do material
genético dos clones para seu ciclo germinal é suficiente para corrigir eventuais falhas epigenéticas, de modo que
os gametas dos clones sdo geneticamente e epigeneticamente semelhantes aos gametas dos individuos originais
(Wells, 2005).

Um passo importante para a comercializagdo de clones foi a divulgacdo de um relatdrio elaborado pelo
Food and Drug Administration — (FDA), constatando, com base em uma série de estudos, que ndo ha risco a
satide humana associado ao consumo de produtos derivados (carne e leite) de clones bovinos (Heyman et al.,
2007; Rudenko e Matheson, 2007).

Porém, as taxas de sucesso da TN, avaliadas pelo nimero de animais nascidos, permanecem na ordem
de 1 a 5%, na maioria das espécies domésticas (Campbell et al., 2005). A baixa eficiéncia da clonagem e a alta
mortalidade de clones podem ser causadas, em parte, pela expressdo desbalanceada de alguns genes importantes
para o desenvolvimento embrionario ¢ fetal.

Os padrdes de expressdo génica em embrides no periodo pré-implantacional sdo alterados pelas
condigdes de cultivo in vitro, incluindo o sistema basico de cultivo, como a suplementagdo proteica (Wrenzycki
et al., 1999, 2001a) e o protocolo de transferéncia nuclear (Wrenzycki et al., 2001b), sendo que modificagdes do
protocolo de TN, como tipo de célula utilizada, nimero de repiques, ciclo das células doadoras de nucleo,
processo de enucleagdo e protocolos de ativagdo, apresentam varios efeitos nos padroes de expressdao desses
genes. Assim, processos alternativos que resultem em menores injurias provocadas aos odcitos receptores t€m
sido buscados ultimamente.

Producéo de citoplastos receptores

A técnica de reconstituigdo por transferéncia nuclear envolve, basicamente, as seguintes etapas:
obtengdo das células doadoras de nucleo, obtengdo de odcitos receptores, remogdo da cromatina (enucleago),
sincronizagdo do ciclo celular entre célula doadora e citoplasto, introducdo do nucleo doador no odcito receptor,
ativagdo do oocito reconstituido, cultivo in vitro e inovulagdo dos embrides.

De modo geral, tém-se utilizado no processo de reconstitui¢ao odcitos maturados in vitro em estadio de
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metafase II. Nas espécies domésticas, principalmente em bovinos, devido a disponibilidade de ovarios de
abatedouro, usados nos procedimentos de fecundagdo in vitro, o emprego deste tipo de fonte doadora de
citoplasma tem sido rotina na maioria dos laboratorios.

Para que o nucleo doador possa iniciar seu desenvolvimento no citoplasto, ¢ necessaria a prévia
remo¢ao do DNA dos o6citos. Este processo, denominado de “enucleagdo oocitaria”, é essencial na TN para a
manutencdo da correta ploidia do embrido reconstituido. No procedimento convencional, a enucleagdo ¢
realizada por microcirurgia, utilizando-se o6citos em estddio de metafase II, com aspiracdo, para o interior de
uma micropipeta, do primeiro corpusculo polar e de parte adjacente do citoplasma do odcito.

Em camundongos e ratos, os cromossomos em metafase Il sdo visiveis em microscopio Optico como
uma area transltcida (Fulka et al., 2004), porém esse ndo ¢ o caso de outras espécies de mamiferos, como suinos,
bovinos, ovinos ¢ caprinos, nas quais a visualizagdo dos cromossomos dificilmente é possivel sem a coloragéo
do DNA (Yin et al., 2002b) em decorréncia da maior taxa de lipideos. Desse modo, a maioria dos protocolos
utiliza o corante especifico de DNA Hoechst 33342, o qual, sob excitagdo a luz ultravioleta (UV), permite a
visualizagdo da cromatina e a confirmagdo da enucleag@o. Porém, sabe-se que a irradiagdo UV causa significante
diminuicdo no desenvolvimento de embrides ao estddio de blastocisto, principalmente devido a indugdo de
alteragdes de membrana e de componentes intracelulares de o6citos bovinos (Smith, 1993).

