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Aspectos técnicos da clonagem

Introducio

Todos sabemos que a investigacdo cientifica é fonte de todo o pro-
gresso tecnolégico. Nos nossos dias, nenhuma érea de actividade e das
nossas percepgdes de vida quotidiana pode ser considerada completamen-
te isolada da influéncia da ciéncia.

A investigaciio é o motor do progresso e bastardo poucos exemplos
para nos lembrar a sua importancia. Por engenharia genética tem sido pos-
sivel a producdo industrial, em microrganismos, de substincias de eleva-
do interesse clinico. Tem sido possivel a producdo de plantas transgénicas
com maior valor nutritivo, a criagdo de animais transgénicos importantes
como dadores de xenotransplantagdes, como modelo de estudo de doen-
¢cas humanas e como fébricas de substancias de grande interesse clinico..
Tem possibilitado a transplantagdo de 6rgéos e tecidos, tem dado a muitos
casais inférteis a alegria de poderem transmitir vida. A terapia génica per-
mitird algumas solugdes para o cancro e possivelmente para a SIDA, além
de vencer uma certa variedade de doengas hereditarias. A andlise do geno-
ma humano poderd dar-nos possibilidade de conhecer, prever € mesmo
modificar a vida humana. Os avancos da técnica no dmbito da biologia
molecular, genética e fecundagio artificial, tornaram possiveis a experi-
mentaciio e a realizacio de clonagem no campo vegetal e animal. Estas
técnicas disponiveis para remediar a infertilidade, incluindo a clonagem,
devem ser reflectidas de um modo consciente e responsavel, correndo 0s
riscos medidos com efectiva ponderagéo.

Nio basta pensar apenas em termos de eficdcia: devemos discernir
e decidir em responsabilidade ética na manipulagao dos genes humanos e




16 HVMANISTICA E TEOLOGIA

respectivas consequéncias que devem respeitar a biodiversidade e com-
plementaridade. Os potenciais beneficios desta técnica com aplicacdo a
reprodugdo de mamiferos versus os possiveis riscos de mutagdes do pro-
duto clonado e as implicagdes do imprinting genético, sdo as bases de
todas as inquietacdes € de todas as discussdes.

Desenvolvimento pré-implantatorio do embrido

Conseguimos perceber, gracas aos trabalhos mendelianos, os meca-
nismos da hereditariedade, que funcionam numa légica de lotaria e proba-
bilidade, onde os progenitores apenas dao contributo para uma nova cria-
¢lo.

De facto, a ciéncia, através de observagdes muito precisas que per-
mitem confirmar ou rejeitar hipdteses e de uma rigorosa 16gica cientifica
substancialmente indutiva, pode estabelecer o momento concreto em que
um determinado ser humano comega o seu préprio ciclo vital.

Considerando a realidade bioldgica em causa, descrevo sumaria-
mente as principais fases do processo de fecundagdo e gestag@o (zigoto,
embrifo, feto).

A formagdo de um individuo supde a fusdo de duas células - o ovo-
cito e o espermatozoéide - designadas por gdmetas que, por apenas conte-
rem um dos cromossomas homologos de cada par, sdo denominadas de
hapléides (N).

A fecundagdo € o processo pelo qual o ovécito maduro € penetrado
por um espermatozodide funcional (fig. 1 a-b), resultando na formacfo de
dois pro-ntcleos. Cada um dos gimetas possui 23 cromossomas que,
quando fundidas as células, constituirdo os 23 pares proprios da espécie
humana, agora em células dipléides (2N), portadoras da informacdo de
ambos os pais. Quando os pré-niicleos masculino e feminino atingem o
tamanho méximo e quando cada um ja replicou o seu contetido hapldide
(para que cada cromossoma tenha um par de cromatideos), aproximam-se
um do outro para emparelharem os seus cromossomas (singamia). Na
espécie humana, sé raramente os pronticleos se fundem, sendo o mais fre-
quente a sua aproximacdo, seguida de perda dos invélucros nucleares a
entrada imediata em metafase mitdtica cldssica. O processo de fecundagio
pode levar cerca de 12 a 24 horas a completar-se.

