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Resumo

As biotécnicas reprodutivas t€m sido cada vez mais utilizadas como ferramentas alternativas em
programas de conservacdo do material genético de espécies ameacadas de extingdo. O presente artigo delineia os
avangos ja ocorridos na reprodu¢do de animais carnivoros, com énfase na clonagem, ndo somente para a
preservacdo das espécies em vias de extingdo, como também para sua aplicagdo com fins terapéuticos. A
clonagem animal representa um dos maiores avangos dentro da medicina veterindria, mas ainda apresenta
grandes entraves para a consolidagdo da sua eficacia, necessitando de mais investimentos cientificos na area.
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Abstract

The reproductive biotechnologies have been increasingly used as alternative tools in conservation
programs of genetic material from endangered species. This article outlines the progress that has already
occurred in the reproduction of carnivorous animals, with emphasis on cloning, not only for the preservation of
endangered species, but also regarding its application for therapeutic purposes. Animal cloning is one of the
biggest advances in veterinary medicine, but still has major obstacles for the consolidation of its effectiveness,
requiring more investment in the scientific area.
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Introducao

A extingdo ¢ um processo lento e natural que tende ao equilibrio entre especiagdes, mutagdes e
modifica¢des das frequéncias dos alelos que geram novas espécies. A sobrevivéncia de uma espécie depende de
populagdes minimas viaveis (Shaffer, 1981; Soule, 1986; Brito ¢ Fonseca, 2006), e em situagdes adversas o
manejo das populagdes ¢ necessario para obter uma minima variabilidade genética, demografica e ecologica,
para sua manutengao e perpetuagdo (Cullen Jr. et al., 2003).

A exploracdo do meio ambiente desencadeia a diminui¢do da biodiversidade, ou seja, a taxa de extingdo
supera a de especiagdo. A atual perda de espécies ¢ algo sem precedentes e pode ser irreversivel segundo
Primack e Rodrigues (2002), o que tornara os zoologicos bancos de reserva gendmico in vitro, segundo
Micheletti et al., 2011.

Os carnivoros sdo mamiferos que contam com a adaptacéo e a predagdo como caracteristicas, dotados
anatomicamente de estruturas desenvolvidas para encontrar, capturar e matar suas presas, contando com 126
géneros ¢ 286 espécies (Wonzencraft, 2005) no mundo. No Brasil, podem ser encontradas 29 espécies, das quais
10 estdo ameacadas de extingdo, segundo a lista oficial do Ministério do Meio Ambiente, de maio de 2003.
Desde essa época, tem sido necessario criar critérios e direcionar os recursos humanos e financeiros para
priorizar o salvamento das espécies em vias de extingdo, ja descritos no Plano de Agdo — Pesquisa e Conservagao
de Mamiferos Carnivoros do Brasil, pelo Centro Nacional de Pesquisa para a Conservagdo de Predadores
Naturais (Cenap), do Ibama, e pela Associag@o Pro-Carnivoros.

Os carnivoros mantém relagdes de predatismo com as outras espécies e, por isso, desempenham papel
fundamental no equilibrio dos ecossistemas. Contudo, as grandes areas desmatadas fragmentam os nichos destes,
junto com a caca indiscriminada (disturbios antropicos), conforme descrito por Duarte (2005). Portanto, as
caracteristicas biologicas e ecoldgicas influenciam diretamente na vulnerabilidade de cada espécie, tendo efeito
direto na reprodugio.

Algumas biotecnologias ja sdo amplamente utilizadas em busca da conservagdo dos espécimes,
principalmente ex situ, na tentativa de diminuir a consanguinidade e aumentar a variabilidade genética e, assim, a
viabilidade da espécie. As técnicas validas contra a extingdo sdo inseminagdo artificial, transferéncia de embrides
e fertilizacdo in vitro (Sapolsky e Krey, 1988), entretanto ainda sdo necessarios muitos estudos para otimizar os
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resultados. O objetivo do incessante esforgo para a reprodugdo das espécies ¢ o aumento do nimero de crias
selecionadas viaveis, a fim de conservar a diversidade genética e diminuir o intervalo entre partos (Andrabi e
Maxwell, 2007).

