Y

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.39, n.4, p.369-374, out./dez. 2015. Disponivel em www.cbra.org.br

Premissas e promessas da clonagem interespecifica de espécies em risco de extin¢io
Premises and promises of interspecific cloning in endangered species

L.C. Magalhies, R.I.T.P. Batista, J.M.G. Souza-Fabjan, L.M. Melo, M.H. Bhat, V.J.F. F reitas'

Universidade Estadual do Ceara, Faculdade de Veterinaria, Laboratorio de Fisiologia e Controle da Reprodugio,
Fortaleza, CE, Brasil.
'Correspondéncia: vicente.freitas@uece.br

Resumo

Nos ultimos anos, a transferéncia nuclear de células somaticas interespecifica (TNCSi) tem recebido
destaque devido a possibilidade de resgatar material genético de animais extintos ¢ de auxiliar na multiplicagéo
de espécies em vias de extingdo. No entanto, apesar dos avangos obtidos até o momento, a TNCSi ainda
apresenta baixa eficiéncia por possuir, por exemplo, altas taxas de perdas embriondrias e mortalidade apds o
nascimento. Esses eventos estdo relacionados com uma reprogramacdo anormal, que inclui a capacidade do
odcito de modificar o estado de uma célula somatica diferenciada para um estado de pluripoténcia. Assim, esta
revisdo tem por objetivo descrever o uso dessa biotécnica em diferentes espécies, relatar aspectos moleculares
que comprometem o sucesso do desenvolvimento embrionario, bem como mostrar sua importancia na medicina
por meio da clonagem terapéutica.
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Abstract

In last years, the interspecific Somatic Cell Nuclear Transfer (iSCNT) has been highlighted due to the
possibility of recovering genetic material of extinct animals and aid to multiplied endangered species. However,
despite the progress achieved to date, the iSCNT still has low efficiency by having, for example, high rates to
both embryonic loss and mortality after birth. These events are related to an abnormal reprogramming, which
includes the oocyte's ability to modify the state of a differentiated somatic cell to a state of pluripotency. So this
review is to describe the use of this biotechnical in different species, reporting molecular aspects that
compromise the success of embryonic development as well as show their importance in medicine by therapeutic
cloning.
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Introducao

A biodiversidade na terra vem sendo afetada tanto pelas alteragdes climaticas quanto por agdes
antropologicas, sendo a ultima a principal responsavel pela extingdo de diferentes espécies. Algumas estimativas
demonstram que, devido as mudangas no uso da terra, até 2100 o numero de espécies extintas pode variar de 0,2
a 16% (Jantz et al., 2015; Kitzes e Harte, 2015).

Em algumas espécies de mamiferos, existe uma necessidade urgente de acdes de conservacdo por meio
da aplicagdo de tecnologias de reprodugdo assistida, tais como a transferéncia nuclear de células somaticas ou
TNCS (Priya et al.,, 2014). Adicionalmente, a TNCS interespecifica (TNCSi) vem surgindo como uma
alternativa promissora nesses programas. Assim, esta revisdo tem por objetivo descrever as premissas dessa
biotécnica em espécies em risco de extingdo, bem como elucidar as promessas que ela pode trazer para o sucesso
do desenvolvimento embrionario.

TNCS

A TNCS consiste em transferir nicleos de células doadoras para o interior de odcitos maturos
enucleados, resultando na producdo de individuos geneticamente idénticos ao animal doador de nucleo. Essa
biotécnica possui diversas etapas interligadas, as quais incluem: selecdo de células receptoras (citoplastos),
selecdo e cultivo de células doadoras de nucleo (carioplastos), reconstru¢cdo embrionaria compreendendo as
etapas de fusdo e ativagdo celular, cultivo e transferéncia dos embrides clones para fémeas receptoras (Pereira e
Freitas, 2009). Essa técnica apresenta diversas aplicagdes que vdo desde estudos basicos de embriologia e
placentag@o até os mais aplicados, como a produgdo de animais transgénicos (Pereira et al., 2013) e a clonagem
terapéutica (Loi et al., 2016).
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A TNCSi para uso em espécies de produciio

A reducdo no numero de espécies de animais ao redor de todo o mundo ndo envolve apenas espécies
selvagens. Racas locais ou tipicas de uma determinada regido estdo sendo substituidas por gendtipos mais
produtivos e, embora a propor¢do de racas em vias de extingdo ndo se compare as espécies selvagens, os
numeros absolutos sdo elevados (Loi et al., 2001). Dessa forma, mediante a utilizacao de citoplastos bovinos, ja
foram obtidos embrides clones de ovinos (Dominko et al., 1999), bufalos (Kitiyanant et al., 2001) e suinos (Uhm
et al., 2007). Ja pelo uso de citoplastos ovinos, Ma et al. (2008) descreveram a producdo de blastocistos clones a
partir de carioplastos caprinos.

Além disso, por meio da TNCSi, pode-se ultrapassar a relativa dificuldade existente na obtencdo de
odcitos da espécie a ser clonada (Abdullah et al., 2011), para que estes sejam utilizados como citoplastos no
protocolo de clonagem.