Quer in vivo quer in vitro, sabemos hoje que todas as células, no seu
ciclo celular, duplicam o seu DNA antes da divisdo mitética. A fase de sin-
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tese de DNA (fase S) e a mitose (M), ambas distintas, permitem estabele-
cer um primeiro intervalo entre o fim da mitose ¢ o inicio da fase de sin-

Fig. 1. Desenvolvimento embrionério pré-implantatério na espécie humana

a) espermatozéides. b) Ovocito em metafase |I, rodeado de células foliculares.  c) Zigoto com dois
glébulos polares, e prontcleos feminino e masculino. d) Embrido de 2 células, ou blastomeros.
) Embrido com 4 células. ) Embrido com oito células. g) Embri&o com dezasseis células.
hg Blastocisto inicial: alguns blastomeros alongam-se e passam a colocar-se sob a zona pelicida (ZP)
formando as células periféricas do trofoblasto. i) Blastocisto expandido: em tudo semelhante ao anterior
mas a cavidade blastocélica esté expandida e a ZP diminuiu de espessura.

FIGUEIREDO, H. Imagens obtidas no CETI {1999).

tese — fase Gi, e um segundo intervalo entre o fim da fase de sintese e o
comeco da mitose — fase G2 (NORBURY, 1992).
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Na fase Gi, a célula cresce e acumula diversas proteinas algumas das
quais com acg¢do sobre 0 DNA (KING, 1995). Quando no citosol (isto €, no
espago compreendido entre os organelos citoplasméticos) se atinge uma
determinada quantidade de ciclinas G: (proteinas assim designadas porque
sdo ciclicas), estas ligam-se a proteinas quinases denominadas Cdk (cyclin
dependent kinases), disparando uma cascata de fosforilagdes cuja conse-
quéncia sobre o DNA € a replicagdo cromosémica. Este ponto de viragem
denomina-se START e marca a entrada na fase S. A degradagio das cicli-
nas Gi marca o fim da replicacio e a entrada na fase G: pré-mitética. Nesta

fase, acumulam-se as ciclinas mitéticas que, quando atingem determinada -

concentracdo, se ligam a outras Cdk, causando o inicio da mitose (NURSE,
1994). O complexo ciclina mitéticas - Cdk denomina-se mitosis promoting
factor (MPF) ou factor promotor da mitose. Quando estas ciclinas sdo
degradadas, a célula sai de metafase e rapidamente termina a mitose, reen-
trando em Gi. Se em G: a célula ndo conseguir obter nutrientes em quanti-
dade e qualidade suficiente, bem como diversos factores de crescimento
(privagdo de soro), o seu metabolismo fica deprimido e entra em fase
quiescente, denominada Go (VAN ZOELEN, 1999).

No ovirio, o ovGcito encontra-se em profase (presenga de niicleo ou
vesicula germinativa) e prepara-se para metafase I (MI). Ao terminar a pri-
meira divisdo meidtica, € libertado o 1° glébulo polar (GP1), resultante de
uma citocinese desigual, e o ciclo meidtico mantém-se em metafase II
(MID). E em metafase II que o ovdcito é ovulado, continuando até ser
fecundado (BriGas, 1999).

Esta célula retida em metafase II por o ooplasma conter elevados
niveis de MPF, estd rodeado por uma camada densa de células de nature-
za glicoproteica denominada zona peldcida (ZP). A placa metafisica, estd
geralmente sob a regido do 1° glébulo polar (GP1).

Quando o espermatozoéide encontra o ovdcito, penetra por entre as
células foliculares para atingir a ZP. Todo o espermatozdide penetra no
ooplasma quer a cabega (com nicleo e centriolo) quer o flagelo. Uma vez
estabelecida a comunicagdo entre o citosol do espermatozdide e o ooplas-
ma, o espermatozdéide liberta uma substincia a oscilina, que desencadeia
vagas ciclicas de libertagio de cdlcio intracelular, as quais destroem a acti-
vidade do MPF e permitem o término da meiose do ovdécito e a activagdo
metabdlica do mesmo.

O nicleo do espermatozdide, em contacto com o ooplasma acti-
vado, sofre entdo profundas alteracdes: perde as protaminas — proteinas
basicas de ligagdo ao DNA, que o mantinham condensado e em fase Go
do ciclo, e recebe do ooplasma novas histonas — proteinas bésicas de
ligacdo ao DNA, que o tornam activo. Em consequéncia, forma-se um
nicleo de maior volume, redondo, o pronicleo masculino. Entretanto, o
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ovécito fecundado termina a segunda divisdo meidtica, com uma segun-
da citocinese desigual, formando-se o segundo glébulo polar e o proni-
cleo feminino. A fecundagio ao disparar a série ciclica de libertagao
intracelular de célcio desencadeia a exocitose das vesiculas corticais,
levando ao bloqueio da entrada de outros espermatozdides no ovécito
(Sousa, 1999).

