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RESUMO

A transferéncia nuclear de células somaticas ou clonagem é um técnica que
permite produzir um individuo geneticamente igual a um outro individuo adulto. Esta
técnica abre inmeras possibilidades para a medicina e para a reproducdo animal.
Porém, existem inimeros relatos de problemas associados a clonagem. A taxa de
perda nos periodos embrionario e fetal ainda é muito alta quando comparado a
outras biotécnicas, além disso, ha uma maior incidéncia de hidropisias e distocias,
diminuindo a eficiéncia e aumentando o custo da técnica. Os animais que vem a
termo frequentemente apresentam uma sindrome chamada de macrossomia e
apresentam dificuldades de adaptacdo a vida extrauterina e por isso muitas vezes
vem a Obito. No presente trabalho realizou-se necropsia e coleta de fragmentos de
orgaos para avaliacao histopatologica de 69 bezerros clonados, destes, 28 foram
abortados e 41 com 6bito neonatal. As principais alteracdes observadas foram no
figado, rins e pulmdes tanto nos animais abortados quanto com ébito neonatal. No
figado, 85% dos animais avaliados apresentaram degeneracao hepatica. Nos rins
identificou-se a presenca de um pigmento acastanhado no interior dos tubulos
corticais em aproximadamente 90% das amostras avaliadas, a presenca deste
pigmento nao relatada anteriormente em animais clonados. Nos pulmdes o achado
que mais chamou atencao foi o grande nimero de animais que apresentaram lesdes
caracteristicas de pneumonia (55%). Alteracdes nestes 6rgdos foram cruciais para
gue 0s animais viessem a 6bito. Isto aconteceu, sobretudo devido a problemas na
adaptacdo ao ambiente extrauterino e em decorréncia de infecgdes adquiridas no
periodo neonatal. Os achados encontrados no presente trabalho denotam a
necessidade de investigacdo anatomopatoldgica detalhada de animais clonados que
nao foram viaveis, na tentativa de mapear as anormalidades apresentadas por estes

animais.

Palavras-Chave: Neonatologia, bovino, bezerro, clone, necropsia,

histopatologia.
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ABSTRACT

The somatic-cell nuclear transfer or cloning is a technique that allows a donor
adult individual to produce another genetically identical individual. This technique
opens numerous possibilities for medicine and animal reproduction. However,
several reports describe cloning-associated issues. Embryo and fetal loss is still very
high when compared to other techniques, furthermore, there is high incidence of
dystocia and hydrops, which decreases efficiency and increases costs. Animals that
come to term often exhibit a syndrome called macrosomia and have difficulties in
adapting to life outside the uterus and death is a common consequence. In this study
69 (28 aborted and 41 neonatal death) cloned bovines were submitted to gross and
histopathological examination. The main findings were in the liver, kidneys and lungs
from both aborted and neonatal animals. In the liver, 85% of the animals evaluated
showed hepatic degeneration. Kidney was identified the presence of a pigment
brownish within the cortical tubules in approximately 90% of the samples, the
presence of this pigment does not reported previously cloned. In the lungs the finding
that more attention was the large number of animals showing lesions characteristic of
pneumonia (55%). These changes were crucial for the animals to come to death.
This was mainly due to problems in adapting outside the uterus and infections in the
neonatal period. Further investigation focusing on anatomic pathology changes are

necessary to map the abnormalities in cloned animals.

Keywords: Neonatology, calf, clone, necropsy, histopathology.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Clonagem animal com fins reprodutivos vem ganhando cada vez mais espaco
em nosso pais. Através da clonagem é possivel produzir individuos geneticamente
idénticos e preservar 0 material genético de diversas espécies. Apesar das
vantagens, a eficiéncia da técnica de clonagem ainda é baixa, muitas séo as perdas
nas diversas etapas do processo. Estudos relacionam as perdas que ocorrem
durante a gestacdo a problemas na placentacdo e a reprogramac¢ao anormal do
nucleo da célula doadora que levaria a transcricdo anormal de genes que regulam o
crescimento, causando as anormalidades observadas em bezerros clonados. A
principal anormalidade identificada e neonatos clonados é a macrossomia em que 0s
animais nascem com excessivo tamanho fetal e anormalidades pulmonares,
cardiacas, umbilicais, entre outras. Animais que apresentam macrossomia sao tidos
como neonatos de risco e apresentam uma maior taxa de mortalidade no periodo
neonatal. Além da macrossomia, varias anormalidades tém sido observadas em
neonatos clonados, tais como: hipertensao pulmonar, aumento dos vasos umbilicais,
hemorragia umbilical, infecgbes umbilicais, falha da transferéncia de imunidade
passiva, hipertermia paradoxal, deformidades musculoesqueléticas e problemas
cardiacos congénitos. Apesar das anormalidades observadas, a maioria dos exames
laboratoriais ndo demonstram diferenca quando comparados a bezerros nao
clonados. Em relacdo aos achados de necropsia de animais clonados que vieram a
Obito por motivos diversos, ha relatos frequentes de que a necropsia ndo revelou
achados significativos, porém, em outros trabalhos sao relatados outros achados
como: imaturidade pulmonar, hipertensdo pulmonar, hepatomegalia, esteatose
hepatica, cardiomegalia, com hipertrofia do ventriculo direito, displasia renal,
deformidades em membros, entre outros. Quanto aos achados histologicos a
literatura a respeito é bastante escassa, porém, ha descricdo de degeneracdo
hepética do tipo gordurosa, anormalidades na vascularizacdo placentéria, displasia
renal, atelectasia pulmonar e hipertenséo pulmonar, observada pela muscularizacao
da camada meédia dos vasos. Estudos sustentam que animais clonados que
sobrevivem desenvolvem-se normalmente e n&o apresentam diferencas

comportamentais e reprodutivas quando comparados a animais ndo clonados. Além
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disso, ja esta cientificamente comprovado que animais clonados sao capazes de
reproduzir e gerar crias férteis, que ndo apresentam 0s mesmos problemas
identificados nos clones. Ainda ha muito para ser pesquisado em relacdo a saude de
animais clonados e os achados histopatolégicos podem vir a esclarecer problemas

estruturais que levam a disfuncdo de 6rgédos nestes animais.

REFERENCIAL TEORICO

Clonagem

A clonagem ¢é uma biotécnica que permite produzir um individuo
geneticamente idéntico a outro (MEE, 2004; ZATZ, 2004). Existem diversas
aplicacdes potenciais para a técnica de clonagem. Na medicina espera-se realizar
tratamentos utilizando a terapia celular, possibilitando o tratamento de inUmeras
doencas, entre elas: diabetes, Parkinson, Alzheimer, esclerose multipla, acidentes
neurovasculares, leucemia, entre outras. E também a producéo de érgaos e tecidos
para transplante autélogo, evitando assim a possibilidade de rejeicdo (SCHWINDT,;
BARNABE e MELLO 2005). No que compete & medicina veterinaria a clonagem
poderia auxiliar na conservacdo de espécies ameacadas de extincdo (LANZA et al.
2000), na recuperacado de genoétipos considerados importantes do ponto de vista do
melhoramento genético animal e na possibilidade de recuperar o gendtipo de um
animal que por razdes diversas ndo pode expressar todo seu potencial zootécnico.

Desde 1997 quando foi apresentado ao mundo o primeiro animal clonado
diversas espécies tém sido clonadas com sucesso, dentre elas, ovinos, (WILMUT et
al. 1997), camundongos (WAKAYAMA et al. 1998), bovinos (GALLI et al. 1999),
caprinos (BAGUISI et al. 1999), suinos (POLEJAEVA et al. 2000), animais silvestres
como o muflao (LOI et al. 2001), bisdo indiano (LANZA et al. 2000), dromedario
(KHATIR e ANOUASSI, 2008) e cervo (BERG et al. 2007), além de coelhos
(CHESNE et al. 2002), gatos (SHIN et al. 2002), muares (WOODS et al. 2003),
equinos (GALLI et al. 2003), ratos (ZHOU et al. 2003), cdes (LEE et al. 2005) e
bafalos (SHI et al. 2007), demonstrando assim a evolucdo e o dominio dos
procedimentos de clonagem.

O grande avanco obtido através do dominio da técnica de clonagem se deu
pela producdo de um individuo geneticamente igual a outro individuo adulto,
utilizando-se de células somaticas ja diferenciadas (ZATZ 2004). Até entdo se
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acreditava que a célula uma vez diferenciada ndo se desdiferenciaria novamente.
Isto foi possivel utilizando-se de odcitos enucleados de uma doadora e nele
inserindo o nucleo da célula somatica. Através de impulsos elétricos, eletrofuséo, o
material genético doador é fundido com o citoplasma do odcito enucleado, havendo
assim a reprogramacao celular. A célula assim formada se desdiferencia em uma
célula totipotente, capaz entdo de formar um individuo completo (WILMUT et al.
1997), a este processo chama-se transferéncia nuclear de células somaéticas
(TNCS). As células totipotentes assim formadas passam por um cultivo para o
desenvolvimento do embrido. Apés o cultivo o embrido formado é transferido para o
Utero de uma receptora sincronizada, iniciando a prenhez, conforme ilustrado na

Figura 1.1.

Colheita de Selecde de
odcitos célulos doadoros

l Cultivo
Enucleagdo
vt —_—
Fusdo e ativagdo
cefviar 1
v
Cuitive do embrido
reconstruide "
m "
’ % Tronsferéncio

para recep toras

Figura 1.1: Principais etapas da TNCS.
Fonte: Pereira e Freitas (2009).



Clonagem no Brasil

Apesar de ja se ter obtido sucesso na clonagem de diversas espécies
animais, o animal que melhor se adaptou a técnica foi o bovino (DINNYES et al.
2002), estando atualmente entre a as espécies mais clonadas inclusive com fins
comerciais. No Brasil, o primeiro clone foi produzido no ano de 2001, com a
producdo de um bovino fémea da raca Simental (RUMPF; IGUMA e SOUZA 2001).
Desde entédo o pais tem desenvolvido cada vez mais pesquisas na area.

A clonagem comercial de bovinos vem ganhando cada vez mais espaco no
Brasil, principalmente quando em 2009 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) autorizou o registro de animais clonados em suas
respectivas associacdes de classe (BRASIL, 2012), agregando maior valor comercial
aos mesmos. Apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos, o Brasil ainda nao
dispbe de uma legislacdo especifica que regulamente atividades de pesquisa,
produgéo, importagédo, liberagdo no ambiente e comercializagdo de produtos
oriundos de animais clonados, porém, um projeto de lei tramita desde 2005, estando

atualmente em fase de terminacdo (ABREU, 2007).

Problemas clonagem

Apesar de ja se ter obtido muitos avancos no decorrer dos 16 anos que se
trabalha com TNCS, o crescimento do mercado de clones bovinos ainda esbarra na
baixa eficiéncia. A eficiéncia geral da técnica ainda estd muito aquém do desejado
guando comparado com técnicas de inseminacdao artificial (IA) e producao in vitro de
embrides (FIV). Apenas 0,5 a 5% dos embrides reconstruidos produzem animais a
termo (HEYMAN et al. 2002; PALMIERI et al. 2008), esta baixa taxa de sucesso é
um resultado cumulativo das perdas nas diversas etapas do processo (WILMUT et
al. 2002). Heyman et al. (2002) estimaram que para TNCS ocorreram entre 33-43%
de perdas até 90° dia de gestacéo, um valor muito alto quando comparado a 8,5%-
11,8 % para animais produzidos por FIV (JONKER, 2004) Em geral, apenas 9% dos
embrides transferidos resultam em produtos, e a eficiéncia varia entre 0 a 45%,
dependendo da linhagem celular utilizada (PANARACE et al. 2007).

Em bovinos, as principais perdas ocorrem no periodo embrionario. O periodo
embrionério se inicia na concepcdo e vai até o 42° dia de gestacdo (HUBBERT,

1974). A morte embrionaria precoce € responsavel por aproximadamente 40% de
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toda a perda de gestacdo em bovinos clonados (FARIN, CROSIER, e FARIN, 2001).
Além das expressivas perdas iniciais, na técnica de clonagem ocorrem ainda
importantes perdas tardias, no periodo fetal e perinatal. O periodo fetal se inicia do
42° dia de gestacdo até o 270° dia de gestacdo (HUBBERT, 1974) e o periodo
neonatal se inicia do parto até o 28° dia de vida (HUBBERT, 1974; FARIN,
CROSIER e FARIN, 2001).

Placentacéao

Muito se tem estudado a respeito dos distlrbios na placentacdo em animais
clonados e sua relacdo com as anormalidades observadas em clones. Acredita-se
gue a principal causa de perdas de prenhez no primeiro trimestre de gestacao seja
devido a anormalidades no desenvolvimento ou na funcdo placentaria (HEYMAN et
al. 2002; LEE et al. 2004). Os abortos ocorrem principalmente devido a uma elevada
frequéncia de perdas pdOs-implantacdo e inibicdo do desenvolvimento fetal (LEE et
al. 2004; PALMIERI et al. 2008).

As razbes para tais perdas ainda ndo sédo bem entendidas (PALMIERI et al.
2008), mas acredita-se que falhas na prenhez de clones possam estar relacionadas
a anormalidades placentérias, como placentomegalia, reducdo da vascularizacdo na
membrana corioalantoidiana, hipoplasia do epitélio trofoblastico e membrana basal
alterada (LEE et al. 2004, PALMIERI et al. 2008). As razdes pelas quais ocorrem tais
alteracdes ainda ndo estdo completamente esclarecidas, porém, pesquisas indicam
que seja devido a falhas na reprogramacao celular levando a modificacdes
epigenéticas dos principais genes reguladores essenciais para o desenvolvimento
da placenta normal (PALMIERI et al. 2008).

