[CLONAGEM/ARTIGOS

CLONAGEM E
CELULAS-TRONCO

Mayana Zatz

proposta dessa série de artigos foi reunir
opinides de cientistas, de um professor de
ética e de uma mae de uma crianca afetada
por uma grave doenga neurodegenerativa
(ainda incurdvel) em torno do tema clona-

gem. Por outro lado, ainda existe muita confusao em relagao
aos conceitos de clonagem (reprodutiva e terapéutica), célu-
las-tronco (embriondrias e ndo embriondrias) e como isso po-
de afetar as nossas vidas. Portanto, a proposta deste artigo é o
de tentar definir esses conceitos e expressar a minha posigao
nio sé como cientista, mas também como representante de
inimeras familias que véem nessa nova tecnologia uma espe-
ranga de cura para uma série de doengas neurodegenerativas,
muitas vezes letais ou gravemente incapacitantes.

0 QUE E CLONAGEM? A clonagem ¢ um mecanismo comum de
propagacio da espécie em plantas ou bactérias. De acordo com
Webber (1903), um clone ¢ definido como uma populagio de
moléculas, células ou organismos que se originaram de uma
tnica célula e que sao idénticas a célula original e entre elas. Em
humanos, os clones naturais s3o os gémeos idénticos que se ori-
ginam da divisao de um évulo fertilizado. A grande revolugao
da Dolly, que abriu caminho para a possibilidade de clonagem
humana, foi a demonstra¢ao, pela primeira vez, que era possi-
vel clonar um mamifero, isto é, produzir uma cpia genetica-
mente idéntica a partir de uma célula somdtica diferenciada.
Para entendermos porque essa experiéncia foi surpreendente
precisamos recordar um pouco de embriologia.

Todos nés j4 fomos uma célula dnica, resultante da fusao de um
6vulo e um espermatozéide. Esta primeira célula j& tem no seu
nicleo o DNA com toda a informagao genética para gerar um
novo ser. O DNA nas células fica extremamente condensado e
organizado em cromossomos . Com exce¢ao das nossas células
sexuais , 0 Gvulo e o espermatozdide que tem 23 cromossomos,
todas as outras células do nosso corpo tem 46 cromossomos.
Em cada célula, temos 22 pares que so iguais nos dois sexos,
chamados autossomos e um par de cromossomos sexuais : XX
no sexo feminino e XY no sexo masculino. Essas células com 46
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cromossomos sao chamadas de células somadticas. Voltemos,
agora, A nossa primeira célula resultante da fusao do évulo e do
espermatozdide. Logo apés a fecundagio ela comega a se divi-
dir: uma célula em duas, duas em quatro, quatro em oito e as-
sim por diante. Pelo menos até a fase de 8 células, cada uma de-
las é capaz de se desenvolver em um ser humano completo. Sao
chamadas de totipotentes.Na fase de 8 a 16 células, as células
do embrido se diferenciam em dois grupos: um grupo de célu-
las externas que vao originar a placenta e anexos embriondrios,
e uma massa de células internas que vai originar o embriao pro-
priamente dito. Apds 72 horas, este embrio agora com cerca
de 100 células é chamado de blastocisto. E nesta fase que ocor-
re a implantagio do embrido na cavidade uterina. As células in-
ternas do blastocisto vao originar as centenas de tecidos que
compdem o corpo humano . Sao chamadas de células-tronco
embriondrias pluripotentes. A partir de um determinado
momento, essas células somdticas que ainda sao todas iguais co-
megam a diferenciar-se nos vérios tecidos que vao compor o or-
ganismo: sangue, figado, musculos, cérebro, ossos etc... Os ge-
nes que controlam esta diferenciagao e o processo pelo qual isto
ocorre ainda s3o um mistério. O que sabemos é que, uma vez
diferenciadas, as células somdticas perdem a capacidade de
originar qualquer tecido. As células descendentes de uma célu-
la diferenciada vao manter as mesmas caracteristicas daquela
que as originou, isto é, células de figado vao originar células de
figado, células musculares vao originar células musculares e as-
sim por diante. Apesar do nimero de genes e do DNA ser igual
em todas as células do nosso corpo, os genes nas células somd-
ticas diferenciadas se expressam de maneiras diferentes em ca-
da tecido, isto ¢, a expressao génica é especifica para cada teci-
do. Com excegio dos genes responsdveis pela manutengao do
metabolismo celular (housekeeping genes) que se mantém ativos
em todas as células do organismo, s6 irdo funcionar em cada te-
cido ou drgdo os genes importantes para a manutengo deste.
Os outros se mantém “silenciados” ou inativos.