Métodos alternativos de enucleagdo oocitaria

Alguns laboratérios adotam a enucleag@o de oo6citos em metafase Il “as cegas”, guiando-se apenas pelo
1° corptsculo polar (CP), porém as taxas de enucleacdo ndo sdo muito altas devido ao deslocamento da
cromatina presente no citoplasma do odcito em relagdo ao 1° CP no decorrer do tempo de maturagdo, como
mostrado por Mohamed Nour et al. (1999). Esses autores observaram a cromatina em metafase 11 em diferentes
localizagdes em relagdo ao CP apds 18 a 20 horas de maturagdo, encontrando 40,7% do material nuclear
imediatamente adjacente ao CP, 28,8% proximo ao CP, mas ndo em intima associagdo, 15,3% no meio do
citoplasma e 15,3% do material localizado na regido oposta ao CP.

A primeira tentativa de expansdo das fronteiras convencionais foi a técnica descrita por Fulka e Moor
(1993), a enucleacdo quimica oocitaria total, utilizando-se um inibidor de sintese proteica, o etoposideo, em
odcitos em metafase I, para auxiliar no processo de enucleagdo durante a extrusdo do 1° CP.

Tatham et al. (1995) também desenvolveram uma técnica de enucleagdo oocitaria, submetendo oocitos
bovinos a centrifugacdo em um gradiente descontinuo de Percoll, para estratificacdo das organelas em varios
graus de densidade dentro do citoplasma. Essa técnica também foi relatada por Savard et al. (2004) em suinos e
por Wagoner et al. (1996) em bovinos. Nesta tltima espécie, os autores observaram reducdo na taxa de clivagem
embrionaria.

Outro método que tem sido considerado eficiente no preparo de citoplastos para a TN em bovinos ¢ a
enucleagdo em telofase (Bordignon e Smith, 1998), também descrita em ovinos (Peura et al., 2003) e
camundongos (Munsie et al., 2002). A técnica consiste na ativagdo partenogenética de o6citos maturos ¢ na
remogao do 2° CP junto com pequena quantidade de citoplasma ao redor, por meio de micromanipulagéo.

Como o fluorocromo Hoechst 33342 (normalmente utilizado no procedimento convencional) possui um
comprimento de onda curto (excitagdo 350 nm), ele acaba transferindo grande quantidade de energia ao material
biolégico sob excitagdo. Assim, Dominko et al. (2000) mostraram a possibilidade do uso de fluorocromos
alternativos ao Hoechst 33342, com maior comprimento de onda, para coloracdo de cromatina (Sybr 14) e
microtibulos (tubulina conjugada a rodamina) em odcitos bovinos. Porém, ndo foram encontrados resultados
adicionais sobre a viabilidade de estruturas expostas a esses fluorocromos.

Ainda, od6citos livres de zona peltcida (“zona free”) t€ém sido empregados com sucesso no procedimento
de TN, tanto por meio de micromanipulagido (Oback et al., 2003) quanto pela técnica de clonagem manual ou
“Handmade Cloning” (Vajta et al., 2001, 2003). A técnica de clonagem manual foi inicialmente baseada na
bisseccdo ao acaso de oocitos livres de zona pelucida, com o uso de microlaminas sob um estereomicroscopio.
Em seguida, os demi-oocitos eram corados com Hoechst 33342 e expostos a irradiacdo UV, separando-se
citoplastos de carioplastos. Essa técnica simplificada ja foi relatada em suinos (Kragh et al., 2005) e bovinos
(Vajta et al., 2001, 2003; Bhojwani et al., 2005; Pedersen et al., 2005) permitindo, inclusive, o nascimento de
bezerros sadios (Tecirlioglu et al., 2003; Bartels et al., 2004).