A TNCS:i para uso em espécies silvestres e em animais em vias de extin¢io
O genoma de espécies em risco de extin¢cdo pode ser reprogramado utilizando-se odcitos de animais de
producdo, sobretudo bovinos e suinos, que sdo a maior fonte de obtengao dos citoplastos (Lagutina et al., 2013).
Os principais resultados obtidos nessa area estao sumarizados na Tab. 1, na qual € possivel observar o sucesso da

TNCSi quando aplicada em espécies de animais silvestres e em vias de extingao.

Tabela 1. Animais silvestres ¢ ameagados de extingdo nascidos mediante o uso da TNCSi.

Espécie doadora de carioplasto Espécie doadora de citoplasto’ Referéncia
Gauro (Bos gaurus)” Bovino (Bos taurus) Lanza et al., 2000
Mufldo (Ovis orientalis musimon) Ovino (Ovis aries) Loi et al., 2001
Gato-bravo-africano (Felis silvestris Gato doméstico (Felis silvestris catus) Gomez et al., 2004
lybica)

Lobo (Canis lupus) Cao doméstico (Canis domesticus) Kim et al., 2007
Gato-do-deserto (Felis margarita) Gato doméstico (Felis silvestris catus) Gomez et al., 2008
Bufalo-d‘agua  (Bubalus bubalis Carabao (Bubalus bubalis carabanesis) Yang et al., 2010
bubalis)

Gauro (Bos gaurus) Bovino (Bos taurus) Srirattana et al., 2012

"Em todos os casos a espécie receptora de embrido foi da mesma da doadora de citoplasto. Aborto aos 202 dias
de gestagdo.

Um dos maiores avangos obtidos na TNCSi foi a clonagem do bucardo (Capra pyrenaica pyrenaica),
que teve sua exting@o declarada quando da morte do tltimo exemplar. Folch et al. (2009) reconstruiram embrides
por fusdo de células epiteliais de bucardo com oocitos de caprinos (Capra hircus) e obtiveram o nascimento de
uma fémea, sem anormalidades morfologicas externas. A cria apresentou insuficiéncia respiratoria grave e
morreu alguns minutos apds o parto.

Um dos fortes candidatos a “ressurei¢dao” ¢ o mamute-lanoso (Mammuthus primigenius). Esse animal
foi extinto ha aproximadamente 10 mil anos e, para que a clonagem seja possivel, é primordial a disponibilidade
de tecido viavel e com nticleos identificaveis. Assim, corpos congelados de mamutes encontrados na camada de
terra congelada cumprem os requisitos minimos para a TNCSi (Loi et al., 2014). Alguns projetos ja propdem
utilizar a TNCSi para obter embrides clones de mamute e transferir essas estruturas para elefantas, as quais
levariam a termo a gestacdo (Fig. 1). Atualmente, apenas uma publicacdo de um grupo de cientistas japoneses
(Kato et al., 2009) relatou a tentativa de clonar o mamute. Esses autores utilizaram células somaticas epiteliais e
musculares de um filhote de mamute (Lyuba) de 15 mil anos de idade.

Fatores que afetam o desenvolvimento de embrides TNCSi

A TNCSi é mais eficiente quando as células doadoras e receptoras sdo de espécies estreitamente
relacionadas, pois a producao natural de descendentes hibridos vivos mostra uma certa compatibilidade nicleo-
citoplasma entre as duas espécies (Mastromonaco et al., 2007). J& foi demonstrado que a TNCS inter-subespécie
produz crias saudaveis. Kim et al. (2007) utilizaram citoplasto de cadela e fibroblasto de lobo e transferiram os
embrides para 12 fémeas, obtendo o nascimento de uma cria. J4 Loi et al. (2001) transferiram embrides
interespécies de mufldo (Ovis orientalis musimon) utilizando o6citos ovinos (Ovis aries), tendo também obtido o
nascimento de uma cria. Um clone de gauro (Bos gaurus) também foi obtido pelo uso de citoplastos bovinos
(Srirattana et al., 2012).

Em embrides TNCSi, frequentemente ¢ observado o bloqueio no desenvolvimento devido a distancia
taxondmica. Esse fato pode estar associado a diversos aspectos moleculares da reprogramagao nuclear, incluindo
modifica¢des epigenéticas e mecanismos genéticos que regulam a atividade transcricional em tecidos normais e
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sdo frequentemente mal regulados em embrides clonados (Morgan et al., 2005). Alguns desses aspectos serdo
apresentados a seguir.

células viaveis de Lyuba (Mammuthus
primigenius) serdo selecionadas como
carioplastos

‘ fusdo das duas células

>Q,

embrido reconstruido

/' cultivo
in vitro

odcitos de elefantas A
serdo colhidos e enucleados _/

embrido sera transferido para o
utero de elefanta que gestara o
feto por 22 meses

nascimento do clone
de Lyuba -

a “ressureicdo” do
mamute

Figura 1. Esquema demonstrando a ideia de clonagem de mamute a partir de um espécime (Lyuba) muito bem
preservado encontrado na Sibéria.

