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Resumo

No presente artigo revisa-se dedicadamente a literatura do tema da clonagem tentando levar o leitor paula-
tinamente através dos avanços da técnica até alcançar as mais novas alternativas propostas pelos cientistas, 
e incluindo os erros mais comumente acontecidos nelas. A finalidade é mostrar o amplio panorama que tem 
aberto esta biotecnologia para a humanidade toda.

Palabras chave: Transferência nuclear, fissão, paraclonagem, clonagem verdadeira, genoma mitocondrial.

Resumen

En el presente artículo se revisa detenidamente la literatura en el tema de clonación, intentando llevar al lector 
paulatinamente a través de los avances de la técnica hasta alcanzar las más nuevas alternativas propuestas 
por los investigadores, incluyendo los errores más comúnmente cometidos. La finalidad es mostrar el amplio 
panorama que a abierto esta biotecnología para la humanidad.

Palabras Clave: Transferência nuclear, fissão, paraclonagem, clonagem verdadeira, genoma mitocondrial.

Abstratc

The present article provides a review of the pertinent literature on the topic of cloning. It aims to take the read-
er gradually through the advances made so far regarding the technique, to the newest alternatives proposed by 
researchers, including the most commonly committed errors, to unveil the broad panorama this biotechnology 
has opened up for humankind.

Key words: Nuclear transfer, fission, paraclone colony, true cloning, mitochondrial genome.
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Introdução

Por definição clone é uma população de moléculas, células 
ou organismos que se originaram de uma única molécula 
ou célula e que, por tanto, são idênticas a célula original e 
entre elas. Na espécie humana os gêmeos idênticos são 
exemplo de clones naturais originados pela divisão de 
um óvulo após fertilização. (Baguisi et al., 1999).

A clonagem de embriões bovinos utilizando células 
somáticas apresenta-se na atualidade como a única 
biotecnologia reprodutiva capaz de garantir que o in-
dividuo resultante irá conservar 100% dos genes do 
seu progenitor, visto que nesse tipo de reprodução 
não acontece o “crossing over”, o que faz dela a fer-
ramenta perfeita para replicar animais transgênicos 
previamente “desenhados”; por exemplo, para a pro-
dução de uma determinada proteína recombinante de 
utilidade na saúde humana.

Esta técnica pode ser usada na conservação e regenera-
ção dos recursos genéticos e contribui para um maior 
entendimento a respeito da interação núcleo-citoplasma 
e na reprogramação nuclear (Pereira e Freitas, 2009).

Na clonagem por transferência de núcleo (TN) é realiza-
da a fusão de uma célula (doadora de núcleo) com um 
oócito previamente enucleado. A célula resultante dessa 
união é capaz de converter-se em um embrião com ha-
bilidade para se desenvolver e gerar um novo indivíduo.

A TN de células somáticas envolve procedimentos que 
podem afetar a viabilidade embrionária e fetal. Tem 
sido reportado que só 1 a 10% dos embriões trans-
feridos desenvolvem à termo (Tamada e Kikyo 2004; 
Wells, 2005). Dentre os fatores envolvidos pode-se 
assinalar o tempo entre a fusão e a ativação induzida 
(Akagi et al., 2003, Martínez Diaz et al., 2003); a linha-
gem celular utilizada como doadora de núcleo (Tian et 
al., 2003); a coordenação do ciclo celular entre célula 
doadora e o oócito receptor (Campbell et al., 1996); e 
o processo de transferência nuclear por fusão ou micro 
microinjeção (Kurome et al., 2003). 

Desta maneira na presente revisão serão abordados al-
guns aspectos relevantes relacionados à técnica de clona-
gem por transferência nuclear, enfatizando os problemas 
mais comuns e os avanços obtidos nos últimos anos. 

Revisão de literatura

Breve histórico da transferência nuclear

O primeiro transplante de núcleos foi realizado a par-
tir de células embrionárias de Rã pipiens irradiadas 

com luz ultravioleta (UV). Este experimento elimi-
nou o núcleo haplóide de um oócito não fecundado, 
substituindo por um núcleo diplóide procedente de 
uma célula somática; tornando possível o início do 
desenvolvimento embrionário. Foram necessários 197 
embriões reconstituídos para conseguir que 27 tives-
sem o desenvolvimento embrionário, originando então 
27 girinos clonados (Briggs e King, 1952). 

Estes pesquisadores comprovaram que a clonagem por 
transferência de núcleos de blastômeros no estágio de 
blástula permitia o desenvolvimento embrionário, mas se 
esse procedimento fosse realizado com núcleos proce-
dentes de células em estádio mais avançado de desen-
volvimento os resultados de desenvolvimento diminuíam 
consideravelmente, concluindo então que as células di-
ferenciadas não seriam totipotentes, o que limitaria sua 
capacidade para gerar um novo ser (Briggs e King, 1952).

