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Resumo

A Transferéncia Nuclear de Células Somaticas interespecifica (TNCSi) envolve a transferéncia
de um nucleo ou célula de uma espécie para o citoplasma de um oocito enucleado de outra espécie. Apds
ativacdo, os complexos carioplasto-citoplasto reconstruidos podem ser cultivados in vitro até o
blastocisto, o estadio final de desenvolvimento pré-implantagdo. Esta pode ser uma estratégia interessante
na tentativa de conservagdo de espécies em risco de extingdo. Esta revisdo tem por objetivo apresentar
alguns detalhes da técnica e relatar a experiéncia de nosso grupo usando como modelo o veado-
catingueiro.
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Abstract

Interspecies Somatic Cell Nuclear Transfer (iSCNT) involves the transfer of a nucleus or cell
from one species into the cytoplasm of an enucleated oocyte from another. Once activated, reconstructed
caryoplast-cytoplast complexes can be cultured in vitro to blastocyst, the final stage of preimplantation
development. This may be an interesting strategy in attempting to conserve endangered species. The
objective of this review is to present some details of the technique and to report the experience of our
group using as model the brown brocket deer.
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Introducao

A demonstragdo de que o genoma de uma célula de mamifero, totalmente diferenciada, poderia
ser restaurado para uma completa totipoténcia completa, através do nascimento da ovelha Dolly (Wilmut
et al., 1997) forneceu um forte impulso a area de reprogramacéo celular. Na sequéncia desse evento
marcante, varias espécies de mamiferos foram clonadas a partir de diferentes tipos de celulares,
demonstrando que o genoma mamifero completamente diferenciado poderia ser revertido para um estadio
embriondrio, embora com baixa eficiéncia, através do processo definido como Transferéncia Nuclear de
Células Somaticas (TNCS).

Desde os objetivos iniciais de pecuaristas em formar seus rebanhos com animais de gendtipo
superior ou para conservagdo de racas, associado a sua baixa eficiéncia e fracassos peculiares, a TNCS
tornou-se um importante tema de pesquisa de mecanismos biologicos basicos da diferenciagdo do genoma
e uma ferramenta para produzir células tronco embrionarias para posterior uso em medicina regenerativa
(Pan et al., 2012).

A disponibilidade de odcitos e a tecnologia relacionada de maturagdo e cultivo in vitro sdo
fundamentais para o sucesso da reprogramagdo celular por TNCS. Espécies de produgdo (principalmente
bovinos ¢ suinos) tém sido a principal fonte de oocitos de alta qualidade para maturacdo in vitro e
posterior TNCS (Galli e Lazzari, 2008). Os eventos necessarios para que ocorra a reprogramagao nuclear
sdo varios e complexos, e a verificagdo de sua ocorréncia tem um elevado rigor a medida que o
desenvolvimento progride da ativacdo oocitaria até o completo desenvolvimento (Oback, 2009). A TNCS
interespecifica (TNCSi) pode ser uma maneira para clonagem de espécies em risco de extingdo, ou
mesmo extintas. Esta técnica fornece um caso extremo de falha na reprogramacao, a partir do qual muito
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pode ser entendido em relacdo os mecanismos biologicos basicos subjacentes a reprogramacdo do
genoma.

Este artigo de revisdo tenta analisar alguns aspectos da TNCSi e descreve, em especial, os
resultados obtidos por nosso grupo usando o veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) como modelo
animal.

Reprogramacio Nuclear

A eficiéncia da TNCS ainda ¢ baixa, com menos de 10% crias vivas ao final do processo
(Lagutina et al., 2005). A reduzida eficiéncia resulta da falha do o6cito em restaurar o estado totipotente
do nuicleo transferido através de um processo definido como “reprogramagdo nuclear” (Meissner e
Jaenisch, 2006). A completa reprogramagdo compativel com o desenvolvimento a termo ¢ alcangada em
uma minoria dos embrides clonados, enquanto uma grande proporcdo deles apresenta desregulagdo
epigenética e expressdo génica anormal nas fases pré e poés-implantagao (Sawai, 2009). Muitas das
tentativas para melhorar os resultados da TNCS tiveram efeitos limitados, com a exce¢do do uso de
agentes remodeladores da cromatina (Tricostatina A) ou o uso de células-tronco embrionarias como
nucleo doador (Luo et al., 2013; Xie et al., 2014).

