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RESUMO 

Durante muitas décadas, muitos grupos de pesquisa vem buscando conhecer aspectos 

fisiológicos e embrionários envolvidos na reprodução, como também obter descendentes de 

animais geneticamente valiosos, no entanto foram estudadas a utilização de diversas 

biotecnologias como ferramenta para a realização desse objetivo. E entre essas biotécnicas de 

ultima geração que foram desenvolvidas em especial a transferência nuclear por células 

somáticas (TNCS) ou clonagem. Onde o principio da técnica reúne duas etapas: a primeira que 

consiste em utilizar oocitos como citoplasma receptor após o processo de enucleação e a 

segunda consiste em reconstruir o embrião e transferi-lo para uma receptora sincronizada. 

 Palavras- chave: biotecnologia ,clonagem, transferência nuclear por células somáticas, 

embriões. 

 

ABSTRACT 

For decades, many research groups have been seeking to understand the physiological aspects 

involved in reproduction and embryonic, but also obtain offspring from genetically valuable, 

however were studied using several biotechnology as a tool to achieve this goal. Among these 

biotechniques latest generation have been developed especially for somatic cell nuclear transfer 

(SCNT) or cloning. Where the principle of the technique involves two steps: the first involves 

using oocytes as recipient cytoplasm after enucleation process and the second is to reconstruct 

the embryo and transfer it to a receiver synchronized. 

Keyword:  biotechnology, cloning by somatic cell nuclear transfer, embryos. 

 

 

INTRODUÇÃO  

Clones ou cópias idênticas de indivíduos podem atualmente ser produzidos graças à 

evolução da biotécnica de transferência nuclear por células somaticas ou reconstrução 

embrionária. A produção de clones é de grande interesse não só para o melhoramento 

genético (produção animal) mas também para a biotecnologia, bem como para diversas áreas 

de pesquisa fundamental (COLLEAU,1992; TROUNSON & PERA,1998; 

WILMUT,1998;ZAWADA et al., 1998; CAMPBELL,1999;GURDON & COLMAN, 1999; 

KIKYO& WOLFFE,2000). 
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  A clonagem por transferência nuclear se baseia na substituição da cromatina de um 

óvulo maturado, ou seja , no estádio que ele estaria apto a ser fecundado, pelo núcleo de uma 

célula retirada do animal a ser clonado. Por outro lado, o tema clonagem segue gerando 

efusivos debates e controvérsias, no entanto mediante a possibilidade dessa tecnologia vir a 

ser testada em seres humanos. Apesar disso o uso da transferência nuclear gerou novos 

conhecimentos e oferece oportunidades comerciais bastante promissoras, como a utilização na 

preservação de espécies em vias de extinção, na criação de animais transgênicos, na 

propagação de animais de alto valor zootécnico  e na geração de células ou tecidos para fins 

terapêuticos   (BORDIGNON,  2008). 

Entre várias visões de desenvolvimento das quatro gerações de biotecnologias 

modernas da reprodução animal, a evolução da clonagem animal pode ser comparada à de 

uma modalidade esportiva de resistência que poucos têm a aptidão de concluir. Considerando-

se o “Espírito Olímpico” atual, o sucesso da clonagem animal por transferência nuclear de 

célula somática (TNCS) depende da transposição de uma série de obstáculos e dificuldades 

técnico-biológicas que poderiam ser mais bem definidas como um teste de rusticidade ou 

mesmo um “pentatlo embrionário”, com a existência de pelo menos cinco etapas complexas e 

desafiadoras para a produção de um clone que se iniciam na reconstrução in vitro dos 

embriões e que culminam com o nascimento de um animal que sobreviva em seu final, à vida 

adulta. Como no pentatlo moderno, onde o vencedor é considerado o atleta mais completo, no 

“pentatlo embrionário” da clonagem o vencedor é o animal que apresentar o desenvolvimento 

mais completo que permita a conclusão do “circuito” de desenvolvimento pré-natal e o 

nascimento e sobrevivência no “circuito” pós-natal(THIBIER, 2005). 

O objetivo desse trabalho foi fazer uma revisão de literatura apresentando a 

biotecnologia da clonagem em animais, a técnica mais utilizada, no qual é a de transferência 

nuclear por células somáticas (TNCS), as complicações de maior ocorrência , sendo que ainda 

ocorre muitos erros por ser uma técnica pouco usada e estudada, tendo taxas de 

desenvolvimento embrionário muito baixo ainda nos dias de hoje. 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

Definição  

2 
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 A palavra clone vem  do grego “klôn” e tem por significado “broto”. Definida para 

representar as técnicas assexuadas de enxertia e brotamento para a multiplicação de plantas, a 

clonagem passou a ter outro significado com o aprimoramento das técnicas de manipulação de 

embriões. Em animais, a clonagem pode ser definida como a produção de indivíduos 

geneticamente idênticos (HEYMAN e RENARD, 1996). 

 

Histórico e evolução  

           A transferência nuclear foi inicialmente proposta por Spemann em 1938, como 

instrumento para o estudo da equivalência nuclear, isto é, para determinar se a cromatina 

sofreria algum tipo de modificação durante a diferenciação nuclear. Foi necessário mais de 

um quarto de século para que Briges& Kings(1952), realizarem com sucesso a primeira 

transferência nuclear em anfíbios. E após isso, foram muitos os estudos conduzidos para que o 

anfíbio se tornasse modelo animal na biotécnica. Na década de 60, Gordon & Uehlinger, 

1966, possibilitaram estudos da produção de clone proveniente de células intestinais retirado 

de rãs no estádio de larva (BORDIGNON e SMITH,2002). 