Nos embrides clonados que conseguem implantar observam-se membranas
fetais e cotilédones maiores e edematosos. Além disso, encontra-se numero
reduzido de placentomas que apresentam tamanho e peso maior que o normal
(CHAVATTE-PALMER et al. 2002, PACE et al. 2002). Acredita-se que o aumento de
tamanho e peso dos placentomas seja devido a tentativa de compensar um namero
reduzido dos mesmos (CHAVATTE-PALMER et al. 2002). Lee et al. (2004)
estudando a formacédo fetal do cotilédone e a vascularizacdo das membranas

corioalantoidianas observaram que a mesma se inicia normalmente em animais



clonados, por volta do dia 50 de gestacdo, porém, menos cotilédones formam
placentomas com éxito.

Panarace et al. (2007) utilizando a avaliacdo ultrassonogréfica para estimar a
viabilidade fetal de bovinos clonados correlacionou a observacdo de edema
placentario, associado a um numero de placentomas reduzido e com tamanho
aumentado ao maior risco de perda da gestacdo. Palmieri et al. (2008) acreditam
gue a alta taxa de perdas tardias em animais clonados possa estar relacionada a
circulacdo materno-fetal prejudicada, tomando por base a alta prevaléncia de

defeitos vasculares placentarios.

Hidropisia, distocia e falhas no reconhecimento materno fetal

Um problema muito comum em prenhezes de animais clonados € a hidropisia.
Acredita-se que problemas durante a placentacao estejam relacionados a maior taxa
de hidropisias em animais clonados. Heyman et al. (2002) observaram que as
receptoras que desenvolveram hidropisia grave possuiam placentomas aumentados
de tamanho e em menor namero.

A hidropisia € a principal causa de morte materna e fetal em prenhezes de
animais clonados. Cerca de 60% das perdas tardias de animais clonados séo devido
a hidropisia (LEE et al. 2004). O feto morre na fase final da gestacdo devido a
compressdo causada pelo liqguido dentro do utero e a falta de nutricdo oriunda da
placenta ou muitas vezes vem a 6bito no pés-parto imediato, devido a problemas na
adaptacdo a vida extrauterina. A receptora vem a Obito devido ao excessivo
tamanho uterino que impede o consumo de alimentos, deixando-a magra e
debilitada, além do acumulo de fluidos dentro do Utero que conduz a severa
desidratacéo e alteragcbes hemodindmicas relacionadas a compressao dos grandes
vasos (HILLMAN e GILBERT, 2007).

A distocia também € outra alteracdo bastante comum em prenhezes de
animais clonados. Nessas prenhezes a distocia ocorre frequentemente devido ao
excessivo tamanho fetal (KATO et al. 1998), sendo comum a realizacdo de
cesariana. Estudos indicam que fetos com anormalidade de crescimento dentro do
Gtero que nascem muito acima ou abaixo do tamanho ideal tém dificuldades na
adaptacao da vida extrauterina no periodo pos-parto imediato e a distocia tem sido

relacionada a reducéo da sobrevivéncia neonatal (GARRY et al. 1996).



Outro problema muito comum associado a clonagem é a falta de preparacao
das receptoras de clones para o parto. Estas receptoras, mesmo quando a termo,
muitas vezes ndo apresentam caracteristicas de proximidade ao parto, tais como:
relaxamento de ligamentos pélvicos, relaxamento de vulva, desenvolvimento da
glandula mamaéria e inicio natural do parto e com frequéncia apresentam algum grau
de hidropisia (KATO et al. 1998; WILMUT et al. 2002).

Lee et al. (2004) acreditam que o reconhecimento materno-fetal deficiente
esteja relacionado ao desenvolvimento anormal da placenta e aos problemas
placentarios citados anteriormente, o que levaria a falta de preparacdo para o parto
observada em receptoras de bezerros clonados. A expressao reduzida de proteinas
envolvidas na regulacdo da placentogénese, fetogénese, esteroidogénese e a
atividade do sistema imunitario pode ser responsavel pelas falhas no
reconhecimento materno-fetal em receptoras de bezerros clonados (PALMIERI et al.
2008).

Defeitos genéticos

Alteracdes na transcricdo de genes podem estar relacionadas as
anormalidades observadas em prenhezes de clones. Autores acreditam que 0s
defeitos observados em animais clonados, tais como: problemas na placentacéo,
perda precoce de embribes, hidropisias, macrossomia, entre outros, podem estar
relacionados ao resultado de uma reprogramacao incompleta do nucleo da célula
somatica doadora, 0 que leva a uma falta de expresséo ou desenvolvimento anormal
de genes importantes contribuindo para baixa eficiéncia geral da técnica de
clonagem (DANIELS, HALL, e TROUNSON, 2000; LEE, et al. 2004).

Daniels, Hall, e Trounson (2000) em um estudo comparando os padrdes de
transcricdo de seis genes importantes no desenvolvimento, observaram transcricéo
anormal em trés genes, a saber, IL6, FGF4 e FGFR2, estes genes desempenham
um papel importante na implantagdo e desenvolvimento inicial pos-implantacdo em
mamiferos e a alteragcdo em sua expresséo pode estar relacionada a maior taxa de
perdas pos-implantacdo em animais clonados.

Chavatte-Palmer et al. (2002) estudando a expressao de IGF-1 (principal
regulador do crescimento ap6s o nascimento), IGF-Il (principal regulador do
crescimento dentro do Uutero) e IGFBP, (responsavel por regular taxas de
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crescimento e desenvolvimento celular), observaram que IGF-I e IGFBP néo
mostraram diferengas na expressao quando comparou-se prenhezes de animais
clonados com animais nao clonados, porém, IGF-Il foi mais elevada ao nascimento
em clones que em controles, podendo esta alteracdo estar relacionada ao
aparecimento da macrossomia em animais clonados.

Mesmo 0s animais aparentemente saudaveis podem ter alteracdes na
expressao génica que ndo sao graves o suficiente para impedir o desenvolvimento
no nascimento, porém, estas alteracbes podem causar anormalidades fisiologicas
sutis que podem ser dificeis de detectar. A ampla desregulacdo de genes de animais
clonados sugere que mamiferos podem ser tolerantes a determinadas
anormalidades epigenéticas e que a letalidade pode somente ocorrer como
resultado de defeitos genéticos cumulativos (HUMPHERYS et al. 2001).

Perdas tardias e neonatais

Em gestacOes de clones é comum a ocorréncia de perdas no ultimo trimestre
de gestacdo e no periodo neonatal. A maior parte destas perdas ocorre devido a
hidropisia (LEE et al. 2004). Perdas tardias tem um sério efeito econémico sobre o
custo da clonagem, pois as receptoras tem que ser mantidas sob condi¢cbes
controladas por varios meses, sem um resultado final satisfatorio (HEYMAN et al.
2002).

Animais clonados frequentemente nascem fracos e necessitam de tratamento
intensivo para sobreviver. Garry et al. (1996) trabalhando com bezerros provenientes
de clonagem de células embrionarias relataram que estes demoraram a ficar em
estacdo e a apresentar reflexo de succdo. Estas anormalidades de comportamento
foram documentadas como fatores de risco para morbidade/mortalidade de
neonatos clonados. Panarace et al. (2007) relataram que a incidéncia de mortalidade
ao nascimento em seu laboratério foi de 18%, ja para Heyman et al. (2002) esta
percentagem foi relativamente baixa, 10%, porém, ainda assim um namero bastante

expressivo guando comparado com animais nao clonados, 2,9% (USDA, 2010).

Caracteristicas fenotipicas e laboratoriais de bezerros clonados
Observagbes de campo demonstraram que animais clonados nascem

aparentemente normais e bem formados, porém, a incidéncia de problemas no
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periodo neonatal é alta, mesmo quando o manejo do neonato é feito de forma
correta, realizando estimulo respiratorio adequado, cura do umbigo, colostragem e
aguecimento do neonato, ainda assim o niamero de animais clonados que vem a
Obito em decorréncia de infeccbes bacterianas € bastante expressivo, mesmo que o
atendimento seja realizado tdo logo quanto possivel (GARRY et al. 1996). Estima-se
que 75% dos animais clonados necessitam de antibioticoterapia nos primeiros dias
de vida, tendo por principais motivadores o aparecimento de hipertermia, cordao
umbilical aumentado e persisténcia do canal do uraco (PANARACE et al. 2007). Na
experiéncia de Taneja et al. (2001) praticamente todos 0s neonatos necessitaram
ser hospitalizados para cuidados intensivos, ainda assim a taxa de sucesso foi de
apenas 50%.

A origem das anormalidades fetais ainda ndo esta bem esclarecida, porém
sdo relatados como principais fatores que levam o animal a O6bito: hipotermia,
imaturidade pulmonar, atelectasia e hipertensdo pulmonar, que ocorre devido a
hipoxemia e vasoconstricdo (TANEJA et al. 2001). Akagi et al. (2003) relatam que a
incidéncia de mortalidade neonatal foi de 63% em seu trabalho, um numero bastante
alto, porém, que néo difere muito de outros autores. Taneja et al. (2001) relataram
uma taxa de mortalidade de 50% e Panarace et al. (2007) afirmam que em suas
pesquisas 42% dos bezerros morreram, desde o parto até 150 dias de vida.

Quanto aos parametros laboratoriais, as analises mostraram que animais
clonados apresentam parametros laboratoriais dentro da normalidade, tomando por
base as referéncias de bovinos adultos. Valores de hematdcrito, hemoglobina,
volume corpuscular médio, concentracdo corpuscular de hemoglobina, leucometria
global e diferencial foram considerados normais quando comparados a animais néo
clonados (LANZA et al. 2001; CHAVATTE-PALMER et al. 2002; BATCHELDER et
al. 2007). Em relacdo aos parametros bioquimicos, as avaliacbes de ureia,
creatinina, glicose, bilirrubina, aspartato aminotransferase (AST), sorbitol
desidrogenase (SDH), albumina, globulina, proteinas totais, glicose e acidos graxos
livres apresentaram-se dentro da faixa de normalidade (GARRY et al. 1996; LANZA
et al. 2001; CHAVATTE-PALMER et al. 2002; BATCHELDER et al. 2007). Além
disso, exames de hemogasometria ndo revelaram anormalidades em relacédo a
concentracdo de eletrélitos e para os valores de pO;, (90,4 a 94,7 mmHg) e pCO,
(34,3 a 38,8 mmHg). A analise da urina apresentou-se negativa para glicose, corpos
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cetonicos, bilirrubina, sangue, proteina e os valores de densidade e pH foram
normais (LANZA et al. 2001).

Neonatos clonados frequentemente apresentam dificuldade na regulacédo da
temperatura corporal. Varios sdo os relatos de que estes animais sofrem com
hipotermia ou hipertermia, porém, ndo parece haver relagédo entre elas (CHAVATTE-
PALMER et al. 2002). Garry et al. (1996) relatam que bezerros clonados
apresentaram uma tendéncia a hipotermia, apesar dos cuidados de suporte. Esta
hipotermia foi relatada como um fator que reduziria a chance de sobrevivéncia do
animal (TANEJA et al. 2001). Chavatte-Palmer et al. (2002) relataram perturbacdes
em relacdo ao controle da temperatura corporal em animais clonados de até trés
semanas de vida, ao que os autores chamaram de hipertermia paradoxal, pois estes
animais apresentavam picos de temperatura de até 41,8°C, sem quaisquer
alteracdes clinicas, e esta hipertermia ndo apresentava resposta ao tratamento com
anti-inflamatérios ndo esteroidais. Os autores sugerem que as alteracdes
observadas na temperatura corporal possam estar relacionadas a menor sintese de
horménios tireoidianos, pois concentracdes plasmaticas de tiroxina (T4) foram
menores nos clones que nos controles. Panarace et al. (2007) relatam que
problemas na regulacdo da temperatura corporal estavam presentes em 37% dos
bezerros clonados avaliados em seu experimento.

Em relacdo a sintese de horménios e metabolismo de bezerros clonados,
estudos mostram que ndo houve diferenca entre neonatos clonados quando
comparados a bezerros nédo clonados, nos valores de hormonio do crescimento,
cortisol e glucagon. Ja os valores de tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) foram mais
baixos em clones que em controles, podendo estar relacionados aos problemas de
regulacdo da temperatura corporal citados anteriormente. Em contrapartida os
valores de insulina e leptina foram mais altos em clones que em controles ( GARRY
et al. 1996; CHAVATTE-PALMER et al. 2002).

Macrossomia

Bezerros clonados frequentemente apresentam uma anormalidade chamada
de macrossomia ou sindrome do neonado gigante (Large Offspring Syndrome —
LOS). Os animais afetados pela sindrome nascem com peso superior ao de

neonatos normais, possuem placentas edematosas, umbigo grosso e vasos
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umbilicais aumentados (YOUNG et al. 1998; WILMUT et al. 2002). Estes animais
comumente apresentam problemas na adaptacdo a vida extrauterina, manifestando
no pos-parto imediato ou tardio dificuldade respiratéria, acidose metabdlica,
hipotermia e reflexo de succdo diminuido ou ausente, além disso, animais que
apresentam macrossomia s&o tidos como neonatos de risco e apresentam maiores
chances de 6Obito no periodo neonatal (TANEJA et al. 2001; PANARACE et al. 2007).