O seguinte questionamento dos pesquisadores foi sa-
ber se os problemas observados no desenvolvimento 
embrionário dos clones eram causados pelo tipo de 
célula doadora do núcleo. Acreditava-se que se o nú-
cleo implicado na clonagem fosse procedente do en-
doderma, de onde se formaria o intestino, por exem-
plo, o embrião poderia então carecer de estrutura não 
endodérmicas, como músculos, nervos, etc. podendo 
ser esse o motivo da baixa taxa de sucesso da técnica 
(Briggs e King, 1952).

Nos anos 60, foram realizados experimentos com o 
sapo africano com garras Xenopus laveis, conseguindo 
obter descendência adulta por clonagem de células de 
intestino de girino. Tal experimento demonstrou que 
uma célula pode diferenciar-se durante o desenvol-
vimento embrionário e posteriormente recuperar sua 
totipotência (Gurdon, 1962). 

Gurdon (1965) usou a transferência nuclear com célu-
las das membranas das patas de rãs Rana pipiens adultas 
como doadoras de núcleos, mas os girinos não sobre-
viveram. Todos esses experimentos tinham a finalidade 
de demonstrar que as células já diferenciadas poderiam 
voltar a ser totipotentes e gerar um novo ser. Por tanto, 
uma vez que se esclareceu este fato, ficou definitivamen-
te rejeitada a teoria da perda genética até então aceita.

A partir do descobrimento de Gurdon têm sido muitos 
os experimentos desenvolvidos e muitas as expectati-
vas colocadas na técnica de transplante nuclear. Di-
versos trabalhos neste campo têm reforçado a teoria 
de que com a utilização de células embrionárias como 
doadoras de núcleos, poderiam se obter numerosos 
animais idênticos geneticamente (Saraiva et al., 2010; 
Recuerda, 2011).



Clonación de embriones bovinos a partir de células somáticas 97

Este procedimento se conhece como “transplan-
te nuclear em série” e consiste em transplantar um 
núcleo de um embrião para um oócito enucleado, 
assim ao obter um embrião precoce. Ele vai se con-
verter no novo doador de outros núcleos que serão 
transferidos a outros oócitos enucleados, e como 
consequência, obter importantes quantidades de 
animais clonados, já que a técnica da clonagem é 
mais eficaz quando se transferem núcleos de células 
embrionárias que de células somáticas já diferencia-
das (Recuerda, 2011).

Clonar anfíbios é um pouco mais simples que clonar 
mamíferos. Por exemplo, os óvulos da rã (Rana pi-
piens) são muito maiores que os de mamíferos, fato 
que facilita a manipulação para aplicação da técnica 
de transferência. Além disso, a reprodução dos anfí-
bios é externa, na água, enquanto que os mamíferos 
têm que gestar dentro do corpo, o novo ser. 

O primeiro cientista que tentou clonar um mamífero 
(coelho - Oryctolagus cuniculus) foi Derek Bromhall, 
em 1975; porém todos os embriões morreram em fases 
iniciais do desenvolvimento. Para reativar a união do 
núcleo com o citoplasma, esse pesquisador utilizou o 
vírus Sendai e conseguiu a reativação, mas nenhum 
embrião sobreviveu (Bromhall, 1975).

Seis anos depois desse primeiro fracasso de Bromhall, 
em 1981, Illmense e Hope, pesquisadores da Universi-
dade de Genebra na Suíça, anunciaram a clonagem de 
camundongos (Mus musculus). 

Vários pesquisadores tentaram reproduzir as experiên-
cias de Illmensee, sem sucesso, repetindo o experi-
mento várias vezes. Como os resultados continuaram 
sendo negativos, um periódico de grande impacto che-
gou a publicar que “a clonagem de animais por sim-
ples transplante nuclear é biologicamente impossível”, 
fechando assim o destino da clonagem durante vinte 
anos (McGrath e Solter, 1984; Barañao, 2008).

Nos anos oitenta foram publicados vários estudos sobre 
clonagem de mamíferos. Willadsen (1986) obtive uma 
ovelha a partir de um embrião de oito células, enquanto 
Frist (1987), obteve um bezerro a partir de células de um 
embrião de vaca (Bos taurus). Com o passar do tempo 
continuaram a nascer animais clonados mediante trans-
ferência nuclear, mas sempre mediante uso de células 
embrionárias como doadoras de núcleo. 