O primeiro relato de mamíferos nascidos a partir de embriões reconstituídos foi 

descrito em camundongos por Illmensee e Hope (1981). A técnica envolvia o isolamento do 

núcleo de células da massa celular interna (MCI) e sua introdução direta no citoplasma de 

zigotos, que eram posteriormente enucleados. Mc Grath e Solter (1983) são considerados os 

pioneiros na reconstrução de embriões mamíferos utilizando o método denominado 

transferência nuclear (TN). Essa técnica envolve microcirurgia e fusão celular e não requer o 

isolamento e a injeção do núcleo no interior do citoplasma. Porém, o primeiro relato de um 

mamífero nascido a partir dessa técnica foi descrito somente em 1986, em ovinos, por 

Willadsen. Desde então, a TN vem sendo empregada com êxito em diversas outras espécies, 

como bovinos, ovinos, caprinos, coelhos, equinos, muares entre outros (PRATHER et al., 

1987). 

A possibilidade de estabelecimento e manutenção de culturas de células a serem 

utilizadas como fonte doadora de núcleo foi fundamental para o desenvolvimento da técnica, 

que resultou no nascimento da ovelha “Dolly”, o primeiro clone produzido a partir de células 

somáticas diferenciadas obtidas de um animal adulto. Com base nesses resultados e 

observações, esses autores provocaram uma das maiores revoluções da ciência contemporânea 
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e assim, além de responder ao questionamento de Speemann (1938), demonstraram a 

viabilidade da clonagem de indivíduos adultos para todo o mundo (WILMUT et al.1997). 

No Brasil, foram conseguidos clones bovinos a partir de células embrionárias, fetais e 

adultas. Em março de 2001, em Brasília, DF nasceu o primeiro clone a partir de célula 

embrionária, a Vitória. No dia 27 de abril de 2002, em Monte-Mor – SP, nasceu o primeiro 

clone a partir de célula diferenciada jovem, o Marcolino da USP ,o qual apresentou 

desenvolvimento corporal, comportamental e sexual normais. Em julho de 2002, em 

Jaboticabal- SP, nasceu o primeiro clone a partir de célula diferenciada adulta, a Penta. E em 

Dezembro de 2003, nasceu a Bela da USP, uma bezerra Nelore oriunda de célula diferenciada 

adulta, apresentando desenvolvimento corporal, comportamental e sexual normais (MELLO 

et al., 2003). 

Figura 1: Vitoria da Embrapa                Figura 2: Penta de Jaboticabal 

 

Fonte: F1:http://www1.folha.uol.com.br/fsp/ciencia/fe2203200101.htm      

 F2: http://www.unesp.br/proex/informativo/edicao14ago2002/materias/clonejaboticabal.htm 

 

 E em 2012, nasce o primeiro clone equino no Brasil (Figura 3), o cavalo Turbante JO 

da raça Mangalarga Marchador ,realizado pela empresa  In Vitro do Brasil na cidade de Mogi 

Mirim,  onde o cavalo que  morreu em 1998 , está inscrito no livro “Guinness” como o cavalo 

que produziu o maior número de filhos do mundo (1.678), e seu material genético esteve 

guardado durante 15 anos (NASCIMENTO, 2012)  

http://www1.folha.uol.com.br/fsp/ciencia/fe2203200101.htm
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 fonte: Divulgação/In Vitro do Brasil 

 

Os resultados recentes, obtidos com transferência nuclear retirada de animais adultos, 

sugerem que um número ilimitado de copias de animais de interesse comercial ou cientifico 

possa ser obtido. Entretanto, muitas duvidas ainda necessitam ser esclarecidas, não só para 

tornar a tecnologia mais eficiente como também para determinar possíveis efeitos sobre os 

animais gerados. Deve-se atenção especial dada para esclarecer as altas taxas de mortalidade 

embrionária, fetal e peri-natal, bem como para  as causas da alta incidência de anomalias e 

baixa viabilidade dos animais clonados (BORDIGNON & SMITH, 2002). 

Porém, a eficiência da clonagem ainda é extremamente baixa, pois é um processo que 

envolve complexa combinação de fatores tanto biológicos como técnicos que interagem entre 

si, muitos dos quais ainda não são compreendidos (WELLS et al., 1999). 

 

Aplicações e perspectivas atuais 

A clonagem pode ser usada comercialmente em rebanhos para produzir cópias 

genômicas de animais de alto valor genético (GALLI et al., 1999) sendo que atualmente, a 

clonagem está restrita a rebanhos de elite e animais com características especiais 

(MEIRELLES et al., 2007). E também sendo usada na tentativa de preservação de espécies 

ameaçadas de extinção (LOI et al., 2001).  

A clonagem terapêutica representa também outra área de pesquisa com grande 

potencial de aplicação da transferência nuclear. O termo “clonagem terapêutica” se refere ao 

5 
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uso da transferência nuclear para produzir células ou tecidos que possam ser usados em 

diferentes tipos de terapias, incluindo o tratamento de doenças degenerativas, traumáticas, ou 

de origem genética (RHIND et al,2003). 