Uma das possibilidades de melhorar a reprogramagao nuclear advém dos constantes avangos no
conhecimento sobre a pluripoténcia. Assim, alguns estudos ja foram realizados em células com
pluripoténcia induzida (iPS) indicando um papel essencial do gene supressor tumoral p53 para
reprogramagdo nuclear (Kawamura et al., 2009). Esse estudo sugere que o silenciamento de p53 em
células somaticas antes da TNCS pode resultar em melhor reprogramacdo. Além disso, outros artigos de
revisdo abordaram o referido tema (Loi et al., 2011; Matoba e Zhang, 2018).

Incompatibilidade entre DNA mitocondrial e gendmico

O DNA mitocondrial (DNAmt) codifica algumas das subunidades da cadeia de transferéncia de
elétrons responsavel pela produgdo de ATP. Adicionalmente, fatores necessarios para replicacdo,
transcricdo e tradugdo do DNAmt codificados pelo DNA nuclear e, portanto, uma coordenagdo entre
DNAmt e gendmico ¢ essencial para o desenvolvimento do embrido. Assim, a TNCSi ja foi realizada com
sucesso entre bovino/gauro (Lanza et al., 2000) e ovino/mufldao (Loi et al., 2001), espécies que sdo
intimamente relacionadas entre si. A importancia da compatibilidade entre 0 DNA nuclear e mitocondrial
para o desenvolvimento do embrido clone ja foi também exposto em experimentos com TNCS
demonstrando que certos haplotipos de DNAmt fortalecem o desenvolvimento embrionario (Loi et al.,
2011).

Problemas na ativacio do genoma embrionario

O novo genoma estabelecido apds a fecundacdo comega a tornar-se transcricionalmente ativo em
diferentes estadios embrionarios, de acordo com a espécie. Fatores de transcricdo maternalmente
expressos, acumulados e armazenados no citoplasma do odcito, sdo responsaveis pela ativagdo do
genoma embrionario (Hu et al.,, 2010). Experimentos iniciais com TNCSi entre diferentes géneros
(bovino/suino e ovino/suino) mostraram que o genoma transferido ndo foi transcrito corretamente no
citoplasma hospedeiro, levando a parada no desenvolvimento embrionario (Fulka et al., 2008). No
entanto, os avancos obtidos nos estudos mais recentes sobre a ativagdo do genoma embriondrio
demonstraram ser muito uteis para a TNCSi. Desde que sejam identificadas as sequéncias completas dos
principais genes envolvidos, os genes podem ser microinjetados no nucleo externo para promover a
transicdo materno/zigotica em embrides oriundos de TNCSi.

A questao crucial que acreditamos ser de maior importancia, mas € raramente mencionada, trata
da disponibilidade de receptoras para embrides obtidos por TNCSi. A disponibilidade de fémeas para
serem usadas como receptoras dentro da populacdo de uma espécie em risco de extingdo é certamente
limitada. Na TNCSIi, a genética da receptora de embrides pode ser um obstaculo ainda mais importante
que a incompatibilidade entre o DNA mitocondrial e gendmico ou mesmo a ativagdo do genoma
embrionario. Portanto, a diminuigdo dos limites entre espécies antes da transferéncia de embrides ¢ um
requisito fundamental para o sucesso da multiplicacdo de genétipos ameagados. No entanto, muito pouco
tem sido realizado nesse sentido, e muito desses estudos tem se concentrado em embrides interespecificos
de equinos e bovinos (Loi et al., 2011).
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Uso da TNCSi em espécies de producio e silvestres

A redug@o no numero de espécies de animais ao redor de todo o mundo ndo envolve apenas
espécies silvestres. Racas locais de varias regides estdo sendo substituidas por genoétipos mais produtivos
e, embora a propor¢do de ragas em vias de extingdo ndo se compare as espécies silvestres, os numeros
absolutos sdo elevados (Loi et al., 2001). Com o uso 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 produgéo de blastocistos clones a partir de
carioplastos caprinos.

O genoma de espécies em risco de extingdo pode ser reprogramado utilizando-se odcitos de
animais de produgdo, sobretudo bovinos e suinos, que sdo a maior fonte de obtencdo dos citoplastos. Os
principais resultados obtidos nessa area estdo sumarizados na Tab. 1, na qual é possivel observar o
sucesso da TNCSi quando aplicada em espécies de animais silvestres e em vias de extingao.

Tabela 1. Alguns exemplos de animais silvestres, ameagados de extin¢do, nascidos pelo uso da TNCSi.