Em 1996 dois biólogos do Instituto Roslin (Escócia), 
empolgados com os resultados de Willadsen e o estu-
do da clonagem em mamíferos superiores, realizaram 
experimentos que culminaram com o nascimento de 

duas ovelhas clonadas, que foram chamadas de ME-
GAN e MORAG (Campbell, 1996). 

Uma das grandes contribuições para o conhecimento 
científico nessa área realizada por Wilmut e Campbell 
foi à idéia de levar a célula embrionária ao estado de 
repouso ou G0, pela redução dos níveis energéticos 
dos meios de cultivo celular. Mesmo tratando-se de 
células embrionárias, depois de vários cultivos são 
obtidas células similares ás epiteliais (diferenciadas), 
segundo mostram os marcadores associados á diferen-
ciação (Campbell et al., 1996; Wilmut et al, 1997).

Trabalhos posteriores deram como resultado a obten-
ção de animais clonados mediante a técnica de trans-
ferência nuclear sem levar o núcleo ao estado quies-
cente, de repouso ou G0, pelo que demonstrou que 
não é imprescindível que o núcleo esteja em dito es-
tado para que se ative o desenvolvimento embrionário 
(Wakwyama et al., 1999). 

Os estudos de Wilmut e Campbell continuaram apre-
sentando resultados promissores, e em 5 de julho de 
1996 nasceu na Escócia a ovelha clonada chamada Do-
lly, a partir de uma célula diferenciada. Dolly foi repro-
duzida por transferência nuclear a partir de uma célula 
somática diferenciada e não de células embrionárias de 
poucos dias de desenvolvimento. (Recuerda, 2011). 

Esses estudos demonstraram que células somáticas que 
formam os tecidos de indivíduos adultos (especializadas), 
podem ser reprogramadas após sua fusão com um oócito 
enucleado, para iniciar o desenvolvimento embrionário 
dando origem a um animal com a mesma informação 
genética do animal doador da célula somática.

A clonagem reprodutiva permite obter cópias idênti-
cas de indivíduos cujas características morfológicas e 
funcionais são conhecidas e só animais adultos podem 
aportar esses tipo de dados.

A célula somática que deu origem a Dolly foi uma 
célula epitelial da glândula mamária de uma ovelha 
da raça Finn Dorset, com 6 anos de idade, que estava 
no último terço de gestação, obtida por meio de bióp-
sia. O oócito (citoplasto) foi oriundo de uma ovelha 
da raça Scottish Blackface de Cabeça Preta. As células 
somáticas foram cultivadas in vitro, e posteriormente 
conservadas durante cinco dias num meio pobre em 
soro fetal para levar o ciclo celular ao estado de re-
pouso (De Miguel, 2008). Cada célula somática, foi 
introduzida em um oócito previamente enucleado. 
Estes oócitos estavam em metáfase II e tinham sido re-
movidos cirurgicamente dos oviductos, após estimu-
lação hormonal dos ovários. Então após a colocação 
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da célula somática no espaço perivitelino foi realizada 
a fusão das membranas plasmáticas da célula doadora 
de núcleo e o citoplasto mediante estímulos elétricos 
(Wilmut et al., 1997).

Os estímulos elétricos permitiram reiniciar o processo 
de desenvolvimento embrionário e depois de 16 di-
visões no meio de cultivo os embriões foram transferi-
dos para o útero da outra ovelha (Scottish Blackface); 
sendo que 148 dias depois nasceu Dolly, o primeiro 
mamífero obtido de uma célula somática de um ani-
mal adulto (Wilmut et al., 1997). 
 
Dolly foi o resultado de um processo longo e comple-
xo que precisou da reconstrução de pelo menos 277 
embriões. Depois de seis dias de cultivo, foram recu-
perados 247 embriões e desses 29 atingiram a etapa 
de blastocisto e foram transferidos para 13 ovelhas da 
mesma raça sendo que apenas um chegou até o nasci-
mento (Wilmut et al., 1997).

Em 1998, Dolly pariu uma fêmea chamada Bonie. A 
gestação e o parto foram normais, demonstrando as-
sim que animais obtidos por transferência nuclear po-
dem se reproduzir normalmente. Em 14 de fevereiro 
de 2003, aos seis anos de idade (a idade media da vida 
de uma ovelha é 11-12 anos), Dolly foi sacrificada no 
Instituto Roslin, devido a uma doença pulmonar pro-
gressiva, além disso sofria artrite e um processo de en-
velhecimento precoce. A necropsia mostrou que a pa-
tologia pulmonar se deveu a adenocarcinomas (câncer 
de origem viral comum em ovelhas).