 

Técnica da clonagem: transfêrencia nuclear de células somáticas 

Como se trata de uma técnica relativamente complexa, com grande número de 

variações entre cada uma das etapas envolvidas decorrentes de diferentes metodologias 

empregadas pelos diversos grupos de pesquisa que tem trabalhado com a clonagem, aliado ao 

fato de que existam diferenças espécie-específicas, há uma ampla variação dos resultados no 

que diz respeito ao desenvolvimento até o estádio de blastocisto (ROBL, 1999; WELLS, 

1999; WESTHUSIN et al., 2001).  

 

 

Figura 4: Apresentação esquemática dos diferentes eventos da transferência nuclear de 

células somáticas. 
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 Figura 5: Micromanipulador usado para a técnica de  clonageTNCS 

Fonte: http://www.rikenresearch.riken.jp/eng/frontline/4726 

 

Obtenção e  Maturação dos oocitos receptores 

Os oocitos receptores representam um dos maiores componentes na produção de 

embriões por transferência nuclear, pois contém os fatores responsáveis pela reprogramação 

nuclear, onde a qualidade dos oocitos é fundamental para permitir a reprogramação dos 

núcleos transferidos e para suportar o período inicial do desenvolvimento embrionário. Além 

disso, o estádio de ciclo celular no momento da enucleação e da transferência nuclear é 

decisivo para garantir uma boa interação entre o citoplasma do oócito receptor e pelo núcleo 

transferido (BORDGNON, 2008). 

Os oocitos receptores são normalmente utilizados na fase final da maturação meiótica, 

quando se encontram no estádio de metáfase II (M-II). A maturação até o estádio de metáfase 

II pode ser feita in vivo e os oocitos recuperados dos ovidutos após a ovulação ou recuperados 

diretamente dos folículos no momento que antecede a ovulação. A maturação pode também 

ser feita in vitro onde os oocitos que se encontram no estádio de prófase I ou vesícula 

germinativa, são recuperados de folículos antrais e atingem estádio de metáfase II 

(BORDIGNON e SMITH, 2002).  
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As condições para a maturação são similares àquelas para a produção in vitro (PIV) de 

embriões, ou seja, meio TCM 199 suplementado com hormônios e antibióticos, mantidos em 

temperatura de 38,5–39,0°C durante 16–24 h em atmosfera com umidade saturada contendo 

5% de CO
2 

em ar. Embora meios de maturação sejam suplementados com outros fatores como 

estradiol, IGF-I e cisteamina, nenhuma diferença na produção de animais saudáveis tem sido 

verificada (KEEFER et al., 2001; ARAT et al., 2002; KEEFER et al., 2002).  

A escolha do método de maturação(  in vivo ou in vitro) é normalmente feito em 

função da espécie, como no caso de animais de laboratório a maturação é preferencialmente 

feita in vivo, pelo fato de que a recuperação dos oocitos é feita após sacrifício. E em casos de 

bovinos a maioria das vezes é feita in vitro , mesmo que os primeiros estudos tenham sido 

feitos in vivo onde apesentavam vantagens de que os oocitos adquiriam um maior potencial 

para suportar o desenvolvimento em relação aos maturados in vitro. Mas por outro lado, os 

custos relacionados com a superovulação e a colheita dos oocitos em animais de produção, 

limitam a produção de um grande número de oocitos para fins de clonagem ( BORDIGNON e 

SMITH, 2002). 

 

Seleção e preparação das células doadoras de núcleo 

A origem do núcleo doador utilizado para transferência nuclear pode ter efeitos 

importantes sobre a capacidade de desenvolvimento de embriões reconstruídos até o estádio 

de blastocisto, bem como sobre o desenvolvimento fetal pós-implantação. Com a obtenção do 

primeiro mamífero a partir de células embrionárias em cultivo (WILLADSEN et al., 1986) e 

de linhagens fetais e adultas (WILMUT et al., 1997), numerosas pesquisas foram 

desenvolvidas evidenciando que células somáticas de diferentes tecidos e idades podem ser 

utilizadas com sucesso em programas de transferência nuclear. Estudos indicam que 

diferentes células doadoras podem ser reprogramadas. Contudo, o modelo celular mais 

utilizado continua sendo o de fibroblastos obtidos de biópsias de feto ou de animais adultos, 

da pele ou do músculo (CHESNÉ, 2006).   

Atualmente, na clonagem somática, tem-se utilizado como fonte doadora de núcleo, 

células obtidas de vários tecidos e de animais de várias idades (fetos, recém-nascidos, jovens, 

idosos e até mesmo de animais mortos após um período relativamente curto) (OBACK & 

WELLS, 2002) 
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Tabela 1. Produção de ruminantes pela técnica de transferência nuclear usando diferentes 

células somáticas. 

As células podem ser usadas diretamente após a coleta do animal doador (GALLI et 

al., 1999) ou seguido de um período de cultivo celular, bem como frescas ou após 

criopreservação(WILMUT et al., 1997; KUBOTA et al., 2000). 

