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CLONAGEM ANIMAL
E PLACENTACAO

Maria Angélica Miglino

clonagem animal representa sem duvida um
dos maiores avangos obtidos até hoje no
campo da biotecnologia animal.

Os recentes resultados de clonagem por
transferéncia nuclear tm encorajado os

pesquisadores cada vez mais a elucidarem alguns aspectos
ainda obscuros relativos a essa técnica. A importancia do pro-
cesso estd relacionada ndo somente a produgo animal, como
também 2 preservagio de espécies em extingdo.

Se a tecnologia sugere perspectivas e possibilidades para as apli-
cagoes préticas bem como a utilizagao dessa
conquista na pesquisa fundamental, de outra
parte, a produgao de clones dd origem a iniime-
ros e controversos debates sobre os aspectos éti-
cos, morais e legais da clonagem.

Sabe-se, hoje, que no processo de clonagem
animal apenas um nimero minimo de gesta-
¢oes ¢ levado a termo, se comparado com ges-
tagoes de animais produzidos por fertilizagao
“in vitro”. Outro dado muito relevante, que
aparece em gestagoes de animais clonados, ¢ a ocorréncia de
perdas embriondrias, fetais e pds-natais.

Abaixaviabilidade dos embri6es clonados ¢ principalmente ex-
pressa pela redugio na taxa de implantagio, pelo aumento na
taxa de mortalidade fetal e perinatal, e pelas diversas anomalias
observadas nos animais recém-nascidos. Esses problemas ocor-
rem possivelmente porque os nticleos de células diferenciadas
nio sdo corretamente reconduzidos a um estdgio embriondrio
nos embrides clonados, o que leva A expressdo errénea de genes
que s30 necessdrios para sustentar o desenvolvimento normal.
Todavia, pelo menos em bovinos, uma pequena proporgao dos
animais clonados ¢ fenotipicamente normal, cresce de forma
sauddvel, possui um sistema imunitdrio funcional e pode re-
produzir-se e produzir normalmente. Mesmo que ainda nao
existam provas definitivas de que os animais clonados sejam to-
talmente normais, os resultados desses estudos sugerem que,
em certas condigdes especificas, pelo menos uma pequena pro-
por¢ao dos niicleos diferenciados pode ser adequadamente re-
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programada para voltar ao estddio embriondrio. Identificar co-
mo essa condigao pode ser conseguida representa um dos prin-
cipais desafios para desenvolver melhores protocolos para clo-
nar animais (1).

Abaixaeficiéncia do processo de clonagem animal envolve pro-
blemas, tais como anomalias cromossdmicas, alocagio anor-
mal do nimero de células no botao embriondrio e trofoecto-
derma e formagio deficiente do fuso mitético.

Quando ocorre clivagem e desenvolvimento de blastocisto, a
taxa de implantagao é menor e as perdas fetais normalmente
elevadas sugerem deficiéncias do processo normal de desenvol-
vimento biolégico da espécie.

Apesar das causas do desenvolvimento anormal continuarem
obscuras, genes que s2o marcados (imprinted) de forma dife-
rente tem sido responsabilizados por essas anormalidades (2).
Foi demonstrado em bovinos, uma expressao anormal do com-
plexo de histocompatibilidade maior do tipo I
no trofoblasto, e um maior acimulo de linféci-
tos T no endométrio de gestagdes produzidas
com embrides clonados comparados com ani-
mais controle. Estes resultados sugerem que
uma rejeigdo imunoldgica também possa estar
contribuindo para a grande incidéncia de per-
das gestacionais com embri6es clonados (3).
Uma das causas apontadas por perdas gestacio-
nais é a deficiéncia placentdria. Aproximada-
mente 82% de bovinos clonados por transferéncia nuclear nao
sobrevivem entre 0 302 e 902 dias de prenhez. Os autores atri-
buem a essa viabilidade deficiente, o desenvolvimento de um
corioalantdide rudimentar, quando comparado aquele dos ani-
mais de controle. De outra parte, os problemas podem estar as-
sociados aos fatores que promovem o crescimento placentdrio
e vascular e suas interagdes materno-fetais tais como conexoes
placentdrias e formagao de vilos coriénicos (4). A deficiénciado
desenvolvimento vascular placentdrio pode ser evidenciada nos
ruminantes (bovinos) por estruturas cotiledondrias reduzidas
ou ausentes (5).

Fetos anormais, hepatomegalia, hemorragia dérmica (5) e hi-
dropsia em vacas receptoras de animais clonados (6) sao altera-
¢oes constantes envolvidas no processo gestacional de clones,
de maneira a sugerir que o desenvolvimento normal de gesta-
¢Oes representa casos de excegio.

Placentagtes ineficientes em embrides clonados foram obser-
vadas em camundongos (7), bovinos e ovinos (8, 9). Tais anor-
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malidades em ruminantes incluem irriga¢ao sangiiinea defi-
ciente, aumento da ocorréncia de hidroalantéide, e reducao do
ndmero e aumento do tamanho dos placentomas. Destas con-
di¢oes decorrem as perdas gestacionais, as anomalias e a menor
viabilidade de animais clonados.