Cerca de 17-20 horas ap6s inseminagdo e apés remogio das células
foliculares nota-se o 2° glébulo polar (GP2), bem como os prontcleos
feminino e masculino (fig. 1 ¢). O primeiro ciclo de divisdo celular surge
ap6s inseminagdo quando observamos um embrido de 2 células - 2 blasto-
meros (fig. 1 d). O embrido pode atingir as 4 células, 40 a 48 horas apos
inseminacdo (fig. 1 e). A mérula, fase de dezenas de células, compactadas
estabelece-se entre o terceiro e o quarto ciclos celulares (fig. 1 f-g). Entre
0 sexto e o sétimo ciclos celulares, até ao quinto dia da fecundagéo, com
um conjunto de 64 a 128 células — o blastocisto — inicia-se a cavitagao, em
que nesta fase, os blastémeros segregam um liquido para o interior do
embrido que forma lagos entre as células (fig. 1 h). Alguns dos blastéme-
ros alongam-se e comegam a formar um revestimento colocando-se sob a
7P, formando as células periféricas do trofoblasto; o liquido secretado pelo
trofoblasto forma entdo uma tnica cavidade, a cavidade blastocélica; os
blastémeros restantes formam as células da massa celular interna (fig. 1 1).
O blastocisto estd expandido, em tudo semelhante ao anterior, € como a
cavidade blastocélica estd expandida, a ZP diminuiu de espessura. Para se
dar a eclosdo, o trofoblasto secretou uma enzima proteolitica que abre um
orificio na ZP. Por esta abertura, o embrido sai para o endométrio. Sdo as
células do trofoblasto que invadirfio o endométrio e formardo a placenta.
As células da massa celular interna formardo o embrido (DAWSON, 1993).

Do zigoto ao disco embrionario

Quando o material genético entra em singamia, forma-se o zigoto e,
deste modo, estabelecem-se os 46 cromossomas (diploidia) do novo geno-
ma humano, o que marca o final da fecundag@o e a constitui¢do de um novo
sistema que actua como unidade independente. Os primeiros eventos apos a
singamia, assim como a prépria fecundagdo, sdo controlados por mensagens
genéticas programadas durante o crescimento e maturagdo do ovocito.

O zigoto, possuidor da informagdo hereditiria dos progenitores,
célula semelhante a qualquer outra dipléide em fase cinética (perfodo de
multiplicagdo), inicia acompanhado de multiplas actividades um processo
de segmentacio, que decorre 30 horas apds a fecundagdo. Os genes do
embriio ndo iniciam as suas fungdes sendo no estado de oito células
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(RATU, 1999). Até entdo, os cromossomas dos progenitores ndo intervém
no controlo destes eventos. Estas divisdes sucessivas, a que chamamos
mitoses, permanecem até ao estado adulto.

As primeiras divisdes mit6ticas ocorrem em rdpida sucessao, origi-
nando as fases de 2, 4, 8 ¢ 16 células, de que decorre uma mérula e final-
mente um blastocisto, que se implanta na mucosa uterina. As células ori-
ginadas por este processo sdo os blastomeros. Durante este periodo a zona
peldicida permanece a rodear o embrido e ndo aumenta de volume. Apés a
fase de 16 células, terceiro ou quarto ciclos celulares, estabelece-se na
moérula a primeira heterogenicidade morfolégica evidente: comeca a haver
um actimulo gradual de liquido com formacdo de uma cavidade na parte
central - blastocélio.

Os blastomeros, afastados pelo liquido, passam a constituir uma
camada periférica (trofoblasto), espessada num ponto onde permanece um
aglomerado celular (massa celular interna) que faz saliéncia para dentro
da cavidade. E a fase de blastocisto, que corresponde aproximadamente ao
quarto-quinto dia apés fecundagdo, altura em que o embrido chega ao
utero. Na fase de blastocisto a zona peliicida adelgaca-se e desfaz-se, per-
mitindo que as células do trofoblasto, que tém o poder de invadir as muco-
sas, entrem em contacto com a superficie do endométrio, ao qual aderem.
O blastocisto permanece um a dois dias em contacto com a superficie da
mucosa uterina e é envolvido pela secrecao das glindulas endometriais,
desencadeando o processo natural da gravidez. Inicia-se imediatamente
uma multiplica¢@o intensa das células do trofoblasto que vao assegurar a
nutricio do embrifio a custa do endométrio. A massa celular interna, da
qual se formard o corpo do embrido, cresce muito pouco nesta fase. A
implantacdo sé estard completa quando o embrido se encontrar completa-
mente envolvido pela mucosa uterina, cerca do décimo quarto dia pos
fecundag@o.