 

 

   2.4.3. Coordenação do ciclo celular da célula doadora de núcleo e de citoplasma 

receptor 

 

Espécie  Idade do animal 

doador  

Tipo celular  Referência  

Ovinos  

  Feto                         Fibroblasto                              Wilmut et 

al.,1997 

                                                                                   Adulto                      Fibroblasto                             

Wilmut et al.,1997 

Bovinos                                                                      Feto                        Fibroblasto                             

Cibelli et al., 1998 

                                                                                    Adulto                      Epitélio ovidutário                

Kato et al., 1998  

Caprinos                                                                     Feto                       Fibroblasto                              

Baguisi et al., 1999 

                                                                                    Adulto                       Fibroblasto                            

Lan et al., 2006 

-

____________________________________________________________________________________

______________   

Fonte: Adaptado de Campbell et al., 2005. 
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A sincronização do ciclo celular entre o núcleo da célula doadora com o citoplasto do 

oócito receptor é importante para assegurar que seja mantida a correta ploidia após a 

reconstrução. Esses conceitos são baseados no efeito que o Fator Promotor de Maturação 

(MPF) teria sobre o núcleo. O MPF é um complexo protéico composto por duas subunidades 

catalíticas (proteína cinase p34
cdc2

, regulada por eventos de fosforilação e desfosforilação de 

seus sítios catalíticos, e a ciclina B1, subunidade regulatória), e na sua forma ativa, regula o 

processo de duplicação e divisão celular, numa cascata de eventos (quebra do envelope 

nuclear, condensação dos cromossomos, reorganização do citoesqueleto e alterações na 

morfologia da célula) que permite que a célula entre em mitose ou meiose (NURSE, 1990, 

MASUI,1992).  

Uma complexa série de processos nucleares e citoplasmáticos ocorre durante o ciclo 

celular, exigindo perfeita coordenação entre eles. O ciclo celular é subdividido nas fases 

Grupo1 (G1), sintese (S), grupo2 (G2) e mitose (M), sendo que a replicação do DNA nuclear 

ocupa somente uma parte da intérfase, chamada fase S do ciclo celular. O intervalo entre o 

término da mitose e o início da síntese de DNA é chamado de fase G1, enquanto o intervalo 

entre o final da síntese de DNA e o início da mitose é chamado de fase G2. As fases G1 e G2 

propiciam tempo adicional para o crescimento celular, e células em G1, ainda não 

comprometidas com a replicação de DNA, podem interromper seu crescimento durante o 

ciclo e passar para um estado especializado de repouso, chamado de G0, no qual podem 

permanecer por dias, semanas ou mesmo anos antes de retornar a proliferar (ALBERTS et al., 

2002). 

Na clonagem somática por injeção nuclear intracitoplasmática, a introdução do núcleo 

em fase GO ou G1 diretamente no interior de oócitos enucleados em metáfase II promove uma 

exposição prolongada do núcleo a um citoplasma com altos níveis do MPF, com imediata 

quebra do envelope nuclear e prematura condensação cromossômica, o que pode facilitar as 

modificações nucleares essenciais para reprogramação e desenvolvimento (WAKAYAMA et 

al., 1998).  

 

Enucleação 

O princípio básico da técnica consiste em promover a digestão da zona pelúcida de 

oócitos maturados, para, em seguida, com o auxílio de microlâminas, realizar-se a enucleação 
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manual. As interações citoplastos e núcleos doadores ocorrem pela exposição de tais 

componentes celulares à fitohemaglutinina (VAJTA, 2007). A aplicabilidade deste método já 

pode ser verificada em diferentes espécies pela produção de embriões clones, tais como a 

bovina (VAJTA et al., 2003) e ovina (PEURA, 2003). 

 

Tabela 2. Momento da enucleação de citoplastos receptores para reconstrução embrionária 

em diferentes espécies de ruminantes. 

Estádio nuclear  Espécie  Referência  

Anáfase-telófase I  Ovinos  Campbell et al. (1996); 

Wilmut et al. (1997)  

Metáfase II  Bovinos  Kato et al. (2000); Do et 

al. (2001)  

Metáfase II  Camelídeos  Sansinena et al. (2003)  

Telófase II  Bovinos  Bordignon e Smith (1998)  

Telófase II  Caprinos  Baguisi et al. (1999)  

Embrião pró-nuclear  Bovinos  Prather e First (1990)  

Embrião duas células  Ovinos  Wells et al. (1997)  

Fonte: Adaptado de Campbell et al., 2005. 

 

No procedimento convencional, a enucleação é realizada por microcirurgia utilizando-

se oócitos em estádio de metáfase II, com aspiração, para o interior de uma micropipeta, do 

primeiro corpúsculo polar (CP) e de parte adjacente do citoplasma do oócito. Em 

camundongos e ratos, os cromossomos em MII são visíveis em microscópio óptico como uma 

área translúcida (FULKA et al., 2004). 

Desse modo, a maioria dos protocolos utiliza o corante específico de DNA, 

Fluorocromo Hoechst 33342, o qual sob excitação à luz ultravioleta (UV), permite a 

visualização da cromatina e a confirmação da enucleação. Entretanto, a exposição à UV pode 

provocar danos aos oócitos e à membrana plasmática (SMITH, 1993), além de ser prejudicial 

ao desenvolvimento embrionário (PRATHER et al., 1987). 