A macrossomia foi inicialmente reconhecida em neonatos oriundos da técnica
de FIV, aonde se acreditava que o meio de cultivo do embrido influenciaria no seu
aparecimento, porém, com a melhoria na técnica conseguiu-se reduzir
consideravelmente sua incidéncia nesta biotécnica (YOUNG et al. 1998; HORTA,
1999), porém, a macrossomia ainda € frequentemente observada em neonados
oriundos da técnica de clonagem, estima-se que 20-30% dos bezerros nascidos por
esta técnica apresentem a sindrome (GARRY et al. 1996; WILMUT et al. 2002).

Atualmente, 0 mecanismo proposto para explicar a ocorréncia da
macrossomia € a alteracdo dos padrdes epigenéticos, que resultam na alteracdo da
expressdo de genes importantes para a regulacdo do crescimento e
desenvolvimento da placenta e do feto (CHAVATTE-PALMER et al. 2002; FARIN,
FARIN, e PIEDRAHITA, 2004). Para Lee et al. (2004) a macrossomia observada em
animais clonados nao é consequéncia da cultura in vitro e mostra correlacdo com as
anormalidades observadas na placenta, corroborando para a afirmacéo de Chavatte-
Palmer et al. (2002) de que o aumento do tamanho e peso dos clones foi especifico
da técnica de clonagem e ndo decorre da exposicdo aos meios de cultivo utilizados
na técnica.

Diversos autores comparam a macrossomia a Sindrome de Beckwith-
Wiedemann (BWS) ou a Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS) que acomete
bebés humanos (GARRY et al. 1996; CHAVATTE-PALMER et al. 2002; RHIND et al.
2003). Estudos comprovaram que estas sindromes séo causadas por alteracdes na
impressdo de genes durante o desenvolvimento fetal (PILIA et al. 1996;
WEKSBERG et al. 1996; CANO-GAUCI et al. 1999; WEKSBERG et al. 2010). Bebés
humanos acometidos pela BWS apresentam excessivo tamanho fetal, defeitos na
parede abdominal, displasia renal, visceromegalias e defeitos musculoesqueléticos,
semelhantes aos observados em bezerros clonados (CANO-GAUCI et al. 1999;
RHIND et al. 2003; WEKSBERG et al. 2010). Estas anormalidades estdo associadas
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a expressao anormal de IGF2, principal gene responséavel pelo crescimento do feto
(WEKSBERG et al. 2010). Ja na SGBS os bebés afetados apresentam crescimento
excessivo, anormalidades esqueléticas, defeitos renais e cardiacos, tendo como
causa a mutacdo no gene GPC3, que controla a divisdo celular e o crescimento
(PILIA et al. 1996; WEKSBERG et al. 1996). O aumento da utilizacdo de técnicas de
reproducao assistida tem sido associado ao aumento da frequéncia de aparecimento
dessas sindromes em humanos (WEKSBERG et al. 2010).

Os sinais encontrados em bebés humanos afetados pelas sindromes
descritas anteriormente sdo muitas vezes semelhantes aos animais afetados pela
macrossomia (CHAVATTE-PALMER et al. 2002; RHIND et al. 2003). Em bezerros e
em cordeiros clonados tém-se pesquisado a influéncia dos genes IGF na incidéncia
da sindrome. Chavatte-Palmer et al. (2002) ao mapear a expressao de genes IGF
(IGF-I, IGF-Il e IGF-BP) ndo encontraram diferenca na expresséao de IGF-I e IGF-BP,
porém, a expressdo de IGF-1l foi maior em animais clonados que em controles,
podendo estar relacionada ao aparecimento de macrossomia em bezerros clonados.
Cano-gauci et al. (1999) em um estudo com camundongos deficientes em GPC3
comprovou que OsS animais apresentaram crescimento excessivo, maior taxa de
morte perinatal, rins cisticos ou displasicos e desenvolvimento pulmonar anormal,
indicando que alteracbes no gene GPC3 podem causar alteragcbes nos animais
semelhantes as observadas em humanos.

Estudos indicam que a macrossomia se desenvolve ainda no primeiro terco
da gestacdo. Por volta do 100° dia de gestacdo fetos clonados ja exibiam
desregulacdo do crescimento e aqueles que sobreviveram até o 150° dia de
gestacdo foram 17% mais pesados que os controles (LEE et al. 2004). As
anormalidades do crescimento parecem estar limitadas ao crescimento intrauterino,
pois apds o0 nascimento a variacdo de peso e a taxa de crescimento de clones e

controles mostra-se bastante semelhante (GARRY et al. 1996).

Achados de necropsia

Em relacdo aos achados de necropsia em bovinos clonados alguns autores
relatam que ndo foram encontrados defeitos macroscopicos (KATO et al. 1998; LEE
et al. 2004), concordando com os dados de Wilmut et al. (1997) que na analise post-

mortem de ovinos clonados ndo encontraram qualquer anormalidade ou sinais de
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infecgdo. Em contrapartida, as mortes neonatais sédo frequentemente associadas a
problemas respiratorios e de bezerros que estavam deprimidos e em decubito
prolongado. (WILSON et al. 1995, GARRY et al. 1996, PANARACE et al. 2007).
Bezerros que morrem devido a anoxia aguda ou imaturidade pulmonar muitas vezes
ndo demonstram achados patolégicos significativos (MEE, 2011), isto pode explicar
a aparente normalidade em muitas necropsias. Panarace et al. (2007) relatam que
desconforto respiratério foi o sinal mais comum em bezerros que morreram sem
qualquer outro sinal de anormalidade.

Em relacdo aos achados gerais observa-se grande quantidade de gordura
envolvendo 6rgaos abdominais (CHAVATTE-PALMER et al. 2002, AKAGI et al.
2003), anemia (GARRY et al. 1996) e septicemia aguda (GARRY et al. 1996,
TANEJA et al. 2001). O cordao umbilical muitas vezes encontra-se aumentado e s&o
comuns infecgbes umbilicais, abscessos umbilicais, hemorragia de vasos umbilicais
e persisténcia do canal do Uraco (GARRY et al. 1996; TANEJA et al. 2001; PACE et
al. 2002; WILMUT et al. 2002; LEE et al. 2004; PANARACE et al. 2007). Problemas
posturais e musculoesqueléticos tais como anormalidades de articulagbes e
membros, contratura de tenddo, luxacdo de patela e poliartrite fibrinosa sao
comumente relatados (GARRY et al. 1996; PACE et al. 2002; AKAGI et al. 2003;
PANARACE et al. 2007).

Problemas respiratérios respondem por grande parte dos achados
macroscopicos em necropsias de neonatos clonados, sdo eles: imaturidade
pulmonar com pulmdes atelectasicos, edema pulmonar, pneumonia, aspiracdo de
meconio, hipertensdo pulmonar, congestdo pulmonar, hérnia diafragmaética,
hipoplasia pulmonar e excesso de fluido pleural (GARRY et al. 1996; KATO et al.
1998; TANEJA et al. 2001; PACE et al. 2002; ENRIGHT et al. 2002; WILMUT et al.
2002; AKAGI et al. 2003). Problemas cardiacos relatados em clones foram:
cardiomegalia, associada as vezes a hepatomegalia, insuficiéncia circulatoria,
defeito cardiaco congénito, faléncia cardiaca (efusdo peritoneal e pleural, coracéo
globoso e dilatado, congestdo hepatica), ducto arterioso patente e dilatacdo dos
vasos principais (GARRY et al. 1996; LANZA et al. 2001; PACE et al. 2002; WILMUT
et al. 2002; AKAGI et al. 2003; LEE et al. 2004).

Nos rins foram observadas alteragbes em relagdo ao tamanho do 6rgdo que

se apresenta frequentemente aumentado e com acumulo de gordura disperso na
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capsula, alguns apresentavam uma aparéncia disforme. Também € descrita
pielonefrite secundéria a infeccdo umbilical, além de depdsito de lipofuscina no
epitélio tubular (PACE et al. 2002; CHAVATTE-PALMER et al. 2002; ENRIGHT et al.
2002; AKAGI et al. 2003; LEE et al. 2004). O figado frequentemente apresenta
hepatomegalia, esteatose hepatica, aspecto de noz moscada, e fibrose hepética
(CHAVATTE-PALMER et al. 2002; WILMUT et al. 2002; AKAGI et al. 2003; LEE et
al. 2004).

Problemas do trato gastrointestinal relatados em bezerros clonados foram
enterite cronica, intussuscepc¢do com obstrucdo intestinal, Glceras por consumo de
corpos estranhos, torcdo da raiz do mesentério (GARRY et al. 1996; LANZA et al.
2001; PACE et al. 2002; WILMUT et al. 2002; AKAGI et al. 2003). Disfuncdes do
sistema nervoso tais como: hidrocefalia, anormalidades estruturais do cérebro e
edema cerebral também sao relatadas (PACE et al. 2002; WILMUT et al. 2002;
AKAGI et al. 2003).

Em relacdo ao desenvolvimento do sistema imunoldgico foram relatadas,
deficiéncia imunoldgica, insuficiéncia do sistema imunitario e hipoplasia linfoide
(ENRIGHT et al. 2002; WILMUT et al. 2002), porém, pesquisas relatam que mesmo
com o sistema imunitario menos desenvolvido bezerros clonados apresentam

resposta a infeccdo semelhante aos animais nao clonados (LANZA et al. 2001).

Caracteristicas comportamentais e reprodutivas

Savage et al. (2003) objetivando verificar as influéncias genéticas de
comportamento em clones do mesmo genétipo, observaram que 0s clones nao
mostraram indicios comportamentais de envelhecimento, exceto por brincar menos e
aparentemente apresentar maior curiosidade e agressividade que os controles. Os
clones preferiam ficar em companhia de seus companheiros clones e do doador a
companhia dos controles que podem indicar mecanismos genéticos de
reconhecimento de parentesco. Bezerros clonados apresentaram comportamento
normal desenvolvendo nogdes de dominancia e hierarquia (LANZA et al. 2001).

Em relacdo ao desenvolvimento dos animais clonados, estudos apontam que
a taxa de crescimento, o desenvolvimento ponderal e a idade reprodutiva em clones
nao diferiu quando comparado aos controles ndo clonados (LANZA et al. 2001;
ENRIGHT et al. 2002; PACE et al. 2002; HEYMAN et al. 2004).
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Enright et al. (2002) analisaram o nivel de hormdnios sexuais em novilhas
clonadas e concluiram que as mesmas possuem nivel hormonal normal e
capacidade reprodutiva intacta, concordando como estudos feitos por Pace et al.
(2002). Quanto a lactacdo e ao desenvolvimento da prole de animais clonados,
estudos comprovam que néo houve diferenca entre o leite de animais clonados e
nao clonados e que a prole de animais clonados mostrou-se aparentemente
saudavel, ndo apresentando os problemas que acometem os clones (LANZA et al.
2001; PACE et al. 2002; PANARACE et al. 2007).

Em relagdo a atividade reprodutiva de machos, estudos comprovam que o
sémen de touros clonados apresenta a mesma qualidade quando comparado ao
sémen de animais ndo clonados e esses sdo capazes de gerar prole fértil e normal
(HEYMAN et al. 2004; ORTEGON et al. 2007; PANARACE et al. 2007).

OBJETIVOS

O presente estudo objetivou relatar os principais achados macroscopicos e

microscoépicos de bovinos clonados abortados e com Obito neonatal.
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CAPITULO I

ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS DE BEZERROS CLONADOS
ABORTADOS

INTRODUCAO

Atualmente as biotécnicas de reproducdo vém se difundindo e ganhando
cada vez mais forca em nosso pais. Técnicas como inseminacao artificial (I1A),
transferéncia de embrides (TE), fertilizacao in vitro (FIV) e transferéncia nuclear de
células sométicas (TNCS), ou clonagem, estdo cada vez mais acessiveis ao
produtor, sendo amplamente utilizadas com fins comerciais. A clonagem é uma
biotécnica que permite produzir um individuo geneticamente idéntico a outro (MEE,
2004; ZATZ, 2004) e existem diversas aplicacBes potenciais para esta técnica. No
que compete a medicina veterinaria a clonagem poderia auxiliar na conservacao de
espécies ameacadas de extingdo (LANZA et al. 2000) na recuperacdo de genétipos
considerados importantes do ponto de vista do melhoramento genético animal e na
possibilidade de recuperar um genoétipo de um animal que por razdes diversas nao
pode expressar todo seu potencial zootécnico.

A técnica de TNCS consiste na transferéncia do nucleo de uma célula
somatica ja diferenciada para o interior de um od0cito previamente enucleado,
havendo a fusdo dos mesmos por impulsos elétricos (WILMUT et al. 1997). Desta
forma, o material genético doador é fundido com o citoplasma do odcito enucleado,
havendo assim a reprogramacao celular. A célula assim formada se desdiferencia
em uma célula totipotente, capaz entdo de formar um individuo completo (ZATZ,
2004). As células totipotentes produzidas passam por um cultivo para o
desenvolvimento do embrido. Apos o cultivo, o embrido formado é transferido para o
Gtero de uma receptora sincronizada, iniciando a prenhez (WILMUT et al.1997).