A conservagdo ex sifu, por meio dos bancos de germoplasma, aparece como alternativa imediata de
conservacdo de material genético em potencial (Wilson, 1997; Hiemstra et al., 2005). Os bancos podem ser
abastecidos de germoplasma de populagdes com pequeno ou grande numero de individuos (permitindo a
variabilidade). Esse material podera ser usado posteriormente, para auxiliar no aumento populacional se
necessario. Quando a populagdo esta em pequeno ntimero, para aumentar sua variabilidade genética, podem ser
utilizados germoplasmas de individuos de outras regides (Wilson, 1997).

Devido a limitada disponibilidade de espago em zoologicos, ndo é possivel instalar um grande niimero
de animais de uma mesma espécie naquele local. Dessa forma, o sucesso da criopreservagdo pode permitir a
superacdo do tamanho limitado de reservas de animais silvestres e dos zooldgicos, por meio da manutengdo da
diversidade genética em botijoes criogénicos (Wilson, 1997). Os bancos de germoplasma podem manter, por um
longo periodo, sementes, gametas, embrides e células somaticas em condigdes viaveis de uso. Aliados aos
programas de conservagdo, esses bancos de genes podem fornecer e receber material genético em potencial
(Trounson et al., 1998).

Assim, a criopreservagdo ¢ um importante instrumento para a reproducdo de animais silvestres e para a
manuten¢do de sua diversidade genética. Segundo os geneticistas Thomas Foote e Ulysses Seal, ¢ possivel
manter 95% da variabilidade genética durante cerca de 400 anos, ou 50 gerag¢des, quando se tem um manejo
adequado do material genético (Wilson, 1997).

Técnicas reprodutivas

Diversas técnicas tém sido utilizadas na reproducdo de carnivoros (Tab. 1), tais como: inseminagdo
artificial (IA), fertiliza¢do in vitro (FIV), injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), transferéncia de
embrides (TE) e transferéncia nuclear (TN).

A clonagem - transferéncia nuclear

A clonagem (transferéncia nuclear -TN) ¢ uma técnica que tem por finalidade produzir um organismo
com caracteristicas fisicas e biologicas idénticas a de outro ser vivo; para tal, o material genético proveniente de
qualquer célula somatica de um individuo ¢ adicionado a um odcito ndo fecundado e enucleado, formando o
zigoto a partir de um nucleo doador para um citoplasma receptor por meio da fusdo de membranas plasmaticas
por eletrofusdo (Bordignon et al., 2008), portanto ndo ha necessidade dos gametas, ou células reprodutivas.
Assim, tem-se a formacdo do embrido, que ¢ mantido em estufa e em meio de cultivo especial para a posterior
implantagdo em uma receptora compativel. Segundo Fernandes et al. (2012), a clonagem agrega valor aos
animais pois permite a sele¢do e a transmissao, de forma efetiva, de caracteristicas desejadas.

Em 1881, Illmensee ¢ Hoppe efetuaram a primeira transferéncia nuclear com células embrionarias em
camundongos, sendo os pioneiros na clonagem em mamiferos. Ja a utilizagdo da clonagem para a preservacao do
material genético de animais em vias de exting@o foi realizada primeiramente no ultimo exemplar de um bovino
da raca Enderby Island, proveniente da Nova Zelandia. Outros clones desse animal foram produzidos e cruzados
com animais de outras ragas, mas 0s 00citos receptores e as células doadoras foram provenientes de animais da
mesma espécie, o que pode ser uma limitagdo na clonagem dos animais selvagens em vias de extin¢do, pois os
odbcitos das espécies similares podem ndo ser disponiveis. Mas existe a técnica conhecida por TN interespécie,
utilizada quando ndo ha oocitos suficientes (ou sdo limitados) ou a maturagao in vitro dos embrides € incompleta
(Murakami et al., 2005) e efetuada com o o6cito receptor de uma espécie diferente daquela do doador do nucleo,
o0 que viabiliza novas fronteiras reprodutivas.

Ja o primeiro carnivoro selvagem clonado foi o gato-selvagem-africano, nascido em Nova Orleans de
uma gata doméstica, em 06 de agosto de 2003 (Goméz et al., 2004). O animal foi criado por meio da utilizagdo
do material genético congelado de um gato-selvagem-africano, que também nasceu de uma gata doméstica,
porém como resultado da primeira bem-sucedida transferéncia de embrido congelado pds-fertilizagdo in vitro,
em novembro de 1999.