As circunstancias da morte de Dolly reabriram o de-
bate sobre a eficácia da transferência nuclear de célu-
las somáticas (SCNT), pelo que várias pesquisas cen-
traram-se na busca de explicações para as possíveis 
causas de alterações na reprogramação epigenética 
(Wilmut, 2002).

Métodos de clonagem

Partição de embriões pré-implantacionais (fissão)

 Este método não deve ser considerado como clona-
gem no sentido estrito, o mais correto seria denominar 
este procedimento de gemelação artificial, pela analo-
gia com a gemelação natural. Os animais são geneti-
camente idênticos entre si, mas diferentes de seus pro-
genitores (Gindoff, 1998).

Paraclonagem

A paraclonagem consiste na transferência de núcleos 
procedentes de blastômeros ou de células fetais, desen-

volvidos em cultivos celulares, até óvulos não fecun-
dados, previamente enucleados ou inclusos até zigotos 
enucleados. O “progenitor” dos animais clonados resul-
tantes é um embrião ou feto. São equivalentes a gêmeos 
monozigóticos (Sims e First, 1994; Prathers, 1987).

Clonagem verdadeira

 Consiste na transferência de núcleos de células de ani-
mais já nascidos, a oócitos enucleados, originando ani-
mais fenotipicamente quase idênticos entre si e muito 
parecidos com o doador do núcleo, só se diferenciam 
geneticamente por mutações somáticas e pelo geno-
ma mitocondrial do oócito (Prathers, 1987).

Clonagem por transferência nuclear 

Seleção de células doadoras de núcleo

As células somáticas adultas usualmente são mais di-
fíceis de serem reprogramadas do que células fetais, 
o que se pode perceber pelas diferenças nas taxas de 
desenvolvimento in vivo obtidas com embriões oriun-
dos de células destas diferentes origens. Pesquisado-
res avaliaram o desenvolvimento in vivo de embriões 
produzidos a partir de transferência nuclear de células 
embrionárias (NTEC), e células somáticas (NTSC) tanto 
de origem fetal, quanto de células somáticas adultas. 
Pesquisadores encontraram que as taxas de desenvol-
vimento in vivo foram menores para embriões produ-
zidos a partir de células somáticas adultas do que para 
células fetais e embrionárias com sobrevivências pós-
-natais de 66,6% no grupo NTSC adulto e entre 80 e 
83% nos outros grupos (Heyman et al., 2002). 

Diversos tipos de tecido podem ser utilizados como 
doadores de núcleo, entre eles se conhecem as células 
epiteliais de glândula mamária, células do cumulus, 
células oviductais, células da granulosa, do fígado, do 
útero, músculo, linfócitos e fibroblastos, mas é difícil 
estabelecer se algum tipo pode ser melhor que outro, 
pois as metodologias de cultivo são também muito va-
riadas. De modo geral, acredita-se que a eficiência da 
clonagem é inversamente proporcional ao estado de 
diferenciação da célula somática (Miyoshi et al., 2003; 
Campbell et al., 2007).

De outro modo o tempo de cultivo das células ou 
número de passagens antes da utilização para NT 
pode também afetar o sucesso da técnica. Foi repor-
tado que longos períodos de cultivo (mais de 30 pas-
sagens) promovem maiores índices de apoptose nos 
embriões gerados, apesar de não comprometer as ta-
xas de desenvolvimento embrionário até blastocisto 
(Jang et al., 2004).
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O procedimento para obtenção dos tecidos pode se-
guir um protocolo geral onde se obtém uma amostra 
de tecido, mediante biopsia em condiciones assép-
ticas (no caso do animal vivo prefere-se a pele da 
orelha); esse tecido se conserva durante o transporte 
ao laboratório sob refrigeração, mantendo-o em tu-
bos com meios com soro fetal bovino e sulfato de 
gentamicina (Martinez et al., 2007). No laboratório 
os tecidos são cortados em pedaços de aproximada-
mente 1 mm, e estes são colocados em placas de Petri 
até sua aderência ao fundo e então são cobertos com 
meio de cultivo enriquecido com soro fetal. O cultivo 
é realizado em incubadoras a 39 ºC e atmosfera de 
5% CO2, durante 7 a 14 dias. (Martinez et al., 2007; 
Martins et al., 2008).

Em anos anteriores foi avaliada a possibilidade de ob-
tenção de células pluripotentes (células tronco) me-
diante o cultivo de células somáticas com estratos de 
células pluripotentes ou ainda, com fatores de repro-
gramação já isolados de células tronco e produzidas 
como proteínas recombinantes Oct4, Sox2, Klf4 e 
C-Myc). Estas tecnologias podem facilitar a reprogra-
mação celular, com menor grau de injuria para as cé-
lulas doadoras de núcleo (Yamanaka, 2008).