A enucleagdo manual de odcitos livres de zona pelicida também pode ser orientada pelo corpusculo
polar, mas apresenta algumas desvantagens. A separacdo entre o CP e o odcito que ocorre ap6s a digestdo com
pronase pode ser prevenida pela pré-incubacdo do oodcito em fito-hemaglutinina, mas €, até certo ponto,
inconsistente. Ainda, um efeito desfavoravel é que a fito-hemaglutinina dificulta a completa digestdo da zona
pelucida pela pronase (Vajta et al., 2004). Outra possibilidade de orientagdo € por meio da enucleacdo assistida
quimicamente, técnica baseada no tratamento de odcitos com agentes desorganizadores de microtibulos,
induzindo a extrus@o de uma protrusdo visivel na superficie do odcito, que contém toda a cromatina condensada
(Vajta, 2007).

Além das técnicas de enucleagdo descritas, outras que envolvem enuclea¢do quimica tém sido adotadas
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em varios procedimentos de TN.
Enucleacdo quimica

E reconhecido que a sele¢io de odcitos receptores de alta qualidade para a TN aumenta a eficiéncia da
clonagem e o numero de crias obtidas. Como foi dito anteriormente, o procedimento de enucleagdo convencional
¢ invasivo e envolve a coloragdo do nucleo com Hoechst 33342 e utilizagdo de irradiacdo UV para confirmagdo
da enucleagao.

Considerando-se que o odcito ¢ enucleado durante o processo de TN, os defeitos de cromatina
induzidos pela irradiacdo UV podem ndo ter papel na alteragdo do potencial de desenvolvimento de embrides
oriundos desta técnica. Porém, o DNA mitocondrial permanece nos citoplastos enucleados podendo ser afetado
durante a exposi¢ao a UV, alterando, dessa forma, o metabolismo do embrido reconstituido (Russel et al., 2005).

A injaria causada ao odcito é agravada pela remogdo de volume consideravel de citoplasma ao redor da
placa metafasica do odcito receptor durante o procedimento de enucleagdo, citoplasma que contém RNAm,
proteinas e precursores moleculares essenciais ao desenvolvimento embrionario inicial até a ativagdo do genoma
embrionario. O procedimento de enucleagdo ¢ também considerado um evento crucial para a clonagem devido a
eliminacdo de qualquer contribuigdo genética do citoplasma receptor. Rotineiramente, a enucleacio pode resultar
em até 30% de DNA residual nos citoplastos (Li et al., 2004).

Assim, a enucleagdo quimica ¢ um procedimento muito atrativo por causar minima diminui¢cdo do
volume citoplasmatico e do conteudo proteico e molecular, além de fatores associados ao fuso, que sdo
essenciais para o adequado desenvolvimento embrionario (Russel et al., 2005). Varias substancias t€ém sido
utilizadas para indugdo de enucleacdo quimica, incluindo o etoposideo (Fulka e Moor, 1993), a colchicina ¢ a
demecolcina (Baguisil e Overstrom, 2000; Gasparrini et al., 2003; Ibafiez et al., 2003).

Odbcitos murinos em metafase I, cultivados em meio suplementado com etoposideo, um inibidor de
topoisomerase Il que previne a separagdo entre os cromossomos, seguido pelo tratamento=com ciclo-heximide,
um inibidor de sintese proteica, apresentaram extrusdo de todo o material nuclear junto ao 1° CP, sendo que esse
protocolo propiciou 96% de eficacia na enucleagdo, de acordo com Fulka e Moor (1993). Porém, na mesma
espécie, desenvolvimento limitado foi observado com o uso de citoplastos provenientes dessa técnica (Gasparrini
et al., 2003). Além de murinos e suinos (Savard et al., 2004), esse procedimento também foi descrito em
bovinos, utilizando-se a demecolcina como agente quimico auxiliador da enucleagao, entretanto, ndo apresentou
resultados satisfatorios na ultima espécie (Saraiva et al., 2009).