Uma facilidade da técnica da clonagem ¢ a relativa simplicidade com que se obtém o material genético.
A Tab. 2 mostra as diferentes fontes de obtencdo das células dos doadores.
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Tabela 1. Estudos envolvendo as biotécnicas reprodutivas utilizadas em carnivoros.

Espécie

Técnica

IA com sémen
descongelado

IA com sémen fresco ou
descongelado

IA por laparoscopia

Tratamento
coridnicas equinas ou humanas

com gonadotrofinas FIV + TE

Clonagem

Tigre siberiano
(Panthera tigres altaica)

Gato doméstico

(Felis catus)

Gato selvagem africano
(Felis silvestris lybica)
Gato selvagem asiatico
(Felis sylvestris ornata)
Gato-do-mato-pequeno
(Leopardus tigrinus)
Gato-maracaja
(Leopardus wiedi)
Gato do deserto indiano
(Felis silvestris)

Gato mourisco

(Puma yagouaroundi)
Gato leopardo
(Prionailurus bengalensis)
Tigre

(Panthera tigris)
Leopardo

(Felis bengalensis)
Puma

(Felis concolor)
Pantera nebulosa
(Neofelis nebulosa)
Leopardo das neves
(Panthera unica)

Jaguatirica

(Leopardus pardalis)

Tigre de Sumatra (Panthera
tigres sumatrae)

Guepardo

(Acinonyx jubatus)

Céao doméstico

(Canis lupus familiaris)
Lobo cinzento

(Canis lupus)

Sojka et al.,1970; Platz et al., 1978;
Howard et al., 1992; Tsutsui et al., 2000

Platz et al.,1978;
Tsutsui et al., 2000; 2003

Swanson et al., 1996;
Swanson ¢ Brown, 2004; Pelican et al., 2006

Swanson ¢ Brown, 2004; Pelican et al., 2006

Pope et al., 1998

Barone et al., 1994,
Swanson et al., 1996

Howard et al., 1992
Dresser et al., 1982

Pope et al., 1998

Wildt et al., 1992;
Swanson et al., 1996

Moore et al., 1981
Donougue et al., 1993

Howard et al., 1996

Roth et al., 1997 Howard et al., 1996;
Swanson et al., 1996

Tilson e Brady 1992

Wildt et al., 1992;
Howard et al., 1997
Spallanzani, 1784, citado por Foote, 2002

Howard et al., 1997

Donoghue et al.,1993

Howard et al., 1992

Wildt et al, 1992
Barone et al., 1994
Howard et al., 1996

TL Roth ¢ DE Wildt

(unpublished), citados por

Donoghue et al, 1996
Swanson et al., 1995;

1996; Howard et al., 1996

Howard et al., 1992

Donoghue et al., 1990; 1996

Barone et al, 1994;
Swanson et al., 1996
Swanson et al., 1996

Swanson et al., 1996

Swanson et al., 1996;
Pazetal., 2010
Tilson e Brady 1992

Howard et al., 1992;
Swanson et al., 1996
Donougue et al., 1993

Shin et al., 2002;
Westhusin et al., 2003

Goméz et al., 2004
Pope et al., 1993

Pope et al., 1989

Barone et al., 1994
Donoghue et al.,
1990; 1993
Goodrowe et al.,
1989

Miller et al., 1990

Roth et al., 1994

Howard et al.,

1992
Lee et al., 2005;
Park et al., 2010

Oh et al., 2008
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Tabela 2. Diferentes fontes de obtencdo de células doadoras para a técnica da clonagem.