0 PROCESSO DE CLONAGEM REPRODUTIVA A grande noticia da
Dolly foi justamente a descoberta que uma célula somdtica de
mamifero, jd diferenciada, poderia ser reprogramada ao estdgio
inicial e voltar a ser totipotente. Isto foi conseguido por meio
da transferéncia do nicleo de uma célula somdtica da glandula
mamdria da ovelha que originou a Dolly para um évulo enu-
cleado. Surpreendentemente, este comegou a comportar-se co-
mo um 6vulo recém-fecundado por um espermatozéide. Isto
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provavelmente ocorreu porque o évulo quando fecundado tem
mecanismos, para nds ainda desconhecidos, para reprogramar
0 DNA de modo a tornar todos os seus genes novamente ativos,
o que ocorre no processo normal de fertilizagao .

Para obtengio de um clone , este ¢vulo enucleado no qual foi
transferido o nticleo da célula somitica, foiinserido em um tdte-
ro de uma outra ovelha. No caso da clonagem humana repro-
dutiva, a proposta seria retirar-se o nticleo de uma célula somd-
tica, que teoricamente poderia ser de qualquer tecido de uma
crianga ou adulto, inserir este ndcleo em um évulo e implantd-
lo em um ttero (que funcionaria como uma barriga de alu-
guel). Se este dvulo se desenvolver teremos um novo ser com as
mesmas caracteristicas fisicas da crianga ou adulto de quem foi
retirada a célula somdtica. Seria como um gémeo idéntico nas-
cido posteriormente.

Jdsabemos que nao é um processo fécil. Dolly s6 nasceu depois
de 276 tentativas que fracassaram. Além disso,
dentre as 277 células “da mae de Dolly” que fo-
ram inseridas em um dvulo sem nicleo, 90%
nao alcangaram nem o estdgio de blastocisto. A
tentativa posterior de clonar outros mamiferos
tais como camundongos, porcos, bezerros, um
cavalo e um veado, também tem mostrado uma
eficiéncia muito baixa e uma propor¢ao muito
grande de abortos e embrides malformados.
Penta, a primeira bezerra brasileira clonada a
partir de uma célula somdtica adulta, em 2002, morreu com
pouco mais de um més. Ainda em 2002, foi anunciada a clo-
nagem do copy cat, o primeiro gato de estimagio clonado a par-
tir de uma célula somdtica adulta. Para isto foram utilizados
188 6vulos que geraram 87 embrides e apenas um animal vi-
vo. Na realidade, experiéncias recentes com diferentes mode-
los animais tém mostrado que essa reprogramacio dos genes,
para o estdgio embriondrio, o processo que originou Dolly, ¢
extremamente dificil.

O grupo liderado por Ian Wilmut, o cientista escocés que se tor-
nou famoso por essa experiéncia, afirma que praticamente todos
os animais que foram clonados nos dltimos anos a partir de célu-
las n2o embriondrias estao com problemas (1). Entre os diferen-
tes defeitos observados nos pouquissimos animais que nasceram
vivos apds inlmeras tentativas, observa-se: teldmeros encurta-
dos; placentas anormais; gigantismo em ovelhas e gado; defeitos
cardfacos em porcos; problemas pulmonares em vacas, ovelhas e
porcos; problemas imunoldgicos; falha na produgao de leucéci-
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tos; defeitos musculares em carneiros. De acordo com Hoche-
dlinger e Jaenisch (2), os avangos recentes em clonagem repro-
dutiva permitem quatro conclusdes importantes:

1) A maioria dos clones morre no inicio da gestagao; 2) os animais
clonados tém defeitos e anormalidades semelhantes, indepen-
dentemente da célula doadora ou da espécie; 3) essas anormali-
dades provavelmente ocorrem por falhas na reprogramagio do
genoma; 4)a eficiéncia da clonagem depende do estdgio de dife-
renciagdo da célula doadora. De fato, a clonagem reprodutiva a
partir de células embriondrias tem mostrado uma eficiéncia de
10220 vezes maior provavelmente porque os genes, que sao fun-
damentais no inicio da embriogénese, estdo ainda ativos no ge-
noma da célula doadora (2).

E interessante que dentre todos os mamfferos que j4 foram clo-
nados, a eficiéncia é um pouco maior em bezerros (cerca de
10% a 15%). Por outro lado, um fato intrigante ¢ que ainda
nio se tem noticias de macaco ou cachorro que
tenha sido clonado. Talvez seja por isto que a
cientista inglesa Ann McLaren afirme que as
falhas na reprogramagao do niicleo somdtico
podem se constituir em uma barreira intrans-
ponivel para a clonagem humana.

Mesmo assim, pessoas como o médico italiano
Antinori ou a seita dos raelianos defendem a
clonagem humana, um procedimento que tem
sido proibido em todos os paises. De fato, um
documento assinado pelas academias de ciéncias de 63 paises,
inclusive o Brasil, em 2003, pedem o banimento da clonagem
reprodutiva humana. O fato é que a simples possibilidade de
clonar humanos tem suscitado discussoes éticas em todos os
segmentos da sociedade, tais como:

Por que clonar?

Quem deveria ser clonado ?

Quem iria decidir?

Quem serd o pai ou a mae do clone?

O que fazer com os clones que nascerem defeituosos?

Na realidade o maior problema ético atual é o enorme risco
biolégico associado a clonagem reprodutiva. No meu en-
tender, seria a mesma coisa que discutir os prés e os contras
em relagdo a liberagao de uma medicagao nova, cujos efei-
tos sao devastadores e ainda totalmente incontroldveis.
Apesar de todos esses argumentos contra a clonagem humana
reprodutiva, experiéncias com animais clonados tém nos ensi-
nado muito acerca do funcionamento celular. Por outro lado, a
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tecnologia de transferéncia de niicleo para fins terapéuticos, a
chamada clonagem terapéutica, poderd ser extremamente Gtil
para a obtengao de células-tronco.

ATECNICA DE CLONAGEM TERAPEUTICA PARA A OBTENCAO DE CELU-
LAS-TRONCO Se pegarmos esse mesmo Gvulo cujo nicleo foi
substituido por um de uma célula somdtica e, a0 invés de inseri-
lo em um dtero, deixarmos que ele se divida no laboratdrio, te-
remos a possibilidade de usar essas células, que na fase de blasto-
cisto sdo pluripotentes, para fabricar diferentes tecidos. Isto
abriria perspectivas fantdsticas para futuros tratamentos por-
que, hoje, s6 em laboratério se consegue cultivar células com as
mesmas caracterfsticas do tecido de onde foram retiradas. E im-
portante que as pessoas entendam que na clonagem para fins te-
rapéuticos serdo gerados s6 tecidos, em laboratério, sem im-
plantagao no ttero. Nao se trata de clonar um feto até alguns
meses dentro do dtero para depois lhe retirar os drgaos como al-
guns acreditam.

Uma pesquisa que acaba de ser publicada na revista ScienceEx-
press por um grupo de cientistas coreanos (3) confirma a possi-
bilidade de obter-se células-tronco pluripotentes, a partir da
técnica de clonagem terapéutica ou transferéncia de nucleos
(TN). O trabalho foi feito gragas a participagio de 16 mulhe-
resvoluntdrias que doaram ao todo 242 dvulos e células “cumu-
lus” (células que ficam ao redor dos 6vulos) para contribuir com
pesquisas visando a clonagem terapéutica. As células cumulus,
que jd sao células diferenciadas, foram transferidas para os dvu-
los dos quais haviam sido retirados os préprios nticleos. Dentre
esses, 25% conseguiram se dividir e chegar ao estdgio de blasto-
cisto e capazes, portanto, de produzir linhagens de células-
tronco pluripotentes.