Apesar da capacidade de produzir clones ter melhorado significativamente, a
eficiéncia da técnica ainda estda muito aquém do desejado. Apenas 0,5 a 5% dos
embrides reconstruidos produzem animais a termo (HEYMAN et al. 2002; PALMIERI
et al. 2008) esta baixa taxa de sucesso é um resultado cumulativo das perdas nos
estagios embrionario, fetal e perinatal (WILMUT et al. 2002). Heyman et al. 2002

estimam que para TNCS ocorrem entre 33-43% de perdas até 90° dia de gestacao,
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um valor muito alto quando comparado a 8,5%-11,8 % para animais produzidos por
FIV (JONKER, 2004).

As raz0es para as excessivas perdas que ocorrem nos estagios fetal e
embrionario em animais oriundos de TNCS séo pobremente entendidas (DESOUSA
et al. 2001), porém, pesquisas indicam que a baixa eficiéncia e o desenvolvimento
anormal de animais clonados s&o principalmente em virtude da reprogramacao
incompleta e da expressao génica anormal (DANIELS, HALL, e TROUNSON, 2000).

As anormalidades na reprogramacao genética podem se refletir em diversas
alteracdes placentarias, como edema, reducdo na vascularizacdo, hipoplasia do
epitélio trofoblastico e alteracbes na lamina basal (PALMIERI et al. 2008). Podem
ainda ocorrer maior taxa de hidropisias, que em receptoras de clones pode chegar a
43%, (WELLS et al. 2003). Crescimento fetal desproporcional, deformidades
musculoesqueléticas e desenvolvimento anormal de 6rgdos do feto, gerando assim
um aumento das taxas de morte embrionaria precoce e aborto (FARIN,
PIEDRAHITA, e FARIN, 2006).

De acordo com Grunert e Gregory (1984) e Roberts (1971), aborto pode ser
definido como expulsdo de feto vivo sem condigbes de sobrevivéncia ou de feto
morto em qualquer fase da gestacdo. Entende-se como feto inviavel aquele que se
encontra no periodo fetal, que em bovinos é 42 a 270 dias de gestacdo (ASTIZ et al.
2010). Nesta fase o feto ao ser expulso ou tendo o parto induzido ndo sobrevive fora
do utero, em condigBes naturais (ASTIZ et al. 2010).

Escassos sao os estudos que detalham os achados anatomopatologicos de
animais clonados abortados. DeSousa et al. (2001) avaliando o desenvolvimento
fetal de ovelhas clonadas observaram crescimento retardado dos fetos, além de
hepatomegalia, hemorragia cutanea e deficiéncia na vascularizacdo placentéria.
Wells et al. (1997) avaliando fetos ovinos clonados observaram,
subdesenvolvimento, hidronefrose, defeito em septo interventricular e anormalidades
musculoesqueléticas. Rhind et al. (2003) avaliando cordeiros clonados que nao
foram vidveis apdés o nascimento observaram defeitos no fechamento da parede
corporal e defeitos musculoesqueléticos, além de, problemas renais, pulmonares,
cardiovasculares e hepaticos. Hill et al. (2000) observaram em fetos de bezerros

clonados esteatose hepatica e desenvolvimento retardado de membros e cabeca.
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Em um outro trabalho encontraram ainda anasarca, alteracbes pulmonares,
cardiacas, hepdticas, placentarias e umbilicais (HILL et al. 1999).

A detalhada investigacdo anatomopatoldgica de animais clonados que vieram
a Obito pode ser util no entendimento das anormalidades que ocorrem nestes
animais e este conhecimento pode ajudar a aprimorar a técnica de clonagem na
espécie bovina. O presente estudo objetivou relatar os principais achados

macroscopicos e microscopicos de bovinos clonados abortados.

MATERIAIS E METODOS

Amostras provenientes de 28 fetos bovinos abortados foram avaliadas neste
estudo. Todos os fetos eram clones de animais de racas zebuinas oriundos de uma
empresa privada de clonagem comercial. As amostras foram coletadas no periodo
de 2009 a 2012 e a analise do material foi realizada no periodo de 2011 a 2013.
Programas de sanidade do rebanho, vacinacao, vermifugagéo e controle de doencas
foram realizados de acordo com 0 manejo sanitario da propriedade.

Das 28 (100%) amostras classificadas como abortos, 12 (43%) eram de
aborto espontaneo (ESPONTANEO) e 16 (57%) de abortos induzido (INDUZIDO)
(Tabela 2.1). O aborto induzido foi realizado mediante indug¢do precoce do parto,
devido principalmente a hidropisia severa apresentada pelas receptoras. Os animais
abortados possuiam idade gestacional entre 151 até 269 dias de gestacdo. Foram
coletadas informacdes relativas ao periodo gestacional, data e hora da morte e
histérico clinico do animal e da receptora. Os animais foram submetidos a necropsia
logo apos a constatacao do 6bito ou aborto.

Fragmentos de figado, bacgo, rim, pulmdes e coracdo foram coletados e
fixados em formol 10% tamponado. Apos a fixacdo, as amostras foram
rotineiramente processadas para histopatologia, seguindo clivagem, incluséo e
embebicdo em parafina e microtomia (4 micrémetros). A leitura das amostras foi
realizada em microscépio de luz de laminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE).

Apés triagem inicial amostras de figado e rim foram submetidas a coloracao
de Acido Periédico de Schiff (PAS) para evidenciacdo de glicogénio. As amostras de
rim foram submetidas a coloracéo de PAS, de Hall, para evidenciacdo de pigmentos
biliares, de Perls, para evidenciacdo de ferro e de lipofuscina e de Ziehl Neelsen
para lipofuscina.
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Tabela 2.1: Distribuicdo das amostras nos grupos, idade gestacional e peso (Kg) de clones bovinos
abortados.

N° Animal Grupo Dias Gestacao Peso (Kg)
1 Espontaneo 151 10
2 Espontaneo 169 13
3 Induzido 173 16
4 Induzido 195 22
5 Espontaneo 208 8
6 Induzido 210 38
7 Espontaneo 212 10
8 Espontaneo 213 30
9 Induzido 214 30
10 Espontaneo 220 23
11 Induzido 220 23
12 Induzido 221 25
13 Induzido 225 20
14 Induzido 226 20
15 Espontaneo 226 20
16 Induzido 228 23
17 Induzido 228 35
18 Espontaneo 233 22
19 Induzido 236 35
20 Induzido 238 21
21 Espontaneo 248 10
22 Induzido 250 44
23 Induzido 250 32
24 Espontaneo 262 25
25 Espontaneo 265 79
26 Induzido 266 28
27 Induzido 269 37
28 Espontaneo 269 55

RESULTADOS

Nos abortos espontaneos e induzidos a autélise acentuada foi um achado
comum, tanto na macroscopia gquanto na microscopia. Nestas amostras nao foi
possivel a avaliagdo anatomopatoldgica. Nos animais cujo aborto foi induzido,
entretanto, houve a possibilidade de se identificar outros achados, os quais estao
listados abaixo.

No figado macroscopicamente foram identificadas alteracbes relativas ao
tamanho do 6rgdo que se apresentava com bordos hepaticos arredondados,
hepatomegalia, porém, sem evidenciacao de padréo lobular (Figura 2.1-A). Quanto a

coloracdo, o figado se apresentou na maioria dos animais com coloracdo mais
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palida a amarelada tanto na superficie quanto ao corte, apresentava aspecto
brilhante e por vezes superficie irregular e sua consisténcia estava mais amolecida
que o normal (Figura 2.1-B). Microscopicamente, das 26 amostras analisadas 19
apresentaram autélise, o que impossibilitou a avaliacdo das mesmas, todas as
amostras provenientes do grupo ESPONTANEO (10/10) apresentaram autdlise, e
dos animais do grupo INDUZIDO (9/16). Sete amostras de figado foram passiveis de
serem analisadas e pbde-se observar um padrdo lobular bem definido, sinuséides
quase imperceptiveis e espacos porta préoximos em 4 animais (Figura 2.1-C). A
hematopoiese extramedular € um achado comum em fetos ndo clonados e foi
observada em 5 animais deste estudo (Figura 2.1-D). Além disso foi identificada
degeneracéo hepatica em 6/7 animais, esta degeneracéo foi observada na forma de
vacuolizacdo dos hepatécitos, que de acordo com a morfologia dos vacuolos
demonstrou ser de origem gordurosa (vacuolos bem definidos deslocando o ndcleo
para a periferia (Figura 2.1-E). Havia também em alguns animais hepatocitos
contendo microvacuolos, estes foram identificados como sendo provenientes de
degeneracdo glicogénica uma vez que houve coloracdo positiva acentuada pelo
método do &cido periddico de Schiff (PAS), (Figura 2.1-F). Foi observado infiltrado
histiocitico em 1 animal e infiltrado neutrofilico em outro animal. A distribuicdo dos

achados observados no figado esté disposta na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Altera¢gbes microscopicas observadas no figado de animais abortados.

Achados Induzido (n=7)
Vacuolizacé@o de hepatdécitos 6 (86%)
Vacuolizagéo discreta 1(17%)
Vacuolizagdo moderada 2 (33%)
Vacuolizacdo acentuada 3 (50%)
PAS negativo 3 (43%)
PAS positivo 2 (29%)
Padréo lobular bem definido 4 (57%)
Sinuséides quase imperceptiveis 4 (57%)
Espacos porta proximos 4 (57%)
Hematopoiese extramedular 5 (71%)
Infiltrado histiocitico 1 (14%)
Infiltrado neutrofilico 1 (14%)
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Figura 2.1: Alteracbes macroscépicas e microscopicas observadas no figado de fetos bovinos
clonados abortados.

(A) Figado aumentado de tamanho, com bordos hepaticos arredondados, hepatomegalia. (B)
Coloracao palida, esteatose hepatica. (C) Padréo lobular bem definido, espacos porta préximos (HE
500um). (D) Hematopoiese extramedular (HE 200um) (E) Vacuolizacdo acentuada de hepatécitos
(HE 50um). (F) Vacuolizacdo apresentando coloragéo positiva pelo método de PAS (PAS 50um).

No baco macroscopicamente foi observada palidez, com coloracdo menos
intensa que o normal e capsula ligeiramente espessada (Figura 2.2-A, B).
Microscopicamente, das 23 amostras analisadas 17 apresentaram autélise, que

impossibilitou a avaliagdo das mesmas, das amostras provenientes do grupo
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ESPONTANEO 10/10 e nos animais do grupo INDUZIDO 7/13 apresentaram
autdlise. Nas 6 amostras restantes pode-se identificar pouca evidenciagdo da polpa
branca em 2/6 animais (Figura 2.2-C, D), hemorragia em 2/6 animais, congestao e
hematopoiese extramedular (Figura 2.2-D) foram observadas em 1/6 animais de
cada grupo e 3/6 animais apresentaram o0 Orgdo sem quaisquer alteracdo. A
distribuicdo dos achados observados no bago esté descrita na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Alteragbes microscopicas observadas no bago de animais abortados.

Achados Induzido (n=6)
Pouca evidenciagdo da polpa branca 1 (17%)
Hemorragia 2 (33%)
Congestao 1 (17%)
Hematopoiese extramedular 1 (17%)
Auséncia de achados 3 (50%)

Figura 2.2: AlteracBes macroscépicas e microscopicas observadas no baco de fetos bovinos
clonados abortados.

(A, B) Baco evidenciando palidez e espessamento da capsula esplénica. (C) Pouca evidenciacdo de
polpa branca (HE 500um). (D) Hematopoiese extramedular foliculos linféides em formacgdo (HE
200um).
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Os rins macroscopicamente apresentaram moderado acumulo de gordura
perirrenal (Figura 2.3-A), coloragdo castanho-enegrecida tanto na superficie quanto
ao corte, na regiado cortical e a regido medular apresentando-se vinhosa. Na regido
da pelve (calice e papilas renais) observou-se quantidade moderada de material
gelatinoso, translicido e amarelado, de consisténcia amolecida com dilatacbes
cisticas da pelve e célices renais (Figura 2.3-B). Microscopicamente, das 28
amostras analisadas 21 apresentaram autolise, que impossibilitou a avaliacdo das
mesmas, destas todas as amostras provenientes do grupo ESPONTANEO (12/12) e
nos animais do grupo INDUZIDO 9/16. Nas 7 amostras restantes foram identificados
em 6/7 animais glomérulos com aspecto embrionério, estes glomérulos apresentam-
se bastante préximos, com tamanho menor quando comparado ao rim de animais
adultos e hipercelulares (Figura 2.3-C). Observou-se também em 6/7 animais,
granulos de coloracdo acastanhada no interior dos tubulos corticais e medulares
(Figura 2.3-D, E). Na tentativa de identificar a origem destes pigmentos foram
realizadas coloracfes especiais para identificacdo de pigmentos biliares (Hall), para
evidenciacdo de ferro e hemossiderina (Perls), para evidenciacdo de glicogénio
(PAS) e para evidenciagdo de lipofuscina (lipofuscina e Ziehl Neelsen). Destas,
apenas a coloracdo de lipofuscina corou os granulos observados, porém nao tao
caracteristicamente (Figura 2.3-F), quando comparado a um controle para
lipofuscina. Foi observada também dilatacdo tubular em 3/7 casos e congestao
cortical e medular em 2/7 animais. Os achados observados nos rins estdo dispostos
na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: AlteracBes microscépicas observadas nos rins de animais abortados.