Fonte Autoria
Células embrionarias pré-implantacao Willadsen, 1986
Células embrionarias diferenciadas Campbell et al., 1996
Fibroblastos fetais Wilmut et al., 1997
C¢élulas de oviduto Kato et al., 1998
Células de glandulas mamarias Wilmut et al., 1997
Fibroblastos da pele Kato et al., 2000
Células do cumulus Kato et al., 1998; Wakayama et al., 1998
Células de Sertoli Ogura et al., 2000; Yanagimachi, 2002
Células testiculares fetais Watagama e Yanagimachi, 2001
Células da granulosa mural Wells et al., 1999
Células-tronco embrionarias Wakayama e Yanagimachi, 1999
Leucocitos Galli et al., 1999

Problemas associados com a clonagem por transferéncia nuclear

Apesar de a técnica de transferéncia nuclear ter sido realizada em diversos laboratérios pelo mundo, o
sucesso da producdo dos clones ¢ baixo. Existem, também, frequentes variagdes nos resultados, embora sejam
utilizadas as mesmas condi¢cdes de clonagem, tais como: tipo de célula doadora de nucleo, preparagdo dos
odcitos, ativagdo e cultivo dos embrides.

Devem-se considerar questdes basicas que podem causar problemas para a eficiéncia na clonagem,
como o cultivo laboratorial do embrido, na fase pré-implantagdo, o tempo de micromanipulacdo, o meio de
cultivo, a temperatura adequada, as taxas de oxigénio/diéxido de carbono, a desmetilagdo das células
autossOmicas para reativagdo da embriogénese no feto, o que gera reprogramacdo nuclear falha, as alteracdes
placentarias e as disfungdes perinatais (Guimaraes et al., 2012).

A menor taxa de apoptoses nas regides centrais dos placentomas (expressao inadequada de genes como
BAX, BCL2 ¢ GAPDH) ¢ a maior atividade de proliferagdo nas placentas em final de gestacdo (Rici et al.,
2009), bem como o fato de que no parto e no pré-parto o nimero de células binucleadas (responsaveis pela
sintese de progesterona na placenta, resultado da fusdo de células materna e fetal) ndo diminui (Wooding, 1984),
sdo algumas das alteracdes responsaveis pelas complicagdes. Em ruminantes, ha ainda o atraso no
desenvolvimento do trofoblasto, o numero reduzido de placentonios, o desenvolvimento vascular comprometido,
a menor expressdo de fatores (VEGF e bFGF), a menor concentragdo de progesterona proveniente da placenta e
as anormalidades dos envoltorios fetais (Guimaries et al., 2012).

As alteragdes placentérias que geram a perda fetal seriam de trés tipos segundo Miglino (2004) e Bordignon e
Smith (2008): a) subdesenvolvimento do epitélio coriénico da placenta, portanto menor nimero de vasos sanguineos
no alantoide; b) diminui¢do do numero de cotilédones, promovendo diminuicdo nas trocas materno-fetal; c)
diminuigdo do numero dos cotilédones e aumento de tamanho destes com edema dos envoltorios fetais.

Outras importantes complicagcdes que geram obstaculos ao desenvolvimento pos-natal dos animais
clonados seriam aumento das dimensdes do corddo umbilical, alteragdes imunologicas, malformagdes
congénitas, problemas de retengdo placentaria, hidroalantoide e macrossomia ou sindrome do feto gigante
(observada em 50%, relacionada ao aumento da glicoproteina PSP60 produzida pelas células binucleadas;
Heyman et al., 2002; Miglino, 2004; Landim-Alvarenga, 2006; Guimaraes et al., 2012).

Disfungdes cardiorrespiratdrias, hepaticas, renais, articulares e alteragdes multissistémicas geram a
sobrevivéncia de apenas 10% dos clones (Guimardes et al., 2012). Esta expectativa pode ser reduzida para 6 a
8% dos clones nascidos vivos, segundo Miglino (2004). De acordo com Santos et al. (2010), 30,7% dos neonatos
apresentam anomalias no aparelho locomotor, 46,1% possuem alteracdes cardiacas 100% padrdo ciandtico,
incompleta cicatrizagdo do corddo umbilical e hidrotorax serofibroso.

Consideracoes finais
A utilizagdo da clonagem como instrumento alternativo para a preservacdo do material genético das
espécies ameacgadas de extingdo e para fins terapéuticos representa grande avanco para a medicina veterinaria,
mas sdo necessarios estudos complementares, ndo somente para as espécies carnivoras, mas também para as
outras espécies animais, a fim de se identificarem as bases dos problemas que ainda tornam a técnica deficitaria.
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