Em ndo mais de cinco a seis dias formam-se, a partir do trofoblas-
to, as membranas embriondrias: o cérion, que ird garantir a possibilidade
de sobrevivéncia; e o Amnios, que limitara a drea de crescimento. Assiste-
se no embrioblasto, depois de uma diferenciagéo celular e de uma migra-
¢do selectiva das células, & sua transformagao no que se designa por disco
embriondrio. Nele se distinguem as primeiras duas ldminas celulares: a
ectoderme e a endoderme, sobrepostas, histologicamente diferenciadas e
com destino irreversivel. Entre estas duas camadas, por volta do 15° dia e
préximo da zona caudal, como consequéncia de um processo de invagina-
¢do a partir da ectoderme acompanhada de uma multiplicagéo e de uma
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migragdo celulares entre as duas laminas, inicia-se a formagéo de um ter-
ceiro estrato celular: a mesoderme. Como consequéncia, aparece sobre a
ectoderme uma linha bem definida - & qual se deu o nome de linha primi-
tiva. A linha primitiva, é o primeiro indicador do rudimento do sistema
nervoso central (tronco cerebral). O embrido tem agora cerca de meio
milimetro de didmetro, o tamanho do ponto final no fim desta frase.

Para além do disco embrionario

A partir deste momento continua o processo morfogénico, cada vez
mais rdpido e complexo, ¢ vdo-se formando as estruturas primordiais dos
6rgios e sistemas. Por volta da 5 semana de gestagao, decorridos vinte
dias desde o surgimento do disco embriondrio, em que o tamanho do
embrido ainda ndo atinge um centimetro, jd estdo presentes as primeiras
estruturas cerebrais, os esbogos bem definidos do coragao, do aparelho
respiratério, do aparelho gastrenteroldgico e da drea genito-urindria onde
ja se iniciou o processo de formagdo das génadas. Até a 6* semana sdo
bem visiveis as extremidades e estd jd avan¢ada a formagdo do sistema
nervoso central; & 7* semana estd completa a forma do corpo e € incon-
fundivel. Até A 8* semana o corpo esté totalmente definido nas suas estru-
turas fundamentais (DAWSON, 1993). O ser original, resultante de tal con-
tribuicfio, inicia desde logo um processo de desenvolvimento ontogénico
que cessard quando atingir a fase de maturidade e tiver capacidade de pro-
criacao.

A revolucdo biologica

No reino animal, por exemplo, é desde os anos trinta que se efectu-
am experiéncias de produgio de seres idénticos, obtidos por cisdo geme-
lar artificial, modalidade esta que se pode impropriamente definir por clo-
nagem. Clonar, significa obter um individuo geneticamente igual a um
outro previamente existente. As células de um organismo adulto encon-
tram-se geneticamente diferenciadas, e todas as tentativas in vitro de con-
seguir tornar estas células totipotentes (indiferenciadas e com capacidade
de divisdo ilimitada ou prolongada) falharam. So as células embriondri-
as, as Unicas acessiveis em nimero e manipulac@o tecnoldgica e com
capacidades totipotentes. Por este motivo, as experiéncias de clonagem
voltaram-se, desde hd muitas décadas, para as cé€lulas embrionarias. O
objectivo destas experiéncias em animais foi a de se poder obter, em gran-
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de niimero e de modo controlado, embrides geneticamente iguais para fins
biotecnoldgicos.

Os avangos na tecnologia da Reproducdo Medicamente Assistida
(RMA), que conduziram & fecundagdo in vitro, t€m permitido uma cres-
cente extensdo da investigagdo em embrides humanos fazendo reaparecer
todas as preocupagoes ja existentes desde os estudos com anfibios, inicia-
dos por Briggs e King (1952) e Gurdon (1964), quando anunciavam a sua
primeira «transferéncia nuclear bem sucedida em animais vivos». O salto
dos anfibios para os mamiferos aconteceu, e perspectivou todos os recei-
os sobre a sua aplicacdo aos humanos, o que suscitou ansiedade ¢ alarme
desde 1993, quando foram divulgados dados relativos a experiéncias em
embrides humanos de ciséq gemelar — splitting (HALL, 1993), sem prévio
consenso da Comissdo de Etica competente.