Achados Induzido (n=7)
Gréanulos acastanhados no interior de tibulos 6 (86%)
Quantidade discreta 2 (29%)
Quantidade moderada 1 (14%)
Quantidade acentuada 1 (14%)
Glomérulos com aspecto embrionéario 6 (86%)
Dilatacao tubular 3 (43%)
Congestéao 2 (29%)
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Figura 2.3: AlteragcBes macroscopicas e microscopicas observadas nos rins de fetos bovinos
clonados abortados.

(A) Acumulo de gordura perirrenal. (B) Material gelatinoso, translticido e amarelado, de consisténcia
amolecida e com dilatagBes cisticas da pelve e calices renais. (C) Glomérulos com aspecto
embrionéario (HE 500um). (D, E) Granulos acastanhados no interior de tlbulos corticais (HE 50um).
(F) Gréanulos corados pela coloragéo de lipofuscina (Lipofuscina 50um).

Nos pulmdes macroscopicamente foi encontrada congestdo, atelectasia
(Figura 2.5-A, B), padrdo homogéneo da superficie, que se apresentava brilhante e
lisa (sem diferenciagdo lobular), principalmente em lobos caudais.
Microscopicamente, das 27 amostras analisadas 16 apresentaram autélise, que
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impossibilitou a avaliagdo das mesmas, das amostras provenientes do grupo
ESPONTANEO 9/11 e nos animais do grupo INDUZIDO 7/16 apresentaram autolise.
Nos 11 fragmentos restantes pdde-se observar atelectasia (Figura 2.5-A), infiltrado
inflamatorio (Figura 2.5-B) em 9/11 amostras, nestes fragmentos o infiltrado
observado foi linfocitico em 1/9 caso, histiocitico em 4/9 casos e neutrofilico em 3/9
casos, alguns animais apresentavam mais de um tipo de infiltrado no mesmo 6rgéo.
Mecbnio na luz alveolar foi observada em 4/11 animais (Figura 2.5-C, D), congestao
pulmonar discreta multifocal foi observada em 1/11 animal e hemorragia em capsula,
septo interlobular e pleura foi identificada em 2 animais cada. Em 2/11 animais os
fragmentos observados ndo apresentaram qualquer lesdo. A distribuicdo dos

achados observados nos pulmdes esta descrita na Tabela 2.5.

Tabela 2.5: Alteragbes microscopicas observadas nos pulmdes de animais abortados.

Achados Espontaneo (n=2) Induzido (n=9) Total (n=11)
Infiltrado linfocitico 0 1(11%) 1 (9%)
Infiltrado histiocitico 1 (50%) 4 (44%) 5 (45%)
Infiltrado neutrofilico 0 3 (33%) 3 (27%)
Meconio 1 (50%) 3 (33%) 4 (36%)
Congestéo 1 (50%) 0 1 (9%)
Hemorragia 0 2 (22%) 2 (18%)
Auséncia de achados 0 2 (22%) 2 (18%)

Figura 2.4: AlteragBes macroscopicas observadas nos pulmdes de fetos bovinos clonados abortados.
(A, B) Atelectasia e congestdo pulmonar.
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Figura 2.5: AlteragBes microscopicas observadas nos pulm@es de fetos bovinos clonados abortados.
(A) Atelectasia (HE 500um). (B) Presenca de infiltrado linfocitico e neutrofilico (HE 100um). (C, D)
Meco6nio na luz alveolar (HE 200 um e 50um).

No coragdo macroscopicamente foi observada acentuada quantidade de
gordura em epicéardio (Figura 2.6-A) um animal apresentou hemopericardio (Figura
2.6-B). A coloragdo do miocardio mostrou-se mais pélida que o normal. Nao foram
identificados defeitos congénitos macroscopicos. Microscopicamente foram
avaliados 27 fragmentos de coracdo. Em 16 foi observada autdlise, impossibilitou a
avaliacdo das mesmas, das amostras provenientes do grupo ESPONTANEO 9/12 e
nos animais do grupo INDUZIDO 7/15 apresentaram autélise. Nos 11 fragmentos
restantes foi observada vacuolizacao de fibras cardiacas (Figura 2.6-C) em 9/11
animais, esta vacuolizacdo foi observada muitas vezes juntamente a um maior
espacamento de feixes de fibras cardiacas (Figura 2.6-D), observado em 7/11
animais. Em 1/11 animal os fragmentos observados ndo apresentaram qualquer
lesdo. A distribuicdo dos achados observados no coracdo esta descrita no Tabela
2.6.
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Tabela 2.6: Alteragbes microscopicas observadas no coracdo de animais abortados.

Achados Espontaneo (n=3) Induzido (n=8) Total (n=11)
Vacuolizagéo 2 (67%) 7 (87,5%) 9 (81%)
Espacamento 2 (67%) 5 (62,5%) 7 (63%)
Auséncia de achados 1 (33%) 0 1 (9%)
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Figura 2.6: Alteragoes macroscopicas e microscopicas observadas no coracdo de fetos bovinos
clonados abortados.

(A) Acentuada quantidade de gordura em epicardio, (B) Hemopericardio, (C) Vacuolizagdo de
cardiomidécitos (HE 50um), (D) Espagamento de feixes de fibras cardiacas (HE 500um).
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DISCUSSAO

Alguns autores relatam que n&o obtiveram resultados dignos de nota na
necropsia de bezerros clonados (TANEJA et al. 2001; CHAVATTE-PALMER et al.
2002), porém, algumas anormalidades sao relatadas com certa frequéncia e a
maioria delas também foi observada no presente trabalho, esteatose e degeneracéo
hepéaticas, pouca evidenciacdo de polpa branca, congestdo em figado, baco e rins,
discutidos posteriormente. Outros achados observados no presente estudo ainda
nao foram relatados por outros grupos de pesquisa e merecem estudos mais
detalhados.
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Nos animais que foram abortados espontaneamente a autdlise foi uma
caracteristica predominante. Este fato € comprovado pela literatura que relata que
autolise moderada a severa ocorre em bezerros que vem a Obito espontaneamente,
isso se deve ao fato que geralmente os fetos ao serem expulsos do Utero ja estao
mortos ha muitos dias (OKANO et al. 2003; MORRELL et al. 2008). Por esta razao,
pela multiplicidade de causas associadas ao aborto e pela falta de amostras
adequadas, na maioria dos casos a etiologia do aborto ndo pode ser determinada
(KIRKBRIDE, 1990).

As alteracdes macroscopicas observadas no figado, como hepatomegalia,
coloracdo palida e amarelada e consisténcia amolecida foram observadas por outros
autores em animais clonados abortados (HILL et al. 2000; DESOUSA et al. 2001;
HEYMAN et al. 2002). DeSousa et al. (2001) sugerem que a hepatomegalia, bem
como demais anormalidades presentes em bezerros clonados sejam devidas as
alteracdes placentarias, tais como: edema de placenta e placentomas maiores e em
menor nimero, estas alteracdes placentarias levariam a um déficit nutricional do feto
gque conduziria a degeneracdo hepatica, bem como retardamento no
desenvolvimento fetal. Esta hipétese esta de acordo com o observado no presente
estudo aonde foi observada degeneracdo hepatica em 86% das amostras
analisadas, sendo 50% destas caracterizadas como degeneracdo hepatica
acentuada. Esta degeneracao foi interpretada como degeneracao gordurosa (devido
a morfologia dos vacuolos), estando de acordo com os achados obtidos por Hill et al.
(1999) e Akagi et al. (2003), porém, por vezes esteve associada a degeneracao
glicogénica, uma vez que nos microvacuolos houve coloragdo acentuada pelo
método de PAS em 2/6 casos. Como a presenca de glicogénio hepatico € um
achado comum s foi considerada degeneracdo glicogénica quando houve
coloragédo acentuada pelo método PAS, concordando com os dado de Okano et al.
(2003) que afirmam que houve coloracdo PAS positiva em figados de fetos néo
clonados e a presenca de glicogénio nestes animai seria um achado normal.
Acredita-se que o padrao lobular bem definido juntamente com sinuséides quase
imperceptiveis e espacos porta proximos possam ser um achado comum a animais
neonatos, devido sobretudo a imaturidade hepatica, amostras de figado de bezerros
neonatos nao clonados também apresentam esta mesma caracteristica (dados nao

publicados). Hematopoiese extramedular € um achado comum em fetos e neonados
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segundo Okano et al. (2003) e ocorre principalmente devido a imaturidade do
sistema hematopoiético.

Os achados observados no baco, coloracdo palida, congestdo, hemorragia,
hematopoiese extramedular e pouca evidenciacdo dos foliculos linfoides, foram
também observados por outros autores em bezerros clonados, (SANTOS, 2008) em
contrapartida, Okano et al. (2003) analisando caracteristicas microscopicas do baco
de bezerros ndo clonados abortados identificaram estas mesmas caracteristicas,
indicando que estes achados nao séo especificos de bovinos clonados. Em relagéo
ao espessamento da capsula esplénica, ndo foram identificadas alteracdes
semelhantes na literatura.

No que se refere aos rins a coloracdo castanho-enegrecida observada tanto
na cortical como na medular renal também foi observada por Santos, (2008), porém
ndo h& uma hipotese clara sobre a origem da sua ocorréncia. A presenca de cistos e
dilatagdo da pelve e calices renais, muitas vezes esteve associada a dilatacdo
tubular na microscopia e esta de acordo com os achados observados por Rhind et
al. (2003) e Wells et al. (1997) que analisando amostras de rim de cordeiros e
bezerros clonados, respectivamente, observaram como uma das principais
alteracdes a formacdo de cistos e a hidronefrose bilateral severa. Em relacdo a
caracteristica embrionaria dos glomérulos, este foi um achado considerado normal,
pois bezerros neonatos nao clonados também apresentam esta mesma
caracteristica (dados ndo publicados). Quanto aos granulos observados no interior
dos tabulos renais, ndo foi possivel a identificagcdo de sua origem. No entanto sabe-
se gue ndo sao decorrentes do acumulo de pigmentos biliares, ferro, hemossiderina
ou glicogénio, pois ndo foi obtida coloracdo caracteristica pelas técnicas utilizadas
(Hall, Perls e PAS, respectivamente). Okano et al. (2003) descrevem uma
vacuolizacdo do epitélio tubular renal em bezerros abortados que apresentou
marcacao positiva no método de PAS, porém, no presente trabalho a coloragcéo de
PAS ndo corou caracteristicamente os granulos observados, no entanto, houve
coloragdo positiva por este método nos tubulos coletores da medular renal. Os
granulos observados apresentam muitas caracteristicas semelhantes a lipofuscina,
porém, pelas técnicas utilizadas neste estudo nao foi possivel tal confirmacédo, a
coloragdo para lipofuscina corou os granulos, porém, ndo com a coloracao

esperada. Segundo Zachary e Mcgavin, (2012) a lipofuscina pode se acumular
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dentro das células epiteliais dos tubulos renais em bovinos idosos, na forma de finos
granulos dourados. Macroscopicamente pode ser observada como estrias de
coloracdo marrom no cortex renal, semelhante ao observado na macrocopia nos
animais aqui relatados. Akagi, et al. (2003) descreveram uma lesao renal como
deposito de lipofuscina no epitélio tubular de um bezerro clonado que morreu aos 13
dias de vida. Acredita-se que a presenca de tais granulos seja um achado que
mereca estudos posteriores, na tentativa de identificar a origem dos granulos e sua
relacdo com as alteracOes renais observadas. A congestdo cortical e medular
observada no presente trabalho também foi observada por Okano et al. (2003) em
bezerros ndo clonados abortados espontaneamente, indicando portanto ndo se
tratar de uma alteracao especifica de animais clonados.

Nos pulmdes, o infiltrado de origem linfocitica, neutrofilica e histiocitica foi o
achado mais marcante, uma vez que 8/9 amostras apresentaram algum tipo de
infiltrado. Infiltrado neutrofilico e histiocitico também foram observados no figado de
1 animal. Okano et al. (2003) afirmam ter encontrado infiltrados mononucleares,
discretos a moderados em amostras de figado, rins e pulmdes em bezerros nao
clonados abortados, porém, no mesmo trabalho citam que este infiltrado sé foi
encontrado em animais abortados, enquanto que nos animais controle, fetos nao
abortados, ndo foi identificada sua presenca, podendo ser correlacionado a causas
infecciosas de aborto. Nas amostras analisadas no presente estudo ndo é possivel
excluir a presenca de causas infecciosas, porém, a propriedade de origem dos
animais clonados conta com rigido programa sanitario, o que reduziria as chances
de causas infecciosas. A congestdao pulmonar, um achado observado por diversos
autores (HILL et al. 1999; OKANO et al. 2003; RHIND et al. 2003) somente foi
observada em 1 animal analisado. Hemorragia em capsula, septo interlobular e
pleura observada em 2 animais n&o foi observada em outros relatos. Foi identificado
meconio na luz alveolar tal como no trabalho de Akagi et al. (2003), esta aspiracao
de meconio pode ter sido provocada pela indu¢éo do parto sem que houvesse parto
natural, havendo assim sofrimento fetal. Todos os animais, tanto os abortados
espontaneamente quanto 0s que tiveram o aborto induzido apresentaram
atelectasia, concordando com os achados publicados por DeSousa et al. (2001), que
observaram acentuada atelectasia em cordeiros clonados abortados. A hipertenséo

pulmonar congénita, citada por diversos autores (HILL et al. 1999; DESOUSA et al.
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2001; RHIND et al. 2003) foi observada no presente trabalho, estando
correlacionada a elevada pressao venosa sistémica, congestdo hepética e aumento
do ventriculo direito, porém, ndo foram observadas lesdes caracteristicas de
espessamento da tunica média dos vasos e desalinhamento dos mesmos tal como
observado por Rhind et al. (2003) em fetos ovinos clonados. Apenas duas das
amostras analisadas no presente estudo apresentaram histologia pulmonar normal
contrastando com o observado por Wells et al. (1997) que afirmam ter encontrado
histologia pulmonar normal nos fetos ovinos clonados analisados.