A clonagem terapéutica teria a vantagem de evitar rejei¢ao se o
doador fosse a prépria pessoa. Seria o caso, por exemplo, de re-
constituir a medula em alguém que se tornou paraplégico apds
um acidente ou para substituir o tecido cardfaco em uma pes-
soa que sofreu um infarto. Entretanto, essa técnica tem suas li-
mitages. O doador nao poderia ser a prépria pessoa no caso de
afetados por doencas genéticas, poisa mutagio patogénica cau-
sadora da doenca estd presente em todas as células. No caso de
usar-se linhagens de células-tronco embriondrias de outra pes-
soa ter-se-ia, também, o problema da compatibilidade entre o
doador ¢ o receptor. Seria o caso, por exemplo, de um afetado
por distrofia muscular progressiva que necessita substituir seu
tecido muscular. Ele no poderia utilizar-se de suas préprias cé-
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lulas-tronco mas de um doador compativel que poderia ser
eventualmente um parente préximo. Além disso, nao sabemos
se no caso de células obtidas de uma pessoa idosa , por exemplo
com doenca de Alzheimer, se as células clonadas teriam a mes-
ma idade do doador ou seriam células jovens. Uma outra ques-
tdo em aberto seria a reprogramagao dos genes que poderiam
inviabilizar o processo dependendo do tecido ou do érgao a ser
substituido. Em resumo, por mais que sejamos favordveis a clo-
nagem terapéutica, trata-se de uma tecnologia que necessita de
muita pesquisa antes de ser aplicada no tratamento clinico. Por
esse motivo, a grande esperanga no curto prazo para a terapia
celular vem da utilizagao de células-tronco de outras fontes.

TERAPIA CELULAR COM OUTRAS FONTES DE CELULAS- TRONCO

A) INDIVIDUOS ADULTOS

Existem células-tronco em vdrios tecidos (como medula dssea,
sangue, figado) de criangas e adultos. Entretanto, a quantidade
¢ pequena e no sabemos ainda em que tecidos sao capazes de
se diferenciar. Pesquisas recentes mostraram que células-tron-
co retiradas da medula de individuos com problemas cardfacos
foram capazes de reconstituir o musculo do seu coragio o que
abre perspectivas fantdsticas de tratamento para pessoas com
problemas cardfacos. Mas a maior limita¢ao dessa técnica, o
autotransplante, ¢ que ela nio serviria para portadores de
doengas genéticas. E importante lembrar que as doengas ge-
néticas afetam 3-4% das criangas que nascem. Ou seja, mais
de 5 milhoes de brasileiros para uma populagio atual de
170 milhGes de pessoas. E verdade que nem todas as doen-
cas genéticas poderiam ser tratadas com células-tronco,
mas se pensarmos somente nas doengas neuromusculares
degenerativas, que afetam uma em cada 1 mil pessoas, esta-
mos falando de quase 200 mil pessoas.

B) CORDAO UMBILICAL E PLACENTA

Pesquisas recentes vém mostrando que o sangue do cordao um-
bilical e da placenta sao ricos em células-tronco. Entretanto,
também nio sabemos ainda qual é o potencial de diferenciagio
dessas células em diferentes tecidos. Um trabalho que acaba de
ser publicado por pesquisadores da Duke University sugere que
sdo capazes de se diferenciar em musculo cardfaco e sistema
nervoso, um resultado extremamente animador. Se as pesqui-
sas com células-tronco de cordao umbilical derem os resultados
esperados, isto &, se forem realmente capazes de regenerar teci-
dos ou orgaos, essa serd certamente uma noticia fantdstica por-
que nao envolveria questdes éticas. Terfamos, entdo, que resol-
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ver o problema de compatibilidade entre as células-tronco do
corddo doador e o receptor. Para isso serd necessdrio criar, com
a maior urgéncia, bancos publicos de corddo 4 semelhanca dos
bancos de sangue, como mostrado pela doutora Patricia Pran-
ke em seu artigo na pdgina 39. Isto porque se sabe que quanto
maior o ndmero de amostras de cordio em um banco, maior a
chance de achar um compativel. Experiéncias recentes j4 de-
monstraram que o sangue do cordao umbilical é o melhor ma-
terial para substituir a medula em casos de leucemia. Por isso a
criagdo de bancos de corddo é uma prioridade que jd se justifi-
ca somente para o tratamento de doengas sangiiineas, mesmo
antes de confirmarmos o resultado de outras pesquisas.