Em quase todos os paises onde existe legislagdo sobre técnicas de
RMA, foi introduzida uma cldusula de maneira a proibir a aplicacdo da
clonagem a seres humanos sob pena de sangdes. O motivo da rejei¢do da
clonagem estd na perversdo das relagdes fundamentais da pessoa humana:
a filiagdo, a consanguinidade, o parentesco, a progenitura, a negagio da
dignidade da pessoa humana e da sua individualidade (NUNES, 1998).

A 5 de Julho de 1996, numa serena noite de verdo, o nascimento de
uma ovelha, Dolly, viria novamente a perturbar o mundo inteiro, preven-
do uma longa e 4rdua jornada através da tempestade de informagdes sobre
o assunto. A noticia foi publicada na revista «Nature» quase 0ito meses
ap6s o nascimento. Foi obra de cientistas escoceses, do «Roslin Institute»
de Edimburgo, como sendo a primeira clonagem com sucesso nio de célu-
las embriondrias, mas de um tecido adulto ja diferenciado (WILMUT,
1997). Tratava-se de uma reprodugdo assexuada e agimica destinada a
produzir seres biologicamente iguais ao individuo adulto que fornece o
patriménio genético nuclear.

Superada a suposta impossibilidade de que o ADN das células
somadticas dos animais superiores, tendo sofrido um processo de diferen-
ciagdo, ndo pudesse ja recuperar toda a potencialidade original de guiar o
desenvolvimento dum novo individuo, estava agora aberto o caminho para
a clonagem humana, entendida como replicagido de um ou mais individu-
os somaticamente idénticos ao dador.

A primeira clonagem com sucesso de células ndo embriondrias mas
de um tecido adulto, ja diferenciado, correspondeu pois a Dolly depois de
277 tentativas fracassadas (POSTEL-VINAY, 1997). Estas descobertas, leva-
ram a uma potencial aplicacdo da clonagem a casais inférteis como técni-
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ca adicional 2s j4 existentes na RMA. Os passos técnicos da clonagem vao
ser explicados agora, apds a anilise feita sobre o processo de fecundacio
e desenvolvimento embriondrio.

A célula - Totipoténcia e diferenciacgao

As células representam a unidade estrutural e funcional de todos os
seres vivos e a sua proliferacdo estd na base de toda a continuidade e per-
petuagio dos organismos ao longo dos tempos. Todas as células possuem
uma organizacio interna comum. Apresentam todas um ciclo de vida
denominado ciclo celular, fenémeno biolégico que permite que todas as
células indiferenciadas se dividam originando, por mitoses, c€lulas filhas
com as mesmas caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e genéticas e
que, saindo do ciclo celular, se diferenciam. As células do embrido pré-
implantatério dividem-se rapidamente e sdo totipotentes, isto é, conse-
guem manter-se em divisdo consecutiva por muito tempo (imortalizagdo
parcial), mantendo as suas caracteristicas nao diferenciadas - pluripotén-
cia ou capacidade de originar diferenciagdo tecidular variada.

Ap6s a implantagdo uterina, as células embriondrias expressam uma
alteracdo do seu genoma. Virios grupos de células apresentam, entdo,
forma, constituicdo e comportamento diferentes, transformando-se em
células diferenciadas, isto é, especializadas numa determinada fungao, tor-
nando-se capazes de formar os diferentes tecidos que caracterizam os
seres adultos. Uma vez esses tecidos formados, as suas c€lulas tém com-
portamentos diferenciados em relagdo a capacidade de restauragao e
manutengdo do préprio tecido. De uma maneira geral, ha células que se
especializam em manter o tecido por divisdo celular periédica adaptada as
necessidades, enquanto outras executam as fungdes vitais do tecido, dege-
nerando ap6s algum tempo por apoptose (morte geneticamente programa-
da). De um modo geral, quanto mais sujeitos a agressdes, mais os tecidos
adoptam comportamentos do primeiro tipo, enquanto que 0s tecidos sem
capacidade de reprodug@o apresentam células de maior longevidade, com
apoptose extremamente tardia. A totipoténcia, a diferenciagdo, a divisdo, a
apoptose e a imortalidade celular dependem da expressao de certos genes
e do silenciamento de outros, num equilibrio delicado e muito complexo,
onde as inter-relagdes celulares com a matriz extracelular sdo determinan-
tes (King, 1995).