Outro método que tem sido considerado eficiente no preparo de citoplastos para a TN 

em bovinos é a enucleação em telófase. Onde a técnica consiste na ativação partenogenética 
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de oócitos maturos e remoção do 2º Corpúsculo Polar junto com pequena quantidade de 

citoplasma ao redor, por meio de micromanipulação (BORDIGNON e SMITH, 1998; 

MOHAMED NOUR e TAKAHASHI, 1999) 

Mais uma técnica de enucleação extremamente interessante é a técnica de enucleação 

induzida quimicamente de oócitos pré-ativados, que visa à extrusão de todo o material nuclear 

juntamente ao 2º CP, e que já foi descrita em murinos, coelhos, ovinos, caprinos e bovinos. 

Quando compara-se a enucleação não-invasiva de oócitos em Metáfase I ou Metáfase II há 

uma marcante diferença. Enquanto no primeiro caso, o Corpúsculo polar com todo o conteúdo 

nuclear é completamente liberado do oócito, no segundo caso o contato entre o 2º Corpúsculo 

polar e o citoplasma do oócito persiste, fornecendo dessa maneira, enucleação somente 

temporária (FULKA et al., 2004). 

Outra técnica de enucleação utilizada é a enucleação química, sendo  um procedimento 

muito atrativo por causar mínima diminuição do volume citoplasmático e do conteúdo 

proteico e molecular, além de fatores associados ao fuso, que são essenciais para o adequado 

desenvolvimento embrionário (FISCHER RUSSEL et al., 2005).  

 

Reconstrução dos embriões (fusão da célula doadora/oócito receptor) 

Os principais métodos utilizados para a realização da reconstrução dos embriões para a 

transferência nuclear são a microinjeção e a fusão entre as membranas plasmáticas da célula 

doadora e oócito receptor. A fusão celular pode ser induzida por diversos métodos, incluído 

impulsos elétricos (eletrofusão ou eletroporação) , lipossomos (vesículas lipídicas), 

polietilenoglicol e vírus Sendai inativo. Dentre esses a eletrofusão é preferida para a maioria 

das espécies (BORDIGNON, 2008). 

Para a reconstrução do embrião após a TNCS, o núcleo de célula doadora (carioplasto) 

é transferido para o interior de um citoplasma receptor (citoplasto). Cada célula doadora 

isolada individualmente com base no cultivo prévio é inserida no espaço perivitelino de um 

oócito enucleado para posterior estimulação com um pulso elétrico, o qual promove a fusão 

das membranas adjacentes. O pulso elétrico não somente induz a fusão da célula somática 

com o oócito enucleado para formar um novo complexo, mas também promove uma 

importante liberação de cálcio intracelular que inicia o processo de ativação (HEYMAN, 

2005). 
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Os parâmetros usados para a eletrofusão , incluindo a duração , a intensidade e o 

numero de pulsos, podem variar de acordo com a espécie, o tipo de equipamento e o tipo de 

célula a ser fundida. Compreendendo de pulso de 2 correntes. A Alternada que serve para 

alinhar as membranas a serem fundidas em posição paralela aos eletrodos, e é aplicada com 

uma frequência de 600 a 1000 kHz, voltagem de 5 a 6 V com duração de 5 a 10 µs 

(microssegundos). E a direta, que induz a formação dos poros nas membranas, o que leva a 

fusão entre as células e é aplicada em três pulsos com intensidade de 0,6 a 3,6 kV/cm com 

duração de 30 a 250 µµs (microssegundos). No entanto o estreito contato entre a célula 

doadora e o oócito receptor e o perfeito alinhamento paralelo aos eletrodos são condições 

indispensáveis para bons resultados de fusão celular (BORDIGNON, 2008). 

Segundo Mcgrath e Solter (1984), o vírus Sendai inativado tem sido empregado com 

muito sucesso em camundongos. E a sua metodologia consiste em injetar no espaço 

perivitelino, juntamente com a célula doadora, uma fração de meio contendo o vírus 

inativado. Uma diferença em relação com a eletrofusão é que o vírus induz a fusão sem causar 

ativação dos oocitos receptores, o que pode ser de interesse em algumas situações 

experimentais. E além de permitir a reconstrução dos embriões sem interferir no ciclo celular 

dos oocitos receptores, evita a transferência do citoplasma da célula doadora para dentro do 

oócito, o que facilita as interações entre o núcleo transferido e o citoplasma receptor 

favorecendo a reprogramação nuclear. 

Em ruminantes, a reconstrução embrionária é geralmente alcançada por eletrofusão, 

mas esta etapa pode também ser obtida pela injeção intracitoplasmática da célula intacta ou do 

núcleo isolado. Após a fusão, os embriões reconstruídos por TNCS são submetidos à ativação 

artificial, a qual deve mimetizar o papel exercido pelos espermatozoides durante a 

fecundação. Na maioria dos mamíferos os oócitos em MII após a ovulação são fecundados. 

Durante a maturação oocitária ocorrem uma reorganização e redistribuição específicas de 

organelas citoplasmáticas, e os oócitos obtêm um complemento de moléculas sinalizadoras 

(MIYAZAKI et al., 1993). 