Casos de hidroalantdide s3o normalmente detectados em bovi-
nos durante o terceiro trimestre de gestagao, e estao associados
ao aumento da concentrago plasmdtica materna da glicopro-
tefna (PSP60). A PSPGO0 ¢ produzida pelas células trofobldsti-
cas binucleadas as quais desenvolvem um processo migratério
em diregdo ao epitélio uterino (10).

O ndmero reduzido de placentomas — 39 — menor que em gesta-
¢oes normais (11), o didmetro aumentado destas estruturas —
21cm — maior que os grandes placentomas de gestagoes normais
—1lem - (12), e o peso ¢ a espessura exagerada dos mesmos —
153g—, indicam que a placentagio em bovinos clonados apresen-
taanormalidades dignas de maiores esclarecimentos (13) e (14).
De outra parte, dreas hemorrdgicas aparentes sobre a superficie
dos placentomas edemaciado certamente sugerem comprome-
timento da gestagao.

Estruturalmente existe total desorganizago das “drvores vilosas”
fetais, as quais aparecem inseridas nas criptas endometriais em
placentas de bovinos clonados. Outro fato notdvel ¢ a menor
densidade devilos presentes nos chamados megacotiledones. So-
mam-se a esses fatos a deficiente ramificagio vascular sobre a su-
perficie das chamadas “4rvores vilosas”, bem como as dilatagoes
anormais das criptas endometriais onde esses vilos se inserem.
Os capilares fetais (5-10pm de didmetro) s3o menos calibrosos
que aqueles observados em gestagbes normais (7-12pm). De
maneira semelhante, os capilares maternos, sao menos calibro-
sos (9-14pm), que os encontrados em gestagdes normais (14-
28pm), porém mais ramificados.

A interface materno-fetal apresenta-se desorganizada e as célu-
las trofoblésticas que se evidenciam como binucleadas encon-
tram-se polinucleadas (tri, tetra, pentanucleadas), com altera-
¢oes nucleares significativas (13, 14).

Em um caso de hidroalantdide diagnosticado em uma recepto-
ra utilizada para a gestacdo de clone de célula fetal, o processo
culminou com a morte da mae, de cujo ttero foram retirados
quase 200 litros de liquido alantoideano.

Além do risco estabelecido, os fenétipos anormais observados
em clones s2o possivelmente decorrentes de uma reprograma-
¢do nuclear inadequada, sugerindo a necessidade de uma remo-
delagem dos ndcleos transplantados.
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O procedimento requer, portanto, aperfeicoamento paraa cor-
reta aplicagdo da técnica, necessdria to somente a recuperagao
de espécies em extingao, ao incremento da produgio animal e
mesmo 2 aplicagdo terapéutica para o uso em terapias celulares
e regenerativas.

Maria Angelica Miglino ¢ professora titular da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
da Universidade de Sio Paulo (USP).
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A IMPORTANCIA DE
DISCUTIR O USO DE CELULAS-
TRONCO EMBRIONARIAS
PARA FINS TERAPEUTICOS

Patricia Pranke

célula-tronco (CT) ¢ definida como a célu-
la com capacidade de gerar diferentes tipos
celulares e reconstituir diversos tecidos.
Além disso, a CT apresenta a propriedade

de auto-renovagio, ou seja, gerar uma copia
idéntica a si mesma. As células-tronco podem ser chamadas
de “adulta” e “embriondria”. As células-tronco adultas (CTA)
mais facilmente disponiveis e comumente utilizadas nas cli-
nicas de fertilizagao sdo as células-tronco hematopoéticas, cu-
jas principais fontes sao a medula 6ssea e o sangue de corddo
umbilical. As células-tronco embriondrias (CTE) sao defini-
das por sua origem, e sdo derivadas do estdgio do blastocisto
do embrido (1). A CTE ¢ normalmente utilizada, em alguns
paises, a partir dos blastocistos gerados em clinicas de fertili-
zagdo, onde o casal doa, para a pesquisa com fins terapéuti-
cos, os blastocistos ndo utilizados para a fertilizagao in vitro.
O blastocisto corresponde as células entre o quarto e quinto
dias apds a fecundagio, mas antes ainda da implantagzo no tte-
ro, que ocorre a partir do sexto dia (1, 2). O blastocisto com-
preende cerca de 150 células. Esse estdgio precede a fase em-
briondria, denominada gdstrula, ¢ considerada uma célula
indiferenciada da fase de mérula ou bldstula de um embrido (3).
A CTE apresenta grande plasticidade. A propriedade de plas-
ticidade refere-se a capacidade da célula em originar diferen-
tes tipos de tecidos. A grande plasticidade das CTE deve-se
ao fato do blastocisto ser capaz de originar todos os 6rgaos do
corpo humano. Apés a fecundagio, o zigoto divide-se e dife-
rencia-se até produzir um organismo adulto que consiste em
mais de 200 tipos de células. Entre esses, neur6nios, células
musculares (midcitos), células epiteliais, células sangiiineas,
células Gsseas (ostedcitos), cartilagem (condrécitos) e outras
(4). Sendo assim, as CTE podem reconstituir qualquer teci-
do do organismo humano, comprovando que as CTE s3o as
células que mais apresentam plasticidade (5-11).

Devido a sua grande plasticidade, as CTE tém sido vistas co-
mo a melhor fonte de células reconstituidoras de qualquer te-