C) CELULAS EMBRIONARIAS

Se as células-tronco de cordao nao forem pluripotentes, a alter-
nativa serd o uso de células-tronco embriondrias obtidas de em-
brides nao utilizados, que sao descartados em clinicas de ferti-
lizagao. Os opositores ao uso de células embriondrias para fins
terapéuticos argumentam: que isto poderia ge-
rar um comércio de Gvulos ou que haveria des-
trui¢ao de “embrides humanos” e nio ¢é ético
destruir uma vida para salvar outra.

ASPECTOS ETICOS Apesar desses argumentos, o
uso de células-tronco embriondrias para fins te-
rapéuticos, obtidas tanto pela transferéncia de
nicleo como de embrides descartados em clini-
cas de fertilizagdo, ¢ defendido pelas indimeras
pessoas que poderdo se beneficiar por essa técnica, e pela maio-
ria dos cientistas. De fato, as 63 academias de ciéncia do mun-
do que se posicionaram contra a clonagem reprodutiva defen-
dem as pesquisas com células embriondrias para fins
terapéuticos. Em relagdo aos que acham que a clonagem tera-
péutica pode abrir caminho para clonagem reprodutiva deve-
mos lembrar que existe uma diferenca intransponivel entre os
dois procedimentos: aimplantagio ou nao em um ttero huma-
no. Basta proibir a implanta¢do no itero! Se pensarmos que
qualquer célula humana pode ser teoricamente clonada e gerar
um novo set, poderemos chegar ao exagero de achar que toda
vez que tiramos a cuticula ou arrancamos um fio de cabelo, es-
tamos destruindo uma vida humana em potencial. Afinal, o
nucleo de uma célula da cuticula poderia ser colocado em um
6vulo enucleado, inserido em um ttero e gerar uma nova vida!
Por outro lado, a cultura de tecidos ¢ uma prdtica comum em
laboratério, apoiada por todos. A tinica diferenga no caso seria
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o uso de 6vulos (que quando nao fecundados sao apenas célu-
las) que permitiriam a produgio de qualquer tecido no labora-
tério. Ou seja, a0 invés de poder produzir-se apenas um tipo de
tecido, jd especializado, o uso de évulos permitiria fabricar
qualquer tipo de tecido. O que hd de antiético nisto?

Quanto ao comércio de dvulos, nio seria a mesma coisa que
ocorre hoje com transplante de 6rgaos? Nao é mais fécil doar um
6vulo do que um rim? Cada uma de nds pode se perguntar: vo-
cé doaria um 6vulo para ajudar alguém? Para salvar uma vida?
Em relagdo 4 destruigio de “embrides humanos”, de novo de-
vemos lembrar que estamos falando de cultivar tecidos ou, fu-
turamente, érgaos a partir de embrides que s2o normalmente
descartados, que nunca serdo inseridos em um ttero. Sabemos
que 90% dos embrides gerados em clinicas de fertilizagao e que
sao inseridos em um ttero, nas melhores condi¢oes, nao geram
vida. Além disso, um trabalho recente (4) mostrou que células
obtidas de embrides de md qualidade, que nao teriam potencial
para gerar uma vida, mantém a capacidade de
gerar linhagens de células-tronco embriondrias
e, portanto de gerar tecidos. Em resumo, é jus-
to deixar morrer uma crianga ou um jovem
afetado por uma doenga neuromuscular letal
para preservar um embrido cujo destino é o
lixo? Um embrido que mesmo que fosse im-
plantado em um iitero teria um potencial
baixissimo de gerar um individuo? Ao usar
células-tronco embriondrias para regenerar
tecidos em uma pessoa condenada por uma doenga letal,
nao estamos na realidade criando vida? Isso nao é compari-
vel a0 que se faz hoje em transplante quando se retira os 6r-
gaos de uma pessoa com morte cerebral (mas que poderia
permanecer em vida vegetativa).