Seleção de oócitos receptores

Os oócitos são obtidos por aspiração de ovários, pro-
venientes de abatedouros ou de fêmeas selecionadas 
por aspiração folicular guiada por ultrasom. Os oócitos 
são maturados in vitro e selecionados quanto à extru-
são do primeiro corpúsculo polar para a confirmação 
da maturação. (Bressan et al., 2008). 

A fonte e a qualidade dos citoplastos representam um 
fator importante para o sucesso da técnica de trans-
ferência nuclear. Neste sentido, vários estudos já fo-
ram desenvolvidos buscando avaliar o estádio nuclear 
adequado deste citoplasto receptor em programas de 
transferência nuclear. Contudo, diferentes estudos têm 
demonstrado que oócitos em metáfase II (MII) são mais 
adequados para suportar a reprogramação nuclear São 
comparados aos demais estádios de maturação nu-
clear (Zou et al., 2001; Lee et al., 2007). Por esta razão, 
a maioria das pesquisas relata o uso de oócitos em MII 
maturados in vivo (Kato et al., 2000) ou in vitro (Zhou 
et al., 2007).

Os oócitos maturados in vitro têm sido muito utiliza-
dos, primeiro, porque geralmente se utilizam ovários 
oriundos de abatedouros, o que resulta em baixo custo 
e em significativa disponibilidade destas células; e se-
gundo, porque possibilita um maior controle dos está-
dios da maturação (Pereira et al., 2009). 

Enucleação dos oócitos

Para utilizar oócitos como citoplastos receptores na 
técnica de transferência nuclear, o material nuclear 
deve ser removido, resultando apenas no seu conteúdo 
citoplasmático. Em geral, este objetivo é atingido por 
aspiração da placa metafásica de oócitos em MII jun-
tamente com o corpúsculo polar, usando micropipetas 
acopladas a micromanipuladores (Li et al., 2004).

Em muitas espécies, o conteúdo nuclear de oócitos em 
MII não é facilmente visível por microscopia óptica 
em virtude da presença de lipídeos citoplasmáticos. 
Por isso, antes do processo de enucleação, o oócito é 
marcado com Hoechst 33342, o qual apresenta uma 
fluorescência azul quando exposto à luz ultravioleta 
(Velilla et al., 2002). 

Desta maneira, a remoção do material nuclear é confir-
mada pela ausência de fluorescência no oócito após a 
enucleação. Contudo tem sido demonstrado um efeito 
negativo da exposição do oócito à luz UV (Velilla et al., 
2002), conseqüentemente tem sido recomendado não 
expor o citoplasma a esta radiação, mas sim apenas a 
porção removida presente na pipeta de aspiração (Ches-
né, 2006). Outra substância utilizada junto com o Hoe-
chst 33342 é a citocalasina B cuja ação despolimeriza os 
microfilamentos e impede a citocinese (Sá et al., 2006).

Uma alternativa para a enucleação de oócitos em 
MII, a fim de se obter maior eficiência, é a remoção 
do material nuclear de oócitos ativados em telófa-
se II. A aspiração mecânica de um pequeno volume 
de citoplasma adjacente à extrusão do segundo cor-
púsculo polar após a ativação é um método efetivo; 
não sendo necessária a visualização do DNA pela 
exposição à luz UV, uma vez que a cromatina ainda 
permanece justaposta ao segundo corpúsculo polar 
(Campbell et al., 2007).

Além do método de enucleação por aspiração mecâ-
nica, existe ainda o método químico, o qual consiste 
na remoção do material nuclear pelo uso de inibidores 
da topoisomerase (Hytell et al., 2001). Outra possibili-
dade é o uso da combinação do etanol e demecolcina 
(Ibáñez et al., 2003). Contudo, citoplastos preparados 
quimicamente resultam em menores taxas de clivagem 
e não produzem um bom desenvolvimento embrio-
nário quando comparados aos métodos mecânicos de 
enucleação (Campbell et al., 2005).

Transferência de núcleos

Nesta etapa o núcleo da célula doadora (carioplas-
to) é transferido para o interior do citoplasma re-
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As mudanças que acontecem para reprogramar a cé-
lula são mudanças epigenéticas. Um dos mecanismos 
mais importantes na reprogramação é a metilação, que 
consiste em transferir grupos metil a algumas das cito-
sinas (C) do DNA situadas adjacentes a uma guanina 
(G). Isso provoca uma mudança que impede a união 
da enzima RNA-polimerase evitando a transcrição 
(cópia) do gen alvo (Alberts et al., 2002).