A enucleacdo assistida quimicamente de odcitos em meiose II é outra técnica que vem despertando
grande interesse da comunidade cientifica. Normalmente, utiliza-se um agente desestruturador de microtabulos,
a demecolcina, que induz a formag@o de uma protrusido na regido cortical oocitaria, proxima ao 1° CP, contendo
todo o material nuclear condensado. Acredita-se que, apds a desorganizacdo do fuso meidtico, 0s cromossomos
fiquem condensados e, assim, se localizem préximos a membrana plasmatica, ancorados em local rico em actina,
fornecendo uma estrutura rigida ao cortex oocitario, o que leva a formagdo de uma protrusdo nessa regido
(Kawakami et al., 2003). Desse modo, permite-se a retirada desse material por meio de micromanipulag@o, sem a
necessidade de coloragdo dele.

Essa técnica ja foi relatada em coelhos (Yin et al., 2002a), suinos (Yin et al., 2002b), murinos
(Gasparrini et al., 2003) e bovinos (Li et al., 2004; Vajta et al., 2005; Saraiva et al., 2009), resultando em ndo
comprometimento do desenvolvimento in vivo e possibilitando o nascimento de clones. Ainda, tem
proporcionado taxas de enucleacdo entre 90 e 100% em espécies domésticas, como suinos (Kawakami et al.,
2003) e bovinos (Tani et al., 2006), apresentando alta confiabilidade e eliminando a necessidade do uso de
corantes especificos de DNA. Além disso, a quantidade de citoplasma retirada durante a micromanipulagdo é
bem inferior (5 a 10%) quando comparada a técnica convencional (~30%).

Outra técnica interessante ¢ a enucleacdo induzida quimicamente de odcitos pré-ativados, que visa a
extrusdo de todo o material nuclear juntamente com o 2° CP, e que ja foi descrita em murinos (Baguisi e
Overstrom, 2000; Gasparrini et al., 2003; Ibafiez et al., 2003), coelhos (Yin et al., 2002a), caprinos (Ibanez et al.,
2002), ovinos (Gasparrini et al., 2002) e bovinos (Russel et al., 2005). Porém, quando se compara a enucleago
ndo invasiva de oocitos em metafase I ou metafase 11, ha uma marcante diferenga. Enquanto no primeiro caso, o
CP com todo o contetido nuclear é completamente liberado do odcito, no segundo caso o contato entre o 2° CP e
o citoplasma do odcito persiste, fornecendo, dessa forma, uma enucleacdo somente temporaria (Fulka et al.,
2004) e exigindo retirada do CP por meio de micromanipulagao.

Uma vantagem adicional das técnicas de enucleagdo quimica é que elas permitem a remogao dos
cromossomos sem eliminar o fuso meiodtico (Costa-Borges et al., 2009). De acordo com Simerly et al. (2004), a
remogdo do fuso meidtico durante a enucleagdo convencional parece ser um dos fatores responsaveis pelo baixo
desenvolvimento de embrides reconstituidos com células somaticas, pelo fato de o centrossomo e de algumas
proteinas motoras, vitais para a formagdo do polo do fuso mitotico, serem retirados do ooplasma, resultando em
disfungdes do fuso e em embrides aneuploides. Além disso, a enucleagdo mecanica tradicional diminui a
quantidade de y-tubulina associada ao fuso em o6citos murinos (Van Thuan et al., 2006). Diante desse cenario,
métodos de enucleagdo quimica contribuem para a conservagdo de fatores associados ao fuso nos odcitos
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enucleados, o que pode ser traduzido em maior qualidade embrionaria.
Finalmente, ¢ necessario que se pondere a agdo de alguns agentes utilizados em procedimentos de
enucleag@o quimica sobre as cinases dependentes de ciclinas.

Ciclo de divisdo celular e controle exercido pelas cinases dependentes de ciclinas (CDKSs)

Dentre os reguladores do ciclo celular, as cinases dependentes de ciclinas (CDKs) exercem papel central
no inicio e na ordenacdo dos eventos de divisdo celular, regulando a progressdo das fases Gy, S, G, e M
(Knockaert et al., 2002).