A observacdo de maior quantidade de gordura em capsula e pelve renais e
em base cardiaca e epicardio pode estar relacionada ao fato de clones possuirem
um maior acumulo de gordura abdominal, tal como relatado por Chavatte-Palmer et
al. (2002), apesar de nao terem sido encontrados relatos referentes especificamente
a estes o6rgdos na literatura. Acredita-se que o hemopericardio tenha sido um
achado isolado, uma vez que so6 foi observado em um animal, ndo foi correlacionado
com nenhuma afeccdo especifica e ndo ha relatos semelhantes na literatura. Em
relacdo a palidez observada no miocardio, ndo foram encontrados relatos
semelhantes ou explicagao na literatura consultada. Nao foram identificados defeitos
congénitos macroscoépicos tal como observado por Wells et al. (1997) e DeSousa et
al. (2001). Em relacdo aos achados microscopicos de vacuolizacdo e espacamento
de fibras cardiacas, ndo foram encontrados relatos semelhantes em animais
clonados. A literatura cita a vacuolizacao cardiaca tal como a degeneracao cardiaca,
causada pela infiltracdo de gordura no miocardio (THOMSON, 1998), no presente
trabalho ndo € possivel afirmar que os vacuolos observados sdo oriundos de
infiltracdo gordurosa pois as amostras ndo foram proprias para a realizagdo de

coloragéo especifica.

CONCLUSAO

A coleta de amostras e a padronizagdo dos dados foi dificultada devido ao
longo tempo de coleta (5 anos). A metodologia de coleta e os fragmentos de érgdos
coletados foram alterados ao longo do tempo, por este motivo se torna dificil a
obtencdo de uma anélise minuciosa de cada animal abortado. Porém, a avaliacao
dos Orgaos coletados possibilita uma andlise dos aspectos anatomopatolégicos
desses tecidos.
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De acordo com as alteracdes observadas pode-se concluir que os érgaos que
apresentaram maiores achados patolégicos foram o figado e os pulmdes e que
alteracdes nestes 6rgdos foram predominantes para que o feto se tornasse inviavel.
E possivel que defeitos placentarios estejam correlacionados as alteracdes
observadas contudo sdo necessarios estudos posteriores na tentativa de
estabelecer uma relagcéo causa-efeito dos achados observados.

Os achados encontrados no presente trabalho vem a corroborar com 0s
achados obtidos por outros autores e denota a necessidade de investigacao
patologica detalhada de animais clonados que ndo foram viaveis, na tentativa de
mapear as anormalidades apresentadas por estes animais, buscando um maior
entendimento de tais achados e colaborando com a melhoria da técnica de

clonagem.
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CAPITULO 1l

ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS DE BEZERROS CLONADOS COM
OBITO NEONATAL

INTRODUCAO

Clonagem animal com fins reprodutivos vem ganhando cada vez mais espaco
em nosso pais. Através da clonagem € possivel produzir individuos geneticamente
idénticos, possibilitando um melhor aproveitamento de individuos com alto potencial
zootécnico e preservando o material genético de espécies ameacadas de extingdo
(PEREIRA e FREITAS, 2009).

O grande avanco obtido através do dominio da técnica de clonagem se deu
pela producdo de um individuo geneticamente igual a outro individuo adulto,
utilizando-se de células somaticas ja diferenciadas (ZATZ, 2004). Na técnica de
clonagem o nucleo de uma célula soméatica do doador é transferido para um odcito
enucleado é entdo realizado o processo de reprogramacao epigenética, por
eletrofusdo. Este processo ira ativar a divisdo celular. A célula formada se torna
entdo totipotente, capaz de se diferenciar em um novo individuo com as mesmas
caracteristicas genéticas do doador (WILMUT et al. 1997).

Apesar dos avancos significativos obtidos em relacdo ao dominio da técnica
de clonagem, especialmente em bovinos (DINNYES et al. 2002) o crescimento do
mercado da clonagem ainda esbarra na baixa eficiéncia da técnica. Apenas 0,5 a
5% dos embrides reconstruidos produzem animais a termo (HEYMAN et al. 2002;
PALMIERI et al. 2008) esta baixa taxa de sucesso é um resultado cumulativo das
perdas nos estagios embrionario, fetal e perinatal (WILMUT et al. 2002). Heyman et
al. 2002 estimaram ocorrer entre 33-43% de perdas em gestagcbes oriundas de
transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) até o 90° dia de gestacéo, o que
€ um valor muito alto quando comparado a 8,5%-11,8% de gestacdes oriundas de
producéo in vitro de embrides (FIV) (JONKER, 2004).

Acredita-se que problemas na placentacdo, tais como: placentomegalia,
redugdo da vascularizagdo da membrana corioalantoidiana, hipoplasia do epitélio
trofoblastico e membrana basal alterada poderiam resultar em perdas expressivas
durante o primeiro trimestre de gestacdo (HEYMAN et al. 2002; LEE et al. 2004,
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PALMIERI et al. 2008). Além disso, falhas na reprogramacéao epigenética poderiam
levar a transcricdo anormal de genes que regulam a implantacdo, o desenvolvimento
inicial pés-implantacéo e o crescimento fetal causando maior taxa de perdas tardias
e outras anormalidades observadas em bezerros clonados tais como a macrossomia
(CHAVATTE-PALMER et al. 2002; DANIELS, HALL, e TROUNSON, 2000; LEE et al.
2004) e a maior taxa de mortes no periodo neonatal.

O periodo neonatal em bovinos compreende animais do momento do
nascimento até 28 dias de vida (ASTIZ et al. 2010). Pode-se dividir ainda em periodo
neonatal imediato, que vai do nascimento até 24 horas de vida e periodo neonatal
tardio que vai de 2 a 28 dias de vida (ASTIZ et al. 2010; RADOSTITIS, LESLIE, e
FETROW, 1996).

A principal anormalidade identificada e neonatos clonados é a macrossomia,
em que 0S animais nascem com excessivo tamanho fetal, anormalidades
placentarias e umbilicais, além de dificuldades na adaptacdo a vida extrauterina
(WILMUT et al. 2002; YOUNG, SINCLAIR, e WILMUT, 1998). Estando relacionada a
maior incidéncia de mortalidade no periodo perinatal (PANARACE et al. 2007;
TANEJA et al. 2001). Atualmente, o mecanismo proposto para explicar a ocorréncia
da macrossomia é ocorréncia de alteracdes dos padrdes epigenéticos, resultando na
alteracdo da expressdo de genes que sdo importantes para a regulacdo do
crescimento e desenvolvimento da placenta e do feto (CHAVATTE-PALMER et al.
2002; FARIN, FARIN, e PIEDRAHITA, 2004).

Além da macrossomia varias anormalidades tem sido observadas em
neonatos clonados, tais como: hipertensdo pulmonar, asfixia neonatal, anemia,
problemas imunolégicos, hipotermia, hipertermia paradoxal, aumento dos vasos
umbilicais, hemorragia e infecgbes umbilicais, falha da transferéncia de imunidade
passiva e infec¢bes bacterianas que necessitam de antibioticoterapia (CHAVATTE-
PALMER et al. 2004; CHAVATTE-PALMER et al. 2002; GARRY et al. 1996;
PALMIERI et al. 2008; PANARACE et al. 2007; RENARD et al. 1999 e TANEJA et al.
2001). Apesar das anormalidades observadas, a maioria dos exames laboratoriais
ndao demonstrou diferenca quando comparados a bezerros néo clonados
(CHAVATTE-PALMER et al. 2002).

Entre os principais achados de necropsia observados em animais clonados

podemos citar: problemas do sistema respiratério tais como, imaturidade pulmonar,
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atelectasia, edema pulmonar, pneumonia, aspiracdo de meconio, hipertenséo,
congestdo pulmonar e excesso de fluido pleural (GARRY et al. 1996; KATO et al.
1998; TANEJA et al. 2001; LANZA et al. 2001; PACE et al. 2002; ENRIGHT et al.
2002; WILMUT et al. 2002; AKAGI et al. 2003). Problemas hepaticos,
hepatomegalia, esteatose, congestao e fibrose hepatica, (CHAVATTE-PALMER et
al. 2002; WILMUT et al. 2002; AKAGI et al. 2003); LEE et al. 2004). Problemas
renais, dos quais pode-se citar: rins aumentados e com acumulo de gordura
disperso na capsula, aparéncia disforme, pielonefrite e hidronefrose (AKAGI et al.
2003; CAMPBELL et al. 2007; CHAVATTE-PALMER et al. 2002; ENRIGHT et al.
2002; PACE et al. 2002; RHIND et al. 2003). Problemas cardiacos, cardiomegalia,
insuficiéncia circulatéria e defeitos cardiacos congénitos (GARRY et al. 1996;
LANZA et al. 2001; PACE et al. 2002; WILMUT et al. 2002; AKAGI et al. 2003; LEE
et al. 2004).

Além disso, também sdo relatados frequentemente problemas umbilicais
como: aumento e hemorragia de vasos umbilicais, persisténcia do canal do Uraco,
infecgOes e abscessos umbilicais, (GARRY et al. 1996; TANEJA et al. 2001; PACE
et al. 2002; WILMUT et al. 2002; LEE et al. 2004; PANARACE et al. 2007). Defeitos
posturais e musculoesqueléticos, anormalidades de articulacbes e membros,
contratura de tend&o, luxacdo de patela e poliartrite, (GARRY et al. 1996; PACE et
al. 2002; AKAGI et al. 2003; PANARACE et al. 2007). Problemas do trato
gastrointestinal, enterite, intussuscepcéao, Ulceras e tor¢cdo da raiz do mesentério,
(GARRY et al. 1996; LANZA et al. 2001; PACE et al. 2002; WILMUT et al. 2002;
AKAGI et al. 2003). Disfuncdo no sistema nervoso, hidrocefalia, anormalidades
estruturais e edema cerebral (PACE et al. 2002; WILMUT et al. 2002; AKAGI et al.
2003) e problemas do sistema imunolégico, deficiéncia imunoldgica, insuficiéncia do
sistema imunitario e hipoplasia linfoide (ENRIGHT et al. 2002; RENARD et al. 1999;
WILMUT et al. 2002).

Estudos sustentam que animais clonados que sobrevivem desenvolvem-se
normalmente e ndo apresentam diferencas comportamentais e reprodutivas quando
comparados a animais nao clonados (CHAVATTE-PALMER et al. 2004; ENRIGHT et
al. 2002; LANZA et al. 2001; PACE et al. 2002). Além disso, sdo capazes de

reproduzir e gerar crias férteis, que ndo apresentam 0s mesmos problemas
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observados nos animais clonados (CHAVATTE-PALMER et al. 2004; ORTEGON et
al. 2007; PANARACE et al. 2007).

Os relatos de necropsia de animais clonados sdo escassos e muitas vezes
apenas sao relatadas anormalidades pontuais, que apesar de possuirem relevancia,
nao caracterizam uma populacdo de animais clonados e ndo permitem tracar um
perfil das anormalidades apresentadas por estes animais. Além disso, pouco se
encontra descrito sobre a morfofisiologia normal de bovinos jovens, o que nos leva a
uma imediata comparacdo com 0s animais adultos, induzindo muitas vezes ao erro
por ndo levar em consideracdo as mudancas pelas quais passam o0s tecidos para
que adquiram o aspecto considerado normal. Ainda h4 muito para ser pesquisado
em relacdo a saude de animais clonados e os achados patolégicos e
histopatoldgicos podem esclarecer problemas estruturais que levam a disfuncéo dos
orgdos. Neste sentido este trabalho objetivou comparar as caracteristicas
histoldgicas de diversos tecidos de animais clonados que vieram a 6bito no periodo

neonatal.

MATERIAIS E METODOS

Amostras provenientes de 41 bezerros clonados com o6bito neonatal foram
avaliadas. Todos os animais clonados eram originarios de racas zebuinas,
pertencentes a subespécie Bos taurus indicus. As amostras foram coletadas em
uma empresa de clonagem comercial no periodo de 2009 a 2012 e a analise do
material foi realizada no periodo de 2011 a 2013. Programas de sanidade do
rebanho, vacinacdo, vermifugacdo e controle de doencas foram realizados de
acordo com o manejo sanitario da propriedade.

Das 41 amostras analisadas, 25 (61%) pertenciam a animais que vieram a
Obito no periodo neonatal imediato, periodo do nascimento até 48 horas de vida,
(IMEDIATO) e 16 (39%), a animais que vieram a 6bito no periodo neonatal tardio,
entre 2 e 28 dias de vida, (TARDIO). A idade gestacional desses animais variou de
272 dias de gestacao a 308 dias de gestacdo, conforme observado na Tabela 3.2.
Foram coletadas informacdes relativas ao periodo gestacional, parto, medicamentos
e procedimentos realizados, data e hora da morte e histérico clinico do animal. Os
animais foram submetidos a necropsia logo apds a constatacdo do Obito. Foram

coletadas amostras de tecido para posterior analise histopatologica.
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Tabela 3.1: :

Distribuicdo das amostras nos grupos, idade gestacional e peso (Kg) de bezerros
clonados que vieram a 6bito no periodo neonatal.