As tentativas in vitro de reverter a diferenciagio das células somd-
ticas, de modo a readquirirem a capacidade embriondria foi sempre o
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sonho dos bi6logos. Por um lado, para se conhecerem 0s mecanismos que
permitem a totipoténcia, os que desencadeiam e mantém o estado de dife-
renciagdo num ou outro tecido, os da apoptose, e os da imortalidade celu-
lar. Por outro lado, para que, dominando esses mecanismos, se pudesse
gerar in vitro, e de novo, a totipoténcia a partir de células adultas diferen-
ciadas. Uma vez induzida a indiferencia¢do, e gracas ao seu potencial
mitético, poder-se-ia obter uma enorme populagdo de células, a quem de
seguida se induziria uma diferenciacdo celular especifica para assim se
conseguirem obter tecidos e 6rgdos para transplante. Apesar de todos 0s
avancos da biologia actual, este controlo €, ainda hoje, impossivel.

Todas as tentativas falharam, com excepgédo do caso Dolly.

Este avango tecnolégico estd, porém, longe da rentabilidade, e por
outro lado, nfo constitui ainda uma clonagem independente do uso do
ovécito. Conseguiu-se reaver a totipoténcia genética do nicleo somético
utilizado, mas necessitou-se o citoplasma de um ovdcito para se obter um
novo ser vivo, isto &, para que o niicleo readquirisse totipoténcia ¢ pudes-
se dividir-se de novo para originar um clone celular a partir da informagao
genética inicial, foi preciso recorrer a factores citosdlicos desconhecidos
mas que se sabem existir no ooplasma.

Bases técnicas sobre clonagem embriondria

Em condic¢es naturais, um ovécito ¢ libertado do ovirio, é fecun-
dado por um espermatozdide e inicia o seu desenvolvimento.
Espontaneamente, sabemos que 4 em 1000 gestagdes podem levar ao apa-
recimento de gémeos monozigéticos, que podem resultar da separagdo das
células do primeiro ciclo de divisdo ou mesmo em fase mais tardia de
implantagio (CORNER, 1955) e que sendo geneticamente iguais um ao
outro, ndo sio de modo nenhum, geneticamente iguais aos seus progeni-
tores, niio havendo maneira de prever a composi¢io do seu gendtipo. Foi
com base nestes conhecimentos que as primeiras experiéncias de cisao
embriondria surgiram.

Dois métodos experimentais tém sido usados em animais para clonar
embrides: 1) a separacio de blastémeros e divisdo do embrido - quando este
se encontra em estddios de 4-8 células ou de blastocisto; 2) a transferéncia
nuclear - quando o material genético de uma célula embriondria ¢ transferi-
do para um ovécito ao qual foi retirado o patriménio genético nuclear.

A divisdio embriondria, inicialmente destinava-se exclusivamente a
produgdo de gémeos monozigdticos, podendo hipoteticamente, originar
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tantos gémeos quantas as células totipotentes retiradas e de seguida clo-
nadas. A grande utilizacdo desta divisdo embriondria, levou a incidéncia
de gémeos monozigéticos até 30% em gado (WILLIAMS, 1984) e carneiros
(CHESNE, 1987), pensando-se que poderia vir a ter alguma aplicacdo téc-
nica nos humanos nas préximas décadas.

Na clonagem embriondria por divisdo, o embrido pré-implantatério
com 0s seus blastémeros & libertado da zona peldcida, sendo esta digerida
por uma protease. Com a ajuda de uma pipeta de bidpsia embriondria (dia-
metro de 0,0048mm) tenta-se obter uma outra zona peldcida vazia aspi-
rando-se de um outro ovécito o primeiro glébulo polar e a placa da segun-
da metafase. Introduzem-se os blastémeros do embrido (que podem ser
individualizados rompendo as ligagdes intercelulares existentes entre eles
bastando para isso uma curta incubagio em meio de cultura sem calcio e
magnésio) para a zona peliicida vazia. Cerca de 24 horas depois, os blas-
témeros transplantados originam de novo um embrido.

Deste modo, podem obter-se, a partir do embrido inicial, novos
embrides iguais ao embrido original. Diz-se clonagem embriondria porque
0S NOVOS seres vivos sdo geneticamente iguais entre si mas nao aos pro-
genitores.

Na prética, a produgio de clones embrionarios efectua-se por elec-
trofusdo (STICE, 1988). Nesta técnica, removem-se por micromanipulagéo
o0s cromossomas de ovdcitos - enucleagdo (WILLASDEN, 1986), fundindo-
se depois, por descarga eléctrica, o ooplasma desprovido de informagao
genética cromossémica (citoplastos) com as células de embrides seleccio-
nados. O ovécito é fixado com a ajuda de uma pequena aspiragdo efectu-
ada por uma micropipeta de contencdo. O primeiro glébulo polar do ov6-
cito é posicionado s 3 horas e € 0 ooplasma imediatamente sob este que
contém os cromossomas do ovécito. Abre-se um pequeno orificio expi-
rando um meio 4dcido (pH 2,5) sobre a zona pelucida, e com uma micro-
pipeta de didmetro interno aproximadamente de 0,0048mm, aspira-se
entdo o 1° glébulo polar e o citoplasma do ovcito com o material genéti-
co.