E extremamente importante que as pessoas entendam a dife-
renga entre clonagem humana, clonagem terapéutica e terapia
celular com células-tronco embriondrias ou ndo. A maioria dos
paises da comunidade européia, 0 Canadd, a Austrdlia, o Japao,
a China, a Coréia e Israel aprovaram pesquisas com células em-
briondrias de embrides até 14 dias. Essa é também a posi¢ao das
academias de ciéncia de 63 paises, inclusive o Brasil. E funda-
mental que a nossa legislagao também aprove estas pesquisas
porque elas poderao salvar inimeras vidas!

Mayana Zatz ¢ professora titular de genética humana e médica do Instituto de Biociéncias da
USP; coordenadora do Centro de Estudos do Genoma Humano-IB-USP; presidente da Associagio
Buasileira de Distrofia Muscular e membro da Academia Brasileira de Ciéncias.
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CLONAGEM - O QUE
APRENDEMOS COM DOLLY?

Tatiana Jazedje da Costa Silva

ma copia geneticamente idéntica — defini-
¢do muito simplista para um tema com
muitas interpretagdes — a clonagem ainda é
motivo de alarme. A palavra, por si s, nos
traz imediatamente 4 cabega a imagem de
uma ovelha — Dolly — e de um personagem de uma novela re-
centemente exibida, supostamente clonado. Provavelmente
pelo impacto emocional que nos causa, a clonagem reprodu-
tiva, cuja finalidade é formar seres geneticamente idénticos, é
a mais marcante em nossa memoria. A clonagem terapéutica,
no entanto, que visa a formagao de tecidos ou 6rgaos para
transplantes, é pouco conhecida e discutida.
Em 5 de julho de 1996 nascia a ovelha Dolly, nascimento este
que s6 foi divulgado em fevereiro do ano seguinte. Dolly foi o
primeiro mamifero reproduzido a partir de uma célula somdti-
cade uma ovelha adulta, com seis anos de idade. Curiosamente,
esta ovelha, supostamente “mae bioldgica” de Dolly, jd estava
mortae congelada, o quelevantaaseguinte pergunta: o que é ne-
cessdrio para se conseguir o status de mae biolégica? No meu en-
tendimento, até entao, todo animal tinha obrigatoriamente pai
e mie bioldgicos. Eis entdo uma confusio de conceitos.
A clonagem que deu origem a Dolly também ¢ denominada
“transferéncia de nicleo”, ou seja, o nticleo de uma célula somé-
tica é retirado e colocado em um évulo cujo nicleo foi previa-
mente retirado. Esta célula é capaz de se dividir e, se 0 embrido
resultante for implantado em um ttero e conseguir se desenvol-
ver, poderd gerar um individuo. Interessante, ou assustador, foi
saber que foram feitas 276 tentativas até que Dolly nascesse, sen-
do que a maioria dos évulos utilizados, j4 com o niicleo trocado,
nem sequer se dividiu. E que, de todos os outros embrides que
conseguiram se dividir e ser implantados, apenas Dolly nasceu.
Todos os outros morreram durante a gestagao, muitos deles com
alteragbes genéticas ou mal-formagdes graves.
No dia 14 de fevereiro de 2003, aos seis anos e meio, Dolly foi
submetida a uma injegao letal, pois era vitima de uma doenga
pulmonar grave, de origem supostamente infecciosa. A comu-
nidade cientifica espera até hoje maiores explicagdes sobre a
doenga que acometeu a ovelha mais famosa do mundo. Seria es-