N° Animal Grupo Dias Gestacéo Dias De Vida Peso (Kg)
1 Imediato 272 0,5 43
2 Imediato 275 0 38
3 Imediato 275 2 50
4 Tardio 278 13 67
5 Imediato 280 0 59
6 Tardio 280 5 50
7 Tardio 280 20 50
8 Imediato 282 15 32
9 Imediato 283 2 23
10 Tardio 283 7 23
11 Imediato 285 1 48
12 Tardio 285 19 54
13 Imediato 286 15 30
14 Imediato 288 0,75 48
15 Imediato 288 0 30
16 Tardio 289 9 47
17 Tardio 289 7 53
18 Imediato 290 0 52
19 Imediato 291 0 62
20 Imediato 292 1 45
21 Imediato 292 1 30
22 Tardio 292 5 55
23 Imediato 293 1 46
24 Imediato 294 2 48
25 Imediato 294 2 35
26 Imediato 294 0 50
27 Tardio 294 5 49
28 Imediato 295 0 45
29 Imediato 295 15 40
30 Tardio 295 15 64
31 Imediato 296 0 32
32 Tardio 296 3 38
33 Tardio 296 6 50
34 Imediato 299 0,5 45
35 Imediato 300 0 49
36 Imediato 301 0 55
37 Tardio 301 4,5 49
38 Tardio 301 6 38
39 Tardio 302 12 54
40 Tardio 303 14 40
41 Imediato 308 0,5 50
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Visando comparar as alteracdes histoloégicas observadas em animais
clonados e constatar se estas alteracfes sao comuns a animais neonatos ou sao
exclusivas de animais clonados foram utilizados 4 animais controle (CONTROLE),
(Tabela 3.2). Os animais controle foram machos de aptidao leiteira, pertencentes a
subespécie Bos taurus taurus, estes animais usualmente sédo descartados do plantel
por ndo terem valor comercial. Os animais controle foram eutanasiados com idades
variando entre 2 a 4 dias de vida. Para eutanasia utilizou-se metodologia aceita pelo
CFMV conforme recomenda a Resolugcédo n° 714 (CFMV, 2002). Os animais foram
sedados com Xilazina 2% na dose de 0,1 mg/kg, ap6s a sedacgdo os animais foram
induzidos a plano anestésico com Thiopental 0,5 mg/kg, uma vez constatado o plano
anestésico foi introduzido um cateter na cisterna magna e por ele infundido 50 mL de
lidocaina ou até constatacdo de parada respiratoria do animal. Os controles foram

submetidos a necropsia logo apés a eutanasia e foram coletadas amostras de
diversos 6rgaos para confeccao de laminas histolégicas.

Tabela 3.2: Distribuicdo das amostras nos grupos.

Clones Controle Total Geral
Imediato Tardio Total
25 16 41 4 45

O material coletado foi fixado em formol 10% tamponado. Apdés a fixacao as
amostras foram submetidas a clivagem e acomodacédo em cassetes para incluséo,
embebidas em parafina, cortadas a 4 microbmetros de espessura e foram
confeccionadas laminas histologicas. Foi utilizada inicialmente para a triagem a
coloracdo padrdao de hematoxilina-eosina (HE), as laminas foram avaliadas em
microscoépio de luz.

Apés triagem inicial amostras de figado e rim foram submetidas a coloracéo
de Acido Periddico de Schiff (PAS). As amostras de rim foram submetidas a
coloracdo de Hall, para evidenciacdo de pigmentos biliares, de Perls, para
evidenciagdo de ferro, de PAS para evidenciacdo de glicogénio, de lipofuscina e de
Ziehl Neelsen para lipofuscina.

Na leitura das laminas observou-se as caracteristicas histologicas dos tecidos
dos animais controle e comparou-se com o0s achados observados nos animais
clonados. Este trabalho foi submetido e aprovado pela comisséo de ética no uso de
animais da Universidade de Brasilia processo n° 2312/2013 (ANEXO 1).
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RESULTADOS

No figado, macroscopicamente foram identificadas as seguintes alteracdes
gquando comparado aos animais controle. Hepatomegalia, bordos arredondados e
nao cortantes inclusive com impressao das costelas (Figura 3.1-A). Superficie
irregular (Figura 3.1-B), capsula espessada e opaca, em alguns animais e brilhante
em outros, hematoma subcapsular em um animal. Quanto a coloragdo, pode-se
notar que se apresentava mais palida ou amarelada, tanto a superficie quanto ao
corte, alguns apresentando inclusive manchas avermelhadas na superficie e ao
corte (Figura 3.1-C). Identificou-se ainda congestdo. Nos controles observou-se
coloracdo acastanhada, tanto na superficie quanto ao corte, bordos regulares,

superficie lisa e brilhante (Figura 3.1-D).

Figura 3.1: AlteragBes macroscopicas observadas no figado de neonatos clonados e controles.
(A) Hepatomegalia (B) Superficie hepatica irregular. (C) Coloracéo palida e amarelada, apresentando
manchas avermelhadas. (C) Figado normal, animal controle.

Microscopicamente, foram analisadas 41 amostras de figado sendo 25/41
IMEDIATO e 16/41 TARDIO. Os achados histopatologicos foram: padrédo lobular
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bem definido (Figura 3.2-A) em 30/41 animais, sendo observado em todos 0s
animais que vieram a 6bito no periodo neonatal imediato (IMEDIATO) e em 5/16 dos
animais que vieram a Obito no periodo neonatal tardio (TARDIO), bem como em
todos os animais controle (CONTROLE), (Figura 3.2-B), sinusodides quase
imperceptiveis foi observado em 25/25 IMEDIATO e em 5/16 TARDIO e também nos
4 CONTROLE, espacos porta préximos em todos os animais do grupo IMEDIATO e
em 9/16 TARDIO, bem como nos 4 CONTROLE (Figura 3.2-E). Em 35/41 amostras
de figado analisadas observou-se vacuolizacdo citoplasmatica de hepatécitos
(Figura 3.2-C), sendo 23/25 IMEDIATO e 12/16 TARDIO, nos CONTROLE foi
observado em 3/4 animais (Figura 3.2-D). O grau de vacuolizacdo observado em
cada grupo encontra-se disposto na Tabela 3.3. Em todos os fragmentos de figado
foi realizada a coloracdo de PAS, para evidenciacdo do acumulo de glicogénio.
Destas, obteve-se coloragéo positiva em 17/41 amostras (Figura 3.2-E), também foi
encontrada amostras PAS positivas nos animais CONTROLE (Figura 3.2-E), os
resultados estéo dispostos na Tabela 3.3.

Foi observado ainda no figado, hematopoiese extramedular em 8/41 animais,
sendo 4/25 IMEDIATO e 4/16 TARDIO, n&do sendo observada no grupo CONTROLE.
Congestao hepética foi identificada em 4/41 animais, sendo 2/25 IMEDIATO e 2/16
TARDIO e ndo foi observada no grupo CONTROLE. Hemorragia hepatica foi
observada em 5/25 amostras, todas pertencentes ao grupo IMEDIATO e nao foi
observada em animais do grupo CONTROLE. Areas aleatérias de discreta a
moderada necrose centrolobular foram observadas em 5/41 animais, sendo 4/25
IMEDIATO e 1/16 TARDIO e nao foi observada em animais do grupo CONTROLE.
Fibrina na capsula hepatica e acompanhando areas de necrose centrolubular foi
observada em 2/41 animais, sendo 1/25 IMEDIATO e 1/16 TARDIO e néo foi
observada em animais do grupo CONTROLE. Presenca de infiltrado histiocitico e
neutrofilico foi observada em 2/41 animais, sendo 1/25 IMEDIATO e 1/16 TARDIO
para cada tipo de infiltrado e n&o foi observada em animais do grupo CONTROLE.
Proliferagéo de ductos foi observada em apenas 1/16 animal do grupo TARDIO. Em
1/25 animal do grupo IMEDIATO havia mdltiplas areas com moderada proliferacao
de tecido conjuntivo principalmente em espaco porta. Em 1/16 animal do grupo
TARDIO foi observada discreta colestase. Apenas 3/41 amostras foram
consideradas sem qualgquer achado microscopico.
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Figura 3.2: Alteracdes microscdpicas observadas no figado de neonatos clonados e controles.

(A) Figado clone - padrao lobular bem definido, espacos porta proximos (HE 500um). (B) Figado
controle - padrdo lobular bem definido, espagos porta proximos (HE 500um). (C) Figado clone -
vacuolizacdo acentuada de hepatocitos (HE 50um). (D) Figado controle - discreta vacuolizagcao de
hepatdcitos (HE 50um). (E) Figado clone - vacuolizagdo apresentando coloragéo positiva pelo método
de PAS (PAS 50um). (F) Figado controle - coloragéo positiva pelo método PAS (PAS 50um).
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Tabela 3.3: Achados microscopicos observados no figado de bezerros clones e controles.

Clones (n=41) Controle (n=4)
Achados Imediato (n=25) Tardio (n=16) Total
Padréo lobular bem definido 25 (100%) 5 (31%) 30 (73%) 4 (100%)
Sinuséides quase imperceptiveis 25 (100%) 5 (31%) 30 (73%) 4 (100%)
Espacos porta préximos 25 (100%) 9 (56%) 34 (83%) 4 (100%)
Vacuolizacdo de hepatdcitos 23 (92%) 12 (75%) 35 (85%) 3 (75%)
Vacuolizacéo discreta 6 (24%) 9 (56%) 15 (37%) 2 (50%)
Vacuolizacdo moderada 7 (28%) 1 (6%) 8 (20%) 0
Vacuolizagéo acentuada 10 (40%) 2 (13%) 12 (29%) 1 (25%)
PAS negativo 10 (40%) 14 (88%) 24 (59%) 1 (25%)
PAS positivo 15 (60%) 2 (12%) 17 (41%) 3 (75%)
PAS discreto 3 (12%) 2 (13%) 4 (10%) 1 (25%)
PAS moderado 4 (16%) 0 3 (7%) 1 (25%)
PAS acentuado 8 (32%) 0 8 (20%) 1 (25%)
Hematopoiese extramedular 4 (16%) 4 (25%) 8 (20%) 0
Congestéao 2 (8%) 2 (13%) 4 (10%) 0
Hemorragia 5 (20%) 0 5 (12%) 0
Necrose 4 (16%) 1 (6%) 5 (12%) 0
Fibrina 1 (4%) 1 (6%) 2 (5%) 0
Infiltrado histiocitico 1 (4%) 1 (6%) 2 (5%) 0
Infiltrado neutrofilico 1 (4%) 1 (6%) 2 (5%) 0
Proliferagédo de ductos 0 1 (6%) 1 (2%) 0
Proliferacé@o de tecido conjuntivo 1 (4%) 0 1 (2%) 0
Colestase 0 1 (6%) 1 (2%) 0
Auséncia de achados 0 3 (19%) 3 (7T%) 0

No baco macroscopicamente pode-se notar, a superficie, capsula espessada
e esbranquicada e esplenomegalia discreta (Figura 3.3-A). Nos controles foi
observado um aspecto normal em relacdo a coloragcdo, vermelho escurecida e ao
tamanho do érgdo (Figura 3.3-B). Microscopicamente, o achado mais comum foi a
pouca evidenciagao da polpa branca (Figura 3.3-C, D) em 19/40 animais, que pode
ser evidenciado pela rarefagéo celular em foliculos linfoides, sendo 15/24 IMEDIATO
e 5/16 TARDIO. Hemorragia foi observada em 15/40 animais sendo 11/24
IMEDIATO e 4/16 TARDIO. Congestdo esplénica foi observada em 9/40 animais,
sendo 1/24 IMEDIATO e 8/16 TARDIO. Hemossiderose (Figura 3.3-F) foi observada
em 2/16 animais do grupo TARDIO. Infiltrado histiocitico multifocal foi observado em
1/16 animal do grupo TARDIO. Onze (11/40) dos animais clonados analisados néo
evidenciaram qualquer achado microscopico no bago, sendo 7/24 IMEDIATO e 4/16
TARDIO, bem como em todos os animais do grupo CONTROLE. (Figura 3.3-E) Os

achados podem ser melhor observados na Tabela 3.4.
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Figura 3.3: Altera¢cdes macroscépicas e microscépicas observadas no bago de neonatos clonados e
controles.
(A) Baco clone evidenciando palidez e espessamento de cépsula esplénica. (B) Bago controle,
normal. (C, D) Baco clone, pouca evidenciacdo de polpa branca (HE 500pum e 200 pm). (E) Baco
controle, foliculos linfoides bem definidos.(HE 500um). (F) Bago clone, hemossiderose (HE 100um)
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Tabela 3.4: Achados microscopicos observados no baco de bezerros clones e controles.