A partigio entre o citoplasto (ooplasma que fica dentro da zona
peliicida) e o ooplasma aspirado (cerca de um quarto do total) faz-se por
estiramento. Para controlar os movimentos do citoesqueleto e permitir
deformar a membrana celular, a citocalasina B e outros inibidores dos
microfilamentos sio necessarios (SMITH, 1989). Nesta técnica, ndo hé
rotura da célula, e a enucleagio efectua-se eficazmente. Com a ajuda da
micropipeta, introduz-se entfio no espago perivitelino um blastémero.
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Finalmente, aplica-se uma curta sequéncia de descargas eléctricas para
promover a instabilizagZo do oolema e da membrana celular do blastéme-
1o, permitindo a sua fusdo. Uma vez em contacto com o ooplasma do cito-
plasto, o niicleo do blastémero é reactivado, originando-se um novo
embrifio geneticamente igual aquele de onde o blastémero havia sido reti-
rado. Apés a fusdo, os nicleos entram em contacto com factores do
ooplasma, e sdo reactivados, obtendo-se um retomar embriondrio ab ini-
tio. Os embrides obtidos sdo todos iguais (clones embriondrios) porque a
informagdo genética veio da mesma fonte. Sdo embrides que conseguem
implantar, dando origem a novos seres vivos adultos. Este sucesso depen-
de muito da espécie, sendo um fracasso no ratinho e nos batraquios (os
fetos abortam) e um sucesso relativo (dificil) em coelhos, caprinos, ovi-
nos, bovinos e primatas. Porém, estes avangos encontraram sempre um
grande obsticulo, que foi a rentabilidade no que concerne & obtengdo de
embrides vidveis apos a electrofusao.

A equipa escocesa que conseguiu a Dolly, resolveu finalmente este
problema tecnol6gico. Por acaso, as células existentes em cultura para
serem usadas ulteriormente em experiéncias de electrofusdo com citoplas-
tos foram deixadas durante alguns dias sem renovagdo eficiente dos meios
de cultura (privagdo de soro). A sua fusdo com os citoplastos originou
mais embrides do que o habitual (CAMPBELL, 1996). Esta observagéo
espantosa, motivou rapidamente a procura do que havia sucedido. Isto
veio demonstrar que € possivel voltar a fase de indiferenciacé@o. Porém, na
realidade, a privagdo do soro ndo induz totipoténcia, mas quiescéncia (fase
Go), sendo necessdrio adicionar a esta factores do ooplasma para reinduzir
a totipoténcia. O ooplasma estava em G: e a maioria dos nucleos trans-
plantados sem privagio de soro estavam em fase S ou Ge, pelo que este
desfasamento impedia uma evolugdo subsequente. A razdo por que o cito-
plasto estd em G: e ndo em fase M, é que a electroestimulagdo simula a
fusdo com o espermatozdide em termos de aumentar abruptamente, mas
provisoriamente, a [Ca™]i, causando a degradagdo do MPF. Assim, a pri-
vacdo de soro, criando bloqueio em Go, coloca o nicleo transplantado na
posicdo do nicleo do espermatozéide, tornando-o sincrono com a fase do
citoplasto (o contacto com o ooplasma permite-lhe a passagem de Goa Gu.
Dolly, primeiro clone com célula somética de um animal adulto, foi obti-
da apés mil tentativas fracassadas (POSTEL-VINAY, 1997). Uma célula
somética diferenciada era suposta ter perdido a capacidade genética da
pluripotencialidade. Verificou-se que o nimero de novos animais nascidas
e com bem estar, decrescia imenso quanto mais avangada a célula fosse.
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A descoberta dos factores que desreprimem 0s genes aparentemen-
te suprimidos nas células somdticas diferenciadas, e que permitem a toti-
poténcia tem de esperar pela descoberta dos factores que induzem a dife-
renciacdo celular neste ou naquele tipo de tecido. Apesar das suas com-
plexidades, a clonagem tem sido comercialmente aplicada na produgio de
reservas animais (BoNDIOLI, 1993) e usada para aumentar a eficiéncia em
investigagio (LAMBERSON, 1994). Uma outra vantagem € ser possivel
exercer sobre as linhas celulares modificacdes dos seus genes, de modo a
criar novas caracteristicas (células transgénicas). Os animais transgénicos
assim obtidos podem ter aplicagdo clinica na embriologia humana.