Doador de carioplasto Doador de citoplasto’ Referéncia
Gauro (Bos gaurus)2 Bovino (Bos taurus) Lanza et al., 2000
Mufldo (Ovis orientalis musimon) Ovino (Ovis aries) Loi et al., 2001
Lobo (Canis lupus) Ciao doméstico (Canis domesticus) ~ Kim et al., 2007
Gato-do-deserto (Felis margarita) Gato doméstico (Felis silvestris Gomez et al., 2008
catus)
Gauro (Bos gaurus) Bovino (Bos taurus) Srirattana et al., 2012

TA espécie receptora de embrido foi a mesma da doadora de citoplasto. >Aborto aos 202 dias de prenhez.

No entanto, uma das maiores conquistas obtidas na TNCSi foi a clonagem do bucardo (Capra
pyrenaica pyrenaica), que teve sua extingdo declarada quando da morte do ultimo exemplar. Folch et al.
(2009) reconstruiram embrides por fusdo de células epiteliais de bucardo com oécitos de caprinos (Capra
hircus) e obtiveram o nascimento de uma fémea, sem anormalidades morfoldgicas externas. A cria
apresentou insuficiéncia respiratdria grave e morreu alguns minutos apos o parto.

O estudo em cervideos

Ha alguns anos, nosso grupo na Universidade Estadual do Ceara (UECE), iniciou uma parceria
com o Nucleo de Pesquisa e Conservagdo de Cervideos da Universidade Estadual Paulista (UNESP) no
intuito de realizar estudos com o veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) para o uso da TNCSi como
ferramenta de conservacdo da espécie, como também usar a mesma como modelo para outras espécies de
cervideo com real risco de extin¢do, como por exemplo, o cervo do pantanal (Blastocerus dichotomus) e
veado boror6-do-sul (Mazama nana).

O veado-catingueiro apresenta uma grande plasticidade ecoldgica, ocorrendo em todos os
biomas do Brasil, com exce¢do da bacia amazdnica (Black-Décima et al., 2010) e estd classificada na
Lista Vermelha da TUCN (2016) como uma espécie que ndo sofre ameaca imediata a sobrevivéncia.
Assim, nesse estudo, tivemos como objetivo avaliar o desenvolvimento in vitro de embrides clones de
veado-catingueiro produzidos por TNCSi utilizando citoplastos bovinos e caprinos.

A partir de uma biopsia de pele de um exemplar de veado-catingueiro, foi realizado cultivo de
fibroblastos e criopreservagdo para posterior uso. Paralelamente, foram obtidos ovarios caprinos e
bovinos para colheita de oocitos por pungdo folicular. A maturagéo in vitro (MIV) foi realizada em meio
TCM199 suplementado e de acordo com a origem do odcito. As condigdes de MIV foram 5% de CO, a
38,5°C por 20-21 h. Posteriormente foram realizadas as etapas de enucleacdo oocitaria, transferéncia
nuclear e cultivo in vitro (CIV) dos embrides reconstruidos. As condigdes de CIV foram em mistura de
gases (5% de CO,, 5% de O, e 90% de N,) a 38,5°C durante sete dias.

Ao total foram reconstruidos 37 e 438 embrides, quando utilizados 06citos caprinos € bovinos,
respectivamente. Quando do uso de odcitos caprinos, os embrides clones atingiram o estddio de moérula
(Fig. 1A) e ndo houve diferenga estatistica quando comparado os pares (carioplastos/citoplasto)
caprino/caprino (40%) e veado/caprino (50%). J4 quando do uso de odcitos oriundos de bovinos, os
embrides atingiram o estadio de blastocisto (Fig. 1B), porém sem diferenga estatistica entre os pares
bovino/bovino (11,3%) e veado/bovino (5,9%).
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Figura 1. Desenvolvimento in vitro de embrides clones de veado-catingueiro utilizando o6citos caprinos (A) ou
bovinos (B).

Consideracoes finais

Nosso estudo demonstrou, pela primeira vez, a obtencdo de embrides produzidos por TNCSi
usando carioplasto (fibroblasto) de veado-catingueiro. Os resultados indicam que tanto odcitos caprinos
quanto bovinos foram capazes de reprogramar as células somaticas, ¢ que os embrides resultantes foram
capazes de se desenvolver até o estagio de morula e blastocisto, respectivamente. O sucesso desta técnica
demonstra o tremendo potencial para seu uso na conservagdo ¢ disseminagdo da diversidade genética em
populagdes pequenas e fragmentadas de espécies raras de cervideos.
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