A metilação é fundamental na regulação do silen-
ciamento dos genes e pode provocar alterações na 
transcrição genética sem que se produza alteração 
na seqüência do DNA. A metilação favorece o silen-
ciamento de genes e isso tem um papel importante 
no desenvolvimento normal dos órgãos e tecidos. 
Este é considerado um dos mecanismos responsáveis 
pela “plasticidade fenotípica”, ou seja, a capacidade 
de mudar o fenótipo em resposta ao ambiente. Os 
produtos dos genes, as proteínas, também podem ser 
metiladas, regulando-se assim também sua função 
(Alberts et al., 2002).

Herança epigenética

A reprogramação epigenética é um fenômeno necessá-
rio para eliminar modificações epigenéticas adquiridas 
evitando assim sua transmissão para a descendência. 
Neste período os estudos de reprogramação gameto-
gênica indicam que as mudanças epigenéticas podem 
desaparecer. Exemplo disso são os animais clonados 
obesos que tiveram descendência de animais não obe-
sos, já que as modificações epigenéticas tinham sido 
controladas durante a reprogramação gametogênica 
(Tamashiro et al., 2000).

Os genes impressos (ou “imprinted”), observados de-
pois da transferência dos embriões para a fêmea recep-
tora, têm um papel importante na elevada mortalidade 
fetal. Alguns destes genes causadores das perdas em-
brionárias ou fetais são específicos da placenta, como 
o IGF2R (receptor do fator de crescimento semelhante 
a insulina II). A presença de alterações nestes genes foi 
demonstrada na placenta e tecidos fetais de camun-
dongos (Yang et al., 2005). 

Esta classe de genes denominados “imprinted” são 
expressos só em um dos dois alelos de um gene de-
pendendo de sua procedência paterna ou materna. 
Na placenta dos camundongos clonados tem sido 
observada expressão anormalmente baixa destes ge-
nes, mas tal condição não foi localizada em outros 
tecidos. Tem-se detectado alterações no padrão de 
metilação do DNA em camundongos clonados nas-
cidos com aparência física normal. Estas alterações 
na metilação do DNA produzido por SCNT nos teci-

ceptor (citoplasto). Inicialmente a célula doadora 
é inserida no espaço perivitelino de um citoplasto 
para depois ser estimulado com um pulso elétrico, 
que vai promover a fusão das membranas adjacen-
tes. O pulso elétrico induz assim a fusão da célula 
somática com o citoplasto formando um novo com-
plexo, além de promover a liberação de cálcio in-
tracelular, o que dá início ao processo de ativação 
(Heyman, 2005).

Em ruminantes, a reconstrução embrionária é geral-
mente alcançada por eletrofusão, mas esta etapa pode 
também ser obtida pelo uso de micropipetas por meio 
da injeção intracitoplasmática da célula intacta ou do 
núcleo isolado (Pereira et al, 2009).

Ativação e cultivo embrionário

Depois da fusão, os embriões reconstruídos são sub-
metidos à ativação artificial, processo similar ao exer-
cido pelo espermatozoide na fecundação. O evento 
característico da ativação oocitária é o início das 
oscilações intracelulares de cálcio, a exocitose de 
grânulos corticais, o recrutamento de mRNAs, a for-
mação dos pró-núcleos e o início da síntese de DNA 
(Campbell et al., 2005).

Após a transferência de núcleo, a ploidia normal ce-
lular é mantida, aguardando a replicação do DNA. O 
citoplasto receptor que apresenta um alto nível de ati-
vidade do MPF promove o rompimento da membrana 
nuclear e a condensação prematura dos cromossomos. 
A ativação oocitária induz uma redução da atividade 
do MPF e permite a reconstrução da membrana nu-
clear. Assim, após a replicação do DNA, ocorre a divi-
são celular no embrião, originando o estádio de duas 
células (Pereira et al., 2009).

A oscilação do cálcio intracitoplasmático pode 
ser induzida pela exposição ao ionóforo de cálcio 
A23187 que promove a entrada de Ca+2 extracelular. 
A ionomicina é outro potente ionóforo do Ca+2, fre-
qüentemente usada em protocolos de ativação em 
transferência nuclear. Essa substância mobiliza Ca+2 

pela depleção de estoques intracelulares. A ativação 
induzida pelo etanol 7% induz a formação de IP3 e 
promove um influxo de cálcio extracelular (Albeiro 
et al., 2001). 

Fatores que afetam o sucesso da scnt 

Para se atingir maior eficiência na SCNT é importante 
levar o núcleo da célula somática ao estado de toti-
potencia, desregularizando os genes que normalmente 
cumprem uma função predeterminada. 