Linhas de reflexao

A reprodugio do ser humano resulta do desenrolar normal de fun-
¢Oes sucessivas que permitem a producdo de gametas (espermatozdides e
ovocitos) pelas génadas (testiculos e ovarios), o encontro destes gametas
através da fecundagdo e o desenvolvimento do ovo até ao fim. Os seres
vivos, sob diversas formas de reproducdo, tendem, naturalmente e por
dinamismo intrinseco, a desenvolverem-se, a perpetuar a propria espécie,
com processos proprios de adaptag@o e de sobrevivéncia. O surgimento de
um novo ser e o segredo de toda a morfogénese, estd expresso no seu
genoma o qual fica determinado no momento da fecundago. E a activi-
dade do genoma que, desde a fusdo dos gimetas, sustenta e mantém a uni-
dade morfoldgica e especialmente a unidade funcional do embrido. E um
processo em que existe uma sequéncia integrada e uma coordenagao de
actividades celulares sob o controlo do novo genoma, modelada por uma
complexa e ininterrupta cascata de sinais que se transmitem de célula a
célula e do ambiente extracelular e embriondrio de cada uma das células.
Esta caracteristica implica e exige uma rigorosa unidade do ser em desen-
volvimento.

De tudo o que se disse sobre o processo de desenvolvimento embri-
ondrio, tem de concluir-se que com a fusdo dos dois gdmetas humanos
comega o ciclo vital de um novo ser humano, ciclo que, dentro do seu
tempo caracteristico, vai prosseguir sem descontinuidades. A multiplica-
cdo celular e a formagdo de determinados tecidos e Orgdos, aparecem
como sendo uma sucessdo ininterrupta de acontecimentos encadeados e
coordenados entre si. H4 uma continuidade no processo através do qual o
novo ser humano toma forma. O novo ser passa por estddios cada vez mais
complexos, constituindo ininterruptamente o mesmo e idéntico, segundo
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um plano bem definido. A forma definitiva é consequéncia de um proces-
so gradual, caracteristica constante da reproducio gamética.

A clonagem estd na ordem do dia € desenvolve-se grande expecta-
tiva, esperanga, receio e até ansiedade, temendo as consequéncias impre-
visiveis. O debate acendeu-se com a clonagem por transferéncia nuclear,
uma reproducdo assexuada e aghmica destinada a produzir seres biologi-
camente iguais ao individuo adulto que fornece o patriménio genético
nuclear. Foi com a clonagem por transferéncia nuclear de células sométi-
cas, ap6s o nascimento de Dolly, que toda a preocupacio se espalhou, pelo
receio dos resultados da aplicagdo deste método experimental & espécie
humana. Se tentado em humanos, punha-se 0 risco da manipulagdo hor-
monal na dadora dos ovdcitos, os abortamentos sucessivos na mae porta-
dora e o possivel desenvolvimento de graves anomalias.

Apenas em vinte anos, a espécie humana apropriou-se, COm a «pro-
criagdo artificial», de alguns modos naturais de reprodug@o, caracteristicos
de outras espécies animais. A questao, aqui, ndo € saber se se trata de um
progresso, quando a espécie evoluida e dominante comega a imitar os
seres que considera inferiores. Devemos, sim, tentar antes de mais perce-
ber onde pode conduzir esta busca febril, iniciada ha jd algum tempo. As
escolhas fundamentais com que as sociedades humanas se deparam nunca
sdo tdo simples quanto noOs possam parecer. Uma vez que Somos Seres
inquietos, condicionados pela evolugdo para seguir em frente sem olhar
para trds, muitas vezes encontramos problemas sem termos pensado muito
neles, concorrendo para a culpabilizagdo, apenas alguns séculos mais
tarde.

Em todo o mundo as técnicas de RM.A. tém levantado uma multi-
plicidade de interrogagdes. A grande preocupagdo reside na preservagio
da natureza e dignidade humanas, no presente € no futuro, e sobre even-
tuais limites a impor aos novos poderes adquiridos pela ciéncia. «Perante
os novos poderes que a ciéncia dd ao Homem sobre a vida e sobre si pro-
prio, é importante que ele segure as rédeas do progresso e tome as deci-
sGes éticas que lhe tornem possivel plasmar um futuro autenticamente
humano» (ARCHER, 1995).
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