 

Ativação dos oocitos receptores 

A ativação consiste na etapa chave do processo de TNCS e pode ser obtida física e/ou 

quimicamente, por métodos que podem ou não estar diretamente ligados aos níveis de cálcio 
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intracelular. Quanto aos meios físicos, pode ser citada a injeção de cálcio diretamente no 

citoplasma, promovendo em seguida estímulos elétricos que promoverão a liberação de 

concentrações intracelulares de cálcio. Os oócitos também podem ser ativados quimicamente 

por meio da utilização de cálcio ionóforo, A23187 (CIBELLI et al., 1998), ionomicina (HILL 

et al., 2001), cicloheximida (KEEFER et al., 2002) ou 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) 

(SUSKO-PARRISH et al., 1994). Em ruminantes, o uso de cálcio ionóforo seguido por um 

tratamento com inibidores da atividade de proteínas quinases, tal como a 6-DMAP ou por 

inibidores de proteínas quinases dependentes de ciclinas por três a seis horas, são os 

tratamentos mais realizados (KEEFER et al., 2002; SANSINENA et al., 2003).  

Fisiologicamente, no caso da fecundação, o espermatozoide ao penetrar no óvulo, 

induz a degradação do MPF (Fator promotor de maturação) desencadeando assim o fim da 

meiose e inicio do desenvolvimento embrionário. No entanto artificialmente a ativação dos 

oocitos se baseia na indução de oscilações de cálcio (SWAN & OZIL, 1994).  

Diversos agentes de ativação têm sido empregados na clonagem, sendo os principais: 

Pulsos elétricos de corrente direta de alta voltagem e curta duração:  que promovem 

aumento do Ca
+
 intracelular através da abertura temporária de poros na membrana plasmática 

do oócito, permitindo trocas de íons e macromoléculas, com entrada de Ca
+
 extracelular 

(ZIMMERMANN & VIENKEN, 1982); 

Ionomicina: que aumentam o influxo de Ca
+
 do meio extracelular bem como mobiliza 

Ca
+
 dos estoques citoplasmáticos intracelulares (KLINE & KLINE, 1992; NAKADA & 

MIZUNO, 1998);  

Etanol (7%): promovem uma rápida potencialização da liberação de Ca
+
 mediado pela 

estimulação da formação de inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3) na membrana plasmática (ILYIN 

& PARKER, 1992). No entanto, a exposição a soluções diluídas de etanol podem promover 

danos ao citoesqueleto com aumento da taxa de aneuploidia em partenotos (KAUFMAN, 

1982; O’NEILL & KAUFMAN, 1989); 

Injeção intracelular de CaCl2 no citoplasma: induz a exocitose de grânulos corticais e 

declínio da atividade da histona quinase H1 (MACHATY et al., 1996); 

Cicloheximide e Puromicina: inibidores de síntese protéica que atuariam em conjunto 

(ativação combinada) no processo de ativação do oócito prevenindo a produção da ciclina B1, 
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componente do MPF, fazendo com que este permaneça inativo (PRESICE & YANG, 1994; 

NUSSBAUM & PRATHER, 1995; TANAKA & KANAGAWA, 1997);  

6-Dimetilaminopurina (6-DMAP): inibidor de fosforilação de proteínas ou inibidores 

de enzimas cinase. Onde a manutenção dos oocitos por algumas horas evita que a atividade do 

MPF seja restabelecida e bloqueie o desenvolvimento embrionário ( BORDGNON, 2008) 

Estrôncio: onde induz repetitivos aumentos da concentração de Ca
+
 livre intracelular 

(KLINE & KLINE, 1992) de modo semelhante ao que ocorre na ativação dos oócitos após a 

fertilização (BOS-MIKICH et al., 1997). Mostrou ser viável na clonagem em bovinos 

(YAMAZAKI et al., 2005). Sendo usado também rotineiramente em camundongos. 

 

 Cultivo e transferência de embriões reconstituidos para fêmeas receptoras 

Após a fusão e a ativação, os embriões reconstruídos são cultivados in vitro até o 

estádio de blastocisto, utilizando uma variedade de sistemas de cultivo rotineiramente usados 

na produção in vitro (PIV) de embriões, dentre os quais podem ser citados sistemas de co-

cultivo utilizando células primárias do oviduto ou linhagens celulares estabelecidas 

(THOMPSON, 2000). 

 Em geral, o cultivo in vitro requer uma suplementação de componentes os quais 

podem auxiliar no desenvolvimento, mas que, por um período longo de exposição, podem 

alterar negativamente a qualidade do embrião. Dentre estes componentes podem ser citados: 

soro fetal bovino, soro de cabra/ovelha em estro, albumina sérica bovina (BSA), fatores de 

crescimentos e vitaminas, entre outros (KEEFER et al., 2002; TIBARY et al., 2005). 

Salamone et al. (2003), trabalhando com transferência nuclear na espécie bovina, 

verificaram que embriões cultivados em meio SOF na ausência de cocultivo, porém numa 

atmosfera de três gases (5% de O
2
, 5% de CO

2
, 90% de N

2
), apresentaram melhores taxas de 

clivagem e formação de blastocistos quando comparados àqueles tratados em sistemas de 

cocultivo. Adicionalmente, estudos realizados por Chesné et al. (2003) sugerem que as 

condições ótimas para o cultivo de embriões bovinos e caprinos consistem em meio B2-

INRA-Menezo co-cultivado com células do oviduto. 