Clonación de embriones bovinos a partir de células somáticas 101

dos dos fetos durante o desenvolvimento embrionário 
permaneceram presentes nesses animais, mesmo nos 
adultos sadios (Coan et al., 2005; Inoue et al., 2002; 
Oghane et al., 2001). 

Esta mudança no padrão de metilação não é exclu-
siva de SCNT, também tem sido detectado em em-
briões produzidos in vitro, produzindo problemas 
endócrinos que levam a um exagerado crescimento 
fetal (Hiendleder, 2004). No rato, por exemplo, foi 
comprovado que modificações causadas pelo am-
biente podem desaparecer nas três gerações seguintes 
(Gluckman et al., 2007).

Em resumo a herança epigenética transgeneracional 
não é exclusiva de animais clonados; os animais repro-
duzidos de forma convencional também experimen-
tam estes mecanismos (Gluckman et al., 2007).

Erros na metilação

Em estudos realizados com embriões pre-implantados 
de vacas clonadas observaram se regiões do genoma 
que não tinham sido demetiladas e mantinham os ní-
veis de metilação da célula doadora do núcleo. Depois 
destas observações se realizaram modificações adicio-
nando fatores do oócito e restabelecendo a demetila-
ção observada (Kang et al., 2001).

Estes experimentos demonstraram que existem elemen-
tos do citoplasma que intervêm ativamente na reprogra-
mação nuclear anulando a metilação do genoma pa-
terno. Estes elementos do citoplasma (que não atuaram 
na demetilação dos primeiros ensaios) foram eliminados 
erroneamente pela técnica de enucleação do oócito. 
Por isso o aperfeiçoamento desta técnica é de vital im-
portância para conseguir minimizar as causas da baixa 
taxa de sucesso da SCNT, e reduzir a inadequada desdi-
ferenciação, que provoca padrões aberrantes na metila-
ção global do DNA no zigoto, com consequências letais 
em determinados casos (Kang et al., 2001).

Alterações na expressão gênica
 
Estudos relacionados com a expressão de genes, em 
animais clonados, comparados com animais reprodu-
zidos de maneira convencional ou por qualquer ou-
tra técnica de reprodução artificial, mostram que não 
existem diferenças relacionadas à expressão gênica 
ou que ainda tendo diferenças, o genoma pode 
tolerar certo grau de desregulação de seus genes sem 
provocar problemas ao animal (Boiani et al., 2005).

Por outro lado, estes estudos têm demonstrado que se 
produzem alterações na expressão dos genes em todas 

as técnicas de reprodução assistida, não só na SCNT, 
pelo que se deduz que as condições de cultivo são 
um fator importante para a correta expressão génica 
(BOIANI et al., 2005). 

Humpherys (2001) analisou a expressão de mais de 
10.000 genes da placenta e outros órgãos de camun-
dongos clonados, e também da linhagem de células 
tronco que originou a célula doadora de núcleo para a 
construção do clone, tendo assim evidenciado que exis-
tem alterações na expressão dos genes, tanto nas célu-
las germinais, quanto nos embriões clonados; e também 
naqueles animais reproduzidos por outras técnicas de 
reprodução assistida (Humpherys et al., 2001).

Em camundongos obtidos por diversos métodos re-
produtivos, incluindo a SCNT, estudou-se a expressão 
da proteína Oct4 pela sua importância no desenvolvi-
mento embrionário já que falhas na expressão de Oct4 
impedem o desenvolvimento a partir do estado de 
blastocisto, pelo que superar a primeira reprograma-
ção nuclear não garante o desenvolvimento embrioná-
rio completo (Niwa et al., 2000).

Em todos os tipos de reprodução in vitro tem sido ob-
servadas alterações genéticas nos cromossomos na fase 
de preimplantação, principalmente naqueles embriões 
com malformações físicas. Entretanto também podem 
ser encontradas desordenes nos cromossomos, com 
um número não diplóide, em embriões fenotipicamen-
te normais (Booth et al 2003; Hanada et al, 2005).

Herança epigenetica transgeracional

Não se tem dados suficientes para assegurar ou ne-
gar que as irregularidades na reprogramação nuclear 
possam ser transmitidas á descendência. Poderia se 
transmitir alguma irregularidade em um dos alelos dos 
genes, mas para que tal alteração possa ser detectada 
é preciso que ela seja fenotipicamente visível. É ne-
cessário analisar exaustivamente os descendentes dos 
animais clonados e ainda não tem transcorrido tempo 
suficiente para dispor de uma adequada quantidade de 
informação para tirar conclusões confiáveis. 