As principais mudangas que ocorrem durante a maturacdo oocitaria de varias espécies sao
acompanhadas por alteragdes na atividade das CDKs. A ativag¢do das duas principais cinases envolvidas na fase
M, denominadas MPF (fator promotor da maturagdao) e MAPK (proteina cinase ativada por mitdgeno), esta
correlacionada a alteragdes no estado de fosforilagdo dessas proteinas (Robert et al., 2002).

O MPF ¢é um dimero proteico formado pela ciclina B1 (subunidade regulatoria) e pela proteina p3
(subunidade catalitica; Sun et al., 2002), o qual promove fosforilagdo das laminas, que sdo algumas das proteinas
que compdem a ldmina nuclear, com consequente ruptura do envelope nuclear, além de levar a fosforilagdo das
histonas, o que desencadeia a condensacdo cromossdmica. A ac¢do da proteina cinase ativada por mitégeno
(MAPK) na regulacdo dos eventos do ciclo celular pode ser desvinculada da agdo do MPF em odcitos
mamiferos. A MAPK ¢ ativada pela MAP cinase (MAPKK ou MEK) que, por sua vez, ¢ regulada pela proteina
Mos.

4cdc2

A ativagdo dessas proteinas desencadeia a fosforilagdo de varios substratos, incluindo laminas nucleares
(Dessev et al., 1991), histona HI (Langan et al., 1989), tubulina presente no fuso meiético (Verde et al., 1990) e
proteinas associadas aos centros organizadores de microtiibulos (MTOCs; Centoze e Borisy, 1990; Buendia et
al., 1992). A fosforilagao catalisada pelo MPF ¢ pela MAPK ¢ tida como indutora da GVBD, que ¢ um complexo
evento que promove a ruptura do envelope nuclear e a condensagao e individualizagdo dos cromossomos (Motlik
et al., 1996).

Numerosos estudos tém demonstrado a importancia da sincronizag¢ao do ciclo celular entre o nucleo da
célula doadora e o odcito receptor no potencial de desenvolvimento de embrides reconstituidos, de forma que
seja mantida a correta ploidia do embrido (Bordignon et al., 2001). Esses conceitos estdo baseados
principalmente nos efeitos que o MPF tem sobre o ntcleo. Na sua forma ativa, o MPF regula os processos de
duplicagdo e divisdo celular, numa cascata de eventos, em que se observa rompimento do envelope nuclear,
condensacdo dos cromossomos, reorganizagdo do citoesqueleto e alteracdes na morfologia da célula, o que
permite a ela entrar em mitose ou meiose (Masui, 1992).

Alguns relatos sugerem que a indug@o da quebra do envelope nuclear e a condensagdo cromossémica
sdo essenciais para a reprogramagdo nuclear, sendo que esses eventos aumentariam o potencial de
desenvolvimento de embrides reconstituidos. Embora existam evidéncias de que a utilizagdo de citoplastos ndo
ativados (odcitos enucleados em metafase II) e células doadoras sincronizadas antes da fase S proporcionem
melhor reprogramacgao nuclear e desenvolvimento embrionario (Tani e Tsunoda, 2001), ndo se pode descartar a
possibilidade do uso de citoplastos com baixas concentragdes do MPF na clonagem, uma vez que ja foi
demonstrada sua viabilidade, com a producédo de clones a termo (Baguisi et al., 1999).

Existem relatos recentes que mostram alteracdo da atividade dessas cinases em técnicas de enucleagdo
assistidas quimicamente. Tani et al. (2006) e Li et al. (2009) observaram aumento significativo da atividade do
MPF apds exposicdo de odcitos bovinos a demecolcina. Além disso, também ha estudos que mostram alteragdo
na atividade da MAPK em odcitos enucleados pelas mesmas técnicas (Lan et al., 2008; Li et al., 2009).

Técnicas de enucleagdo que envolvem o processo de pré-ativag@o, porém, levam a uma diminuigdo da
atividade do MPF no momento da reconstituicdo embrionaria, como, por exemplo, na técnica de enucleagdo em
telofase (Bordignon e Smith, 1998) e nas técnicas de enucleagdo quimica que visam a extrusdo de todo o
material nuclear junto ao 2° CP (Ibafiez et al., 2002; Gasparrini et al., 2002; Russel et al., 2005), as quais
preconizam o uso de oocitos ativados.