Em ruminantes, os procedimentos de transferência de embriões podem ser cirúrgicos, 

semi-cirúrgicos ou não cirúrgicos. O método cirúrgico ou laparotomia consiste em 

exteriorizar o corno uterino e depositar os embriões próximos à junção útero-tubárica 
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(BAGUISI et al., 1999; KEEFER et al., 2001). Embriões caprinos cultivados por 35 h até o 

estádio de quatro células são transferidos cirurgicamente para o interior do oviduto com uma 

média de cinco embriões por receptora (CHESNÉ et al., 2003). O método semi-cirúrgico ou 

semi-laparoscópico é usualmente realizado em caprinos e ovinos (CHESNÉ et al., 2003; 

BARIL, 2006).      

Em geral, a técnica consiste em associar a laparoscopia a uma pequena incisão sem a 

necessidade de expor o animal a uma anestesia geral. Finalmente, o método não cirúrgico, 

frequentemente realizado em bovinos, consiste em inserir, por via transcervical, embriões no 

corno uterino ipsilateral ao ovário, apresentando pelo menos um corpo lúteo (CIBELLI et al., 

1998; CHAVETTE-PALMER et al., 2002). 

Esta etapa de transferência do embrião, depende muito de fatores extrínsecos e 

ambientais, como a necessidade do domínio técnico dos processos biológicos e reprodutivos 

que envolvem a seleção de fêmeas receptoras, a manipulação dos ciclos estrais, e de 

habilidades técnicas específicas, como a transferência de embrião (TE) propriamente dita, 

normalmente realizada no Dia 7 de desenvolvimento, após cultivo in vitro (CIV) dos 

embriões. Porém, dominados os fatores técnico-biológicos acima, o sucesso nesta etapa 

depende por sua vez de aspectos intrínsecos dos embriões clonados, relacionados à 

viabilidade dos embriões transferidos. O sucesso nesta etapa, entretanto, está relacionado não 

somente ao estádio de desenvolvimento e qualidade morfológica embrionária, mas 

fundamentalmente ao padrão de reprogramação nuclear obtido após a reconstrução pela 

clonagem que seja permissiva de uma expressão temporal e/ou espacial de genes importantes 

para os eventos biológicos associados ao desenvolvimento na fase embrionária pré-

implantacional (LI et al., 2005; ARNOLD et al., 2006; YANG et al., 2005, 2007). 

 

Complicações da clonagem 

Embora animais de diferentes espécies tenham sido clonadas a partir de células 

somáticas em diversos laboratórios pelo mundo, o êxito na produção de clones por 

transferência nuclear continua bastante baixo. Além disso, grandes variações nos resultados 

acontecem frequentemente, apesar do uso das mesmas condições de clonagem, incluindo o 

tipo de célula, a ativação e o cultivo dos embriões. A baixa eficiência e a grande variação nos 

resultados decorrem dos diversos problemas que afetam os embriões produzidos por 



 

 

REVISTA CIENTÍFICA ELETRÔNICA DE MEDICINA VETERINÁRIA – ISSN: 1679-7353 

Ano XI – Número 20 – Janeiro de 2013 – Periódicos Semestral 

 

Revista Científica Eletrônica de Medicina Veterinária é uma publicação semestral da Faculdade de Medicina veterinária e 

Zootecnia de Garça – FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associação Cultural e Educacional de Garça - ACEG. CEP: 

17400-000 – Garça/SP – Tel.: (0**14) 3407-8000 

www.revista.inf.br – www.editorafaef.com.br – www.faef.edu.br. 

 

transferência nuclear, desde o estádio  de pré implantação ate o desenvolvimento pós natal dos 

animais clonados(LAGUTINA et. al, 2005)  

 

Patologias associadas a técnica 

Diversas anomalias têm sido constatadas durante a gestação e após o nascimento de 

animais produzidos pela técnica de TNCS. A baixa eficiência e o desenvolvimento anormal 

de animais são principalmente em virtude da reprogramação incompleta e da expressão gênica 

anormal. Dentre as principais anomalias, verificam-se: cardiopatias, placentação anormal, 

hidroalantóide, deficiência imunológica, disfunção renal, alterações no metabolismo 

energético e hipertensão pulmonar (YOUNG et al.,1998; HEYMAN, 2005; CAMPBELL et 

al., 2007). 

 

Mortalidade embrionaria 

As taxas de mortalidade embrionária têm sido observadas em estádios iniciais e finais 

da gestação. Nas perdas em fase inicial, ocorrem devido a absorção embrionária, observando-

se apenas o retorno ao estro após diagnostico de gestação. Perdas mais tardias estão 

associadas ao aparecimento de corrimentos vaginais com sangue e presença de membranas 

fetais e/ou o feto em diferentes estádios de putrefação (BORDIGNON e SMITH, 2002). 

Segundo Wells(1999), a causa das perdas estão associadas a um desenvolvimento 

anormal da placenta, possivelmente devido ao crescimento inapropriado da placentários e pela 

alta mortalidade embrionária, fetal e perinatal. Esses problemas, e ocorrem porque núcleos de 

células diferenciadas não são corretamente reconduzidos ao estádio embrionário nos embriões 

membrana alantoide em decorrência da falta de vascularização nos estádios iniciais do 

desenvolvimento embrionário. 