Ortegon et al (2007) realizaram controles sobre des-
cendentes (19 fêmeas e 11 machos) de um touro clo-
nado e não encontrou anomalias ao nascimento. 

Kasai (2007) reportou que não existiam anormalida-
des em uma bezerra de oito meses de idade nascida 
de animais clonados após analisar os resultados pro-
cedentes da análise clínica, bioquímicas, hematológi-
cas, características do crescimento e análise de seus 
telômeros.
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Também Tamashiro (2000) pode comprovar como 
o caráter de obesidade de um camundongo clonado 
não foi transmitido para seus descendentes. As modi-
ficações epigenéticas podem ser transmitidas para sua 
progênie, mas há autores que opinam que essas altera-
ções desaparecem apos três gerações, da mesma forma 
como nos animais reproduzidos de forma natural (Glu-
ckman, et al., 2007). 

Modificação dos telômeros

Os telômeros são estruturas cromossomais que po-
dem influenciar no envelhecimento prematuro dos 
tecidos dos animais. Os telômeros são compostos 
por sequencias repetidas de DNA, que não codifi-
cam para nenhum gene em particular e se encontram 
nas extremidades dos cromossomos lineares. Uma de 
suas funções essenciais é proteger ao resto do cro-
mossomo da degradação e da união dos extremos 
do DNA entre si por enzimas reparadoras. As células 
duplicam seu DNA previamente á divisão, mas não 
conseguem copiar a totalidade da seqüência dos te-
lómeros e, como resultado, essas estruturas se tornam 
mais curtas em cada replicação (Hanada et al, 2005). 
O comprimento normal dos telômeros varia segundo 
a espécie e o cromossomo, o qual vai se encurtando 
segundo o tempo de vida do animal (Grider e Bla-
ckburn, 1989; Collins, 1996). 

A telomerase é uma enzima que leva a cabo a elonga-
ção dos telômeros, permitindo a conservação do tama-
nho dessas estruturas após os ciclos de replicação, mas 
não está presente em todas as células. Quando uma 
linhagem celular não tem a telomerasa ativa, os telô-
meros vão se encurtando e a ativação ou desativação 
da telomerase influemcia no desenvolvimento e/ou 
envelhecimento dos tecidos de um organismo (Grider 
e Blackbrun, 1989). 

A ovelha Dolly apresentava telômeros mais curtos em 
realação a outras ovelhas de mesma idade, indicando 
envelhecimento prematuro, o que fez pensar que a 
SCNT alterava os telômeros e provocava envelhecimen-
to prematuro. Estudos posteriores em bovinos, suínos e 
caprinos têm mostrado que o comprimento dos telôme-
ros foi igual nos animais clonados e reproduzidos de 
forma convencional; dessa forma, não pode se relacio-
nar, exclusivamente, o comprimento dos telômeros com 
envelhecimento (Shiels et al, 1999; Kasai et al., 2007).

Estudos em animais clonados, fenotipicamente nor-
mais, mostraram que 21% deles apresentavam anor-
malidades no número de cromossomos com algumas 
células não diplóides. Essas anomalias não foram tem-
porais (HANADA et al, 2005).

O genoma mitocondrial

O DNA mitocondrial ou genoma mitocondrial é o ma-
terial genético contido nas mitocôndrias, as organelas 
citoplasmáticas que geram energia para a célula. O 
DNA mitocondrial é herdado apenas por via materna, 
já que as mitocôndrias espermáticas que penetram no 
ooplasma durante a fertilização são destruídas (Hien-
dler et al., 2005).

Na SCNT os embriões podem possuir mitocôndrias só 
procedentes do citoplasto (haloplasma) ou proceden-
tes tanto da célula somática que doadora do núcleo 
quanto do citoplasto; ainda que a maioria dos animais 
estudados seja haloplasma, em raras ocasiões podem 
se encontrar um número elevado de mitocôndrias pro-
cedentes da célula somática (Burgstaller et al, 2007).

O número de mitocôndrias no oócito aumenta dras-
ticamente durante a fertilização, pois são elementos 
essenciais no desenvolvimento embrionário. Não tem 
sido demonstrado ainda que os clones que apresentam 
DNA mitocondrial, do oócito e da célula somática, 
tenham maior probabilidade de apresentar alterações 
fenotípicas ou até perda embrionária. Mas algumas 
doenças metabólicas em animais clonados adultos po-
deriam ser decorrentes da presença de DNA mitocon-
drial da célula somática (Spikings et al, 2007, Smith et 
al., 2005; Bowles et al., 2007).
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