Considerando-se a a¢do das CDKs sobre o nucleo transferido, a natureza dos “fatores reprogramadores”
em mamiferos ainda ndo esta bem esclarecida. O fato de que quando células do cumulus fundidas com od6citos
bovinos receptores em metafase II sdo reprogramadas, mas ndo quando fundidas com odcitos ativados seis horas
antes (Tani et al., 2006), indica que o MPF ¢ um candidato a fator reprogramador. No entanto, existem
controvérsias quanto a real necessidade de exposicdo do nucleo a um ambiente com alta atividade de MPF,
sendo que outros fatores também estariam relacionados ao processo de reprogramagao.

Quando nucleos somaticos sdo introduzidos em odcitos ndo ativados, ou seja, em metafase II, o
envelope nuclear rompe-se rapidamente, e 0s cromossomos sd3o expostos ao citoplasma do odcito e
reprogramados (Tani et al., 2003). Porém, quando ntcleos somaticos sdo transferidos para o6citos que estdo na
fase S, ou secja, ativados partenogeneticamente, o envelope nuclear ndo se rompe, e, ainda assim, o0s
cromossomos das células doadoras sdo reprogramados durante o aumento do volume nuclear (Tani et al., 2003).
O que se percebe ¢ que ha um limite de tempo de ativagdo para que o nucleo consiga se reprogramar € nao
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ocorra agdo prejudicial ao desenvolvimento.
Conclusdes

Constata-se que, dentre os procedimentos alternativos mencionados anteriormente, a técnica de
enucleagdo induzida quimicamente, tanto de odcitos em metafase I como de odcitos em metéafase II ativados, é
um procedimento muito atrativo por se tratar de uma técnica ndo invasiva, que, a principio, exclui o processo de
micromanipulagdo da enucleagdo, além de causar minima diminui¢do do volume citoplasmatico. Todavia, é
importante ressaltar que os citoplastos receptores obtidos por essa técnica apresentam baixa atividade do MPF,
sendo que ainda ha controvérsias quanto a real necessidade de exposi¢do do nucleo a um ambiente com alta
atividade desse fator. Adicionalmente, a aplicagdo da técnica em oocitos em metafase I tem mostrado resultados
insatisfatorios em espécies domésticas, além de exigir micromanipula¢do quando aplicada em oocitos em
metafase II.

Acredita-se que, entre os métodos alternativos atualmente disponiveis, as técnicas de clonagem manual
(“Handmade Cloning”) e de enucleagdo assistida quimicamente sdo as mais promissoras, ja que ambas t€m
possibilitado a obtengdo de animais saudaveis, com resultados proximos aos obtidos pela técnica convencional,
porém com as vantagens e facilidades discutidas anteriormente. Ainda, uma associagdo entre essas duas técnicas
se mostrou bastante interessante (Vajta, 2007), sendo a técnica de clonagem manual facilitada pelo uso do agente
quimico demecolcina durante o processo de enucleagao.

A técnica de enucleagdo assistida quimicamente tem proporcionado taxas de enucleacdo entre 90 e
100%, eliminando a necessidade do uso de corantes especificos de DNA e possibilitado a retirada de pequena
quantidade de citoplasma durante a enucleacgdo, além de contribuir para a conservacdo de fatores associados ao
fuso.

Portanto, a identificacdo e a selecdo de odcitos doadores de citoplasma de maior qualidade certamente
irdo melhorar a eficiéncia da clonagem, e dentro desse contexto, as técnicas alternativas de enucleacdo podem
contribuir imensamente. Assim, estudos adicionais que melhor caracterizem os eventos celulares e moleculares
que envolvem as técnicas alternativas de enucleagdo terdo grande valia para o avango da TN, gerando maiores
perspectivas para automagdo do processo, que ainda € bastante laborioso e pouco eficiente na técnica
convencional.
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