Perdas fetais em estádios avançados são consequência da disfunção placentária que 

leva a formação de hidroalantoide e o aparecimento de placentomas maiores e em menor 

quantidade, aumento na espessura do cordão umbilical e membranas placentárias edematosas 

(KRUIP & DEN DAAS, 1997).  

 

Problemas na saúde do neonatal 
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O aumento de peso ao nascer é uma característica bastante comum em ruminantes 

oriundos da clonagem, tanto que o fenômeno tem sido referido como síndrome do bezerro 

grande LCS ( do inglês Large calf syndrome). Não se sabe ainda se o LCS é um problema 

com origem na clonagem , pois ele também ocorre em animais oriundos de fecundação in 

vitro, o que sugere que seja devido ao sistema de cultivo oocitário ou embrionário (WILSON 

et al., 1995) 

Problemas respiratório tem sido relatados com muita frequência em bezerros e 

cordeiros clonados, o que sugere possíveis problemas na formação e funcionamento da 

glândula adrenal, baixos níveis de cortisol fetal e insuficiência de surfactantes pulmonares( 

BORDIGNON e SMITH, 2002). 

Segundo Renard et al.(1999), as infecções constantes e de diversas ordens sugerem 

que animais clonados possuem uma deficiência imunológica, conforme observado em alguns 

animais que apresentam contagens de hemácias e leucócitos reduzidos. Constatações em 

bezerros oriundos de clonagem a partir de células fetais evidenciaram como principais 

problemas: 

1)anomalias umbilicais com infecção e uracus persistentes; 

2)pouca tolerância ao estresse e a anestesia; 

3)broncopneumonia; 

4) e em um caso , morte antes do nascimento com sintomas de edema generalizado e ascite 

(anasarca). 

 

Desenvolvimento das crias nascidas 

Em geral, a ocorrência da mortalidade pós-natal é observada da 1ª semana ao 4° mês 

de vida do animal. Nesse período uma grande variedade de problemas tem sido relatada em 

clones, incluindo infecções, tais como inflamações do rúmen e abomaso (WELLS et al., 

1998), coccidiose e infecções após traumas (HEYMAN et al., 2002). A proporção de bezerros 

clones nascidos que são viáveis ao desenvolvimento normal até a fase adulta é limitada aos 

50-70%, de acordo com vários grupos de pesquisas. Chavatte-Palmer et al. (2002) verificaram 

que, de 59 bezerros clones nascidos, 62% destes desenvolveram-se normalmente até a fase 

adulta.  
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As características reprodutivas de novilhas clonadas de células somáticas adultas 

foram avaliadas quanto à puberdade, dinâmica folicular e perfil hormonal, não sendo 

observada nenhuma alteração quando da comparação com o grupo controle de animais não 

clonados (ENRIGHT et al., 2002). Lanza et al. (2001) demonstraram que novilhas clonadas 

são férteis, quer seja usando a monta natural ou inseminação artificial. Usando a técnica de 

inseminação artificial, estes autores obtiveram uma taxa de concepção de 83% após a primeira 

inseminação. Adicionalmente, clones bovinos foram avaliados quanto à libido e à produção 

quali-quantitativa de sêmen, não sendo verificado nenhum efeito negativo sobre tais 

parâmetros (HEYMAN et al., 2004). 

Dificuldades no parto também são relatados na clonagem, e estariam relacionadas a 

distúrbios endocrinológicos com diminuição das concentrações plasmáticas de cortisol, que 

seria insuficiente para desencadear o sistema IGF ligado à sinalização para o indução da 

parturição (MATSUZAKI & SHIGA, 2002). A administração de corticosteróides pode 

aumentar as chances de sobrevivência, induzindo o parto ou preparando-o para cesareana, 

bem como pode ser importante na maturação pulmonar dos clones (WELLS et al., 1999; 

PTAK et al., 2002). 

No entanto, as taxas de desenvolvimento in vitro e in vivo de embriões clonados a 

partir de células diferenciadas permanecem baixas. Este insucesso deve-se, principalmente, a 

baixa taxa de implantação, pelos freqüentes problemas clonados (reprogramação nuclear), o 

que provocaria a expressão errônea de genes que são necessários para sustentar o 

desenvolvimento normal (BORDIGNON e SMITH, 2002). 

 

Considerações finais 

A produção de clones por transferência nuclear requer uma série de etapas complexas 

e bastante delicadas. No entanto os resultados significativos têm sido alcançados, incluindo a 

clonagem de diferentes espécies, a clonagem de animais em vias de extinção, na produção de 

animais transgênicos e na clonagem terapêutica. Mesmo que a baixa eficiência continue 

limitando um maior uso de clonagem por transferência nuclear na produção animal, e as 

possibilidades para a aplicação dessa tecnologia em outras áreas estão sendo bastante 

promissoras. 
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Desta forma, o sucesso na clonagem também depende dos mais aptos e completos em termos 

técnicos. Porém, a eficiência geral da clonagem por TNCS ainda permanece baixa 

demonstrando, que o “normal” ainda é o insucesso . 

  Assim, os “mais aptos e completos” ainda têm muito a evoluir biológica e 

tecnicamente para atingirem pelo menos a “tendência” de serem considerados eficientes. 
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