Reprogramacdo nuclear

A reprogramagdo nuclear ocorre quando ha mudanca de uma célula somatica diferenciada para um
estado pluripotente indiferenciado. Para que ela ocorra de forma eficiente, o nucleo da célula somatica passa por
diversas alteragdes epigenéticas, como a remodelagdo da cromatina ¢ a desmetilagdo do DNA (Yang et al.,
2007).

Na tentativa de se obter um estado embrionario, a cromatina da célula somatica passa por importantes
modificacdes na sua estrutura (Wilmut et al., 2002). No entanto, devido ao curto periodo para essa
reprogramagdo, que vai da transferéncia nuclear até a ativacdo do genoma zigotico (Zhao et al., 2010), o padrao
epigenético da célula somatica doadora do nucleo pode dificultar ou até mesmo tornar inacessivel o acesso dos
fatores ooplasmaticos responsaveis pelo remodelamento estrutural da cromatina (Tian et al., 2009). Nesse
sentido, estudos tém sido direcionados para utilizagdo de agentes modificadores de cromatina (Wittayarat et al.,
2013), os quais incluem inibidores das histonas desacetilases (HDACi) e das metiltransferases do DNA
(DNMT1), objetivando melhorar a produgdo de embrides clones.

Além disso, a capacidade do ooplasma para remodelar fortemente o ntcleo somatico para uma
cromatina zigdtica totipotente ¢ muitas vezes incompleta e, por isso, a reprogramagdo defeituosa tem sido
frequentemente associada a baixa produgdo embrionaria na clonagem (Yang et al., 2007).

Silenciamento da transcrig¢do do nucleo doador

A andlise do transcriptoma de embrides de TNCSi (macaco rhesus e bovino), na fase de oito a 16
células, demonstrou que mais de 7.700 genes somaticos tiveram a expressdo diminuida (Wang et al., 2011). No
entanto, houve incapacidade do oocito receptor em silenciar cerca de 860 genes somaticos do macaco rhesus. A
expressdo anormal de genes especificos de fibroblasto também foi encontrada, embora em menor escala, em
embrides bovinos obtidos por TNCS. Esses resultados sugerem que embrides, sejam produzidos por TNCS ou
por TNCSi, ndo podem silenciar genes especificos das células doadoras, fendmeno conhecido como memoria
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epigenética (Ng e Gurdon, 2005), o qual pode contribuir para falhas no desenvolvimento (Wang et al., 2011).
Ativagdo do genoma embriondrio

Sabe-se que falhas associadas a ativagdo do genoma embrionario podem levar & parada no
desenvolvimento do embrido e consequente insucesso da TNCSi (Jeon et al., 2016).

Porém, os dados sobre a ativagdo do genoma em embrides TNCSi sdo controversos (Wang et al., 2009,
2011). A ativagdo do genoma embrionario pode ser monitorada por meio da avaliag@o dos niveis de expressao de
genes relacionados a totipoténcia celular, tais como NANOG, OCT4, SOX2 (Murakami et al., 2016). No entanto,
genes de ativagdo embriondria e de pluripoténcia ndo foram capazes de prever o desenvolvimento até blastocisto
de embrides produzidos por TNCSi, em que embrides interespécies (Macaca fascicularis x bovino) expressaram
OCT4 em estadio precoce, mas ndo se desenvolveram até 16 células (Lorthongpanich et al., 2008).

Clonagem terapéutica

A reprogramacdo de células somaticas para um estado embriondrio, mediante o uso da transferéncia
nuclear, despertou o interesse sobre o tema devido as possiveis aplica¢des significativas para a medicina humana
(Egli et al., 2008). Basicamente, essas aplicagdes consistem no uso de células somaticas de um paciente (doador)
que esteja apresentando alguma patologia. Essas células serdo, entdo, diferenciadas in vitro e dardo origem a
células embrionarias geneticamente idénticas as do doador, as quais poderdo dar origem ao tipo celular que seja
indicado para o tratamento desse paciente.

No entanto, uma limitagdo da clonagem terapéutica ¢ a pouca disponibilidade de obcitos humanos.
Dessa forma, a utilizagdo um citoplasto (o6cito enucleado) de outra espécie que ndo a humana amplia a
possibilidade de uso da TNCSi, além de evitar os problemas éticos advindos da necessidade de uso exclusivo de
od6citos humanos para produgdo de embrides (Loi et al., 2016). Entretanto, mesmo diante de recentes avangos, a
técnica ainda precisa ser otimizada, e outros estudos vém sendo desenvolvidos buscando alcangar melhores
resultados (Chung et al., 2015).

Consideracdes finais

A TNCSI, entre outras aplicagdes, foi proposta como uma ferramenta para possibilitar a conservagao de
espécies ameagadas de extingdo. Além disso, também pode ser uma técnica auxiliar na pesquisa basica, para a
descoberta de genes importantes na ativagdo do genoma. Avangos na técnica irdo simplificar os atuais
procedimentos (complexos e demorados) além de incrementar os resultados obtidos até o momento.
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