Clones (n=40) Controle (n=4)

Achados Imediato (n=24) Tardio (n=16) Total

Pouca evidenciagdo da polpa branca 14 (58%) 5 (31%) 19 (48%) 0
Hemorragia 11 (46%) 4 (25%) 15 (38%) 0
Congestéo 1 (4%) 8 (50%) 9 (23%) 0
Hemossiderose 0 2 (13%) 2 (5%) 0
Infiltrado histiocitico 0 1 (6%) 1 (3%) 0
Auséncia de achados 7 (29%) 4 (25%) 11 (28%) 4 (100%)

Nos rins foi observada uma quantidade moderada a acentuada de gordura
perirrenal, que também pode ser visualizada na pelve, calices e papilas renais
(Figura 3.4-A,B), bem como material gelatinoso translicido na regido da pelve renal
(Figura 3.4-C). Na superficie observou-se coloracdo castanho-enegrecida que
continuava ao corte na regiao cortical, na medular mantinha-se a mesma coloracao,
porém um pouco mais clara em relacdo ao cortex (Figura 3.4-B,C), em alguns
animais evidenciava-se estriagcfes esbranquicadas a amareladas que se estendiam
desde o cértex até a medular. Por vezes foram observadas pequenas dilatacdes
cisticas em regido de célices renais ou medular, nestas areas de dilatacao observou-
se diminuicdo do coértex e da medular (Figura 3.4-C). Nos rins dos animais controle
observou-se coloracdo acastanhada na superficie e regido cortical e a regido
medular apresentava coloracdo résea. Havia gordura na pelve renal, porém em
menor quantidade que nos animais clonados (Figura 3.4-D).

Microscopicamente foi observado nos rins, glomérulos menores,
hipercelulares e mais préximos, ao que se chamou de glomérulos com aspecto
embrionario (Figura 3.5-A), esta caracteristica foi observada em 36/41 amostras
analisadas, sendo, 25/25 IMEDIATO e 11/16 TARDIO, sendo este o Unico achado
observado nos rins dos animais do grupo CONTROLE 4/4 (Figura 3.5-B). Observou-
se ainda nos rins dos animais clonados granulos acastanhados no interior das
células de tubulos corticais (Figura 3.5-C) em 37/41 animais, sendo 25/25 IMEDIATO
e 12/16 TARDIO. N&o foi observada a presenca destes granulos nos rins dos
animais do grupo CONTROLE (Figura 3.5-D), o grau de acometimento em cada
grupo encontra-se melhor evidenciado na Tabela 3.5. Na tentativa de identificar a
origem destes pigmentos foram realizadas coloracdes especiais para identificagao
de pigmentos biliares (Hall), para evidenciacdo de ferro e hemossiderina (Perls),

para evidenciacdo de glicogénio (PAS) e para evidenciacdo de lipofuscina
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(lipofuscina e Ziehl Neelsen). Destas, apenas a coloragdo de lipofuscina corou os
granulos observados, porém néo tdo caracteristicamente, quando comparado a um
controle para lipofuscina (Figura 3.5-E).

Ainda em relacdo aos achados microscopicos observados nos rins dos
animais clonados, 16/41 animais apresentaram congestéo, sendo 8/25 IMEDIATO e
8/16 TARDIO. Hemorragia foi observada em apenas 1/16 animal do grupo TARDIO.
Dilatacdo de tubulos corticais e medulares (Figura 3.5-F) foi observada em 5/41
animais, sendo 2/25 IMEDIATO e 3/16 TARDIO. Proliferacdo de tecido conjuntivo no
intersticio foi observada em 2/25 animais do grupo IMEDIATO. Degeneracéo tubular
foi observada em 2/16 animais do grupo TARDIO. Infiltrado linfocitico multifocal foi
observado em 2/16 animais do grupo TARDIO. Foi observada ainda fibrose, necrose

tubular e infiltrado plasmocitico em 1/16 animal do grupo TARDIO.

Figura 3.4: AlteracBes macroscopicas observadas nos rins de neonatos clonad
(A) Acentuada quantidade de gordura perirrenal. (B) Acentuada quantidade de gordura na pelve,
cdlices e papilas renais. (C) Presenca de material gelatinoso translicido na pelve renal.coloracédo
castanho-enegrecida, dilatac6es cisticas em cdlices renais com diminuicdo do cortex e da medular..
(D) Rim controle
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(A) Rim clone — glomérulos com aspecto embrionario (HE 500um). (B) Rim controle — glomérulos com
aspecto embrionario, C) Rim clone - presenca de granulos acastanhados no citoplasma de tabulos da
cortical renal (HE 50um). (D) Rim controle - aspecto normal dos tabulos da cortical renal (50um). (E)
Rim clone — Gréanulos corados pela coloragdo de lipofuscina (lipofuscina 50um). (F) Rim clone —
dilatacdo dos tubulos da cortical renal.
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Tabela 3.5: Achados microscopicos observados nos rins de bezerros clones e controles.

Clones (n=41) Controle (n=4)
Achados Imediato (n=25) Tardio (n=16) Total
Glomérulos com aspecto embrionario 25 (100%) 11 (69%) 36 (88%) 4 (100%)
Granulos no interior de tabulos 25 (100%) 12 (75%) 37 (90%) 0
Quantidade discreta 8 (32%) 5 (31%) 13 (32%) 0
Quantidade moderada 6 (24%) 5 (31%) 11 (27%) 0
Quantidade acentuada 11 (44%) 2 (13%) 13 (32%) 0
Congestéo 8 (32%) 8 (50%) 16 (39%) 0
Hemorragia 1 (4%) 0 1 (2%) 0
Dilatacao de tabulos 2 (8%) 3 (19%) 5 (12%) 0
Proliferacé@o de tecido conjuntivo 2 (8%) 0 2 (5%) 0
Degeneracéo tubular 0 2 (13%) 2 (5%) 0
Infiltrado linfocitico 0 2 (13%) 2 (5%) 0
Fibrose 0 1 (6%) 1 (2%) 0
Necrose 0 1 (6%) 1 (2%) 0
Infiltrado plasmocitico 0 1 (6%) 1 (2%) 0

Nos pulmdes dos animais clonados foram observadas areas com aspecto
carneo, levemente retraidas, areas de atelectasia (Figura: 3.7-A). Observou-se ainda
areas multifocais, principalmente lobos cranioventrais, mas também acometendo
lobos caudais, coloracdo avermelhada retraida com aspecto de consolidacdo, que
ao corte fluia sangue (Figura: 3.7-B, C). Em brénquios e bronquiolos foi observada
por vezes quantidade moderada de material catarral esbranquicado, amarelado ou
esverdeado. Alguns animais apresentavam desde o inicio da traqueia até bronquios
secundarios quantidade varidvel de espuma esbranquicada e liquido, além de
discreta a moderada quantidade de material amarelado/esverdeado de consisténcia
grumosa a pastosa. Havia petéquias e estriagcdes avermelhadas em laringe, traqueia
e brénquios. Os pulmdes dos animais controle apresentaram coloracdo rosea,
aspecto uniforme e completamente expandido (Figura: 3.7-D).

Microscopicamente foi observado nos pulmdes infiltrado de células
inflamatdérias em 22/40 clones e 3/4 controles. O infiltrado era constituido
principalmente de histiécitos, neutrdfilos e linfocitos e por vezes encontrava-se mais
de um tipo de infiltrado em um tecido, com diversos tipos celulares e células
gigantes multinucleadas (Figura: 3.7-A,B,C). A distribuicdo e a caracteristica do
infiltrado podem ser melhor observadas na Tabela 3.6. Foi observada ainda
atelectasia em 18/40 animais, sendo 16/24 IMEDIATO e 2/16 TARDIO. Edema
pulmonar (Figura: 3.7-D) foi identificada em 14/40 animais, sendo 8/24 IMEDIATO e
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6/16 TARDIO. Congestao pulmonar foi observada em 9/40 animais, dos quais 6/24
IMEDIATO e 3/16 TARDIO, sendo observada em todos os animais CONTROLE 4/4.
Hemorragia pulmonar foi visualizada em 7/40 animais, sendo 4/24 IMEDIATO e 3/16
TARDIO. Foi observada ainda substancia amorfa de coloracdo amarelada que se
acredita ser meconio (Figura: 3.7-A,B) em 11/40 animais, sendo 10/24 IMEDIATO e
1/16 TARDIO e substancia amorfa de coloracdo résea que se acredita ser leite em 7
animais, sendo 6/24 IMEDIATO e 1/16 TARDIO. Muitas vezes a presenca de tais
substancias pode ser associada a severo infiltrado inflamatorio, indicando tratar-se
de pneumonia de origem aspirativa. Nos animais controle observou-se a

normallidade do érgdo com alvéolos completamente expandidos (Figura: 3.7-E,F).

Figura 3.6: AlteragBes macroscopicas observadas nos pulmdes de neonatos clonados e controles.
(A) Pulmao clone - Areas de atelectasia. (B, C) Pulmao clone — pneumonia, areas de consolidacao,
note a reduzida area pulmonar funcional. (D) Pulm&o controle — aspecto normal do 6rgao

Outras alteragbes pulmonares observadas com menor frequéncia foram:
fibrina em 5/40 animais, sendo 2/24 IMEDIATO e 3/16 TARDIO. Proliferacdo de
pneumdacitos tipo Il em 3/16 animais do grupo TARDIO. Espessamento de septo
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interalveolar em 3/16 animais do grupo TARDIO. Trombose foi visualizada em 3/40
animais, sendo 1/24 IMEDIATO e 2/16 TARDIO. Hiperplasia de pneumdcitos tipo |,
proliferacdo de tecido conjuntivo e necrose multifocal foram observadas cada uma
em 1/16 animal do grupo TARDIO.
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Figura: 3.7: Alteragdes microscopicas observadas nos pulmdes de neonatos clonados e controles.
(A, B) Pulméo clone — acentuado infiltrado de células inflamatdrias, presenga de mecdnio no interior
de alvéolos (HE 500um e 100um). (C) Pulmao clone —, acentuado infiltrado de células inflamatérias
(HE 100um). (D) Pulméo clone — acentuado edema pulmonar (HE 100um). (E, F) Pulm&o controle —
aspecto normal dos alvéolos pulmonares (HE 100pm e 50um).
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Tabela 3.6: Achados microscopicos observados nos pulmdes de bezerros clones e controles.

Clones (n=40) Controle (n=4)

Achados Imediato (n=24) Tardio (n=16) Total
Presenca de Infiltrado 7 (29%) 15 (44%) 22 (55%) 3 (75%)

Infiltrado Histiocitico 6 (25%) 10 (63%) 16 (40%) 0

Infiltrado Neutrofilico 3 (13%) 13 (81%) 16 (40%) 2 (50%)

Infiltrado Linfocitico 1 (4%) 1 (6%) 2 (5%) 1 (25%)
Atelectasia 16 (67%) 2 (13%) 18 (45%) 0
Edema 8 (33%) 6 (38%) 14 (35%) 0
Congestéo 6 (25%) 3 (19%) 9 (23%) 4 (100%)
Hemorragia 4 (17%) 3 (19%) 7 (18%) 0
Meconio 10 (42%) 1 (6%) 11 (28%) 0
Leite 6 (25%) 1 (6%) 7 (18%) 1 (25%)
Fibrina 2 (8%) 3 (19%) 5 (13%) 0
Proliferacéo de pneumdcitos |l 0 3 (19%) 3 (8%) 0
Espessamento de septo 0 3 (19%) 3 (8%) 0
Trombo 1 (4%) 2 (13%) 3 (8%) 0
Hiperplasia de pneumacito tipo | 0 1 (6%) 1 (3%) 1 (25%)
Proliferacéo de tecido conjuntivo 0 1 (6%) 1 (3%) 0
Necrose 0 1 (6%) 1 (3%) 0

No coracdo macroscopicamente observou-se em alguns animais moderada
guantidade de liguido no pericardio, de consisténcia fluida, coloracéo
amarelada/alaranjada e translicida e hidropericardio. Em um caso pode-se observar
algumas aderéncias fibrilares entre o saco pericardico e o epicardio (Figura 3.8-A).
Foi observado superficialmente um acumulo de gordura em epicardio,
principalmente em septo interventricular e base. Forame oval e ducto arterioso
identificaveis, porém, na maioria dos animais j4 estava afuncional, entretanto, em
alguns animais havia evidéncia de persisténcia do ducto arterioso (Figura 3.8-B).
Quantidade variavel de cistos hematicos (Figura 3.8-C) de aproximadamente 2 mm
de diametro, aderidos ao endocardio principalmente em regido de valvulas
atrioventriculares. Algumas valvulas atrioventriculares apresentavam moderada
guantidade de nodulacdes brilhantes aderidas a valvula, levemente firmes medindo
aproximadamente 2 mm de diametro, sugestivo de endocardiose. Hipertrofia
concéntrica da musculatura, principalmente em ventriculo direito (VD) e septo
interventricular (SIV), mas também presente em ventriculo esquerdo (VE), luz do VD
aumentada, associado a hipertrofia da parede deste mesmo ventriculo (Figura 3.8-D,

E). Nos animais do grupo CONTROLE observou-se infiltracdo de gordura na base e
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septo interventricular. Parede livre do VD e do SIV discretamente espessada (Figura
3.9-E). Forame oval e ducto arterioso identificaveis, porém ndo mais funcionais.
Microscopicamente, o coracdo dos animais clonados apresentou discreta a
moderada vacuolizacdo de fibras cardiacas em 11/40 animais, sendo 6/24
IMEDIATO e 5/16 TARDIO, estas vacuolizagbes encontravam-se na forma de
vacuolos redondos que deixavam a célula tumefeita (Figura 3.9-D,E,F). Também foi
observado maior espacamento entre feixes de fibras (Figura 3.9-A) em 18/40
animais, sendo 10/24 IMEDIATO e 8/16 TARDIO. Nos animais controle observou-se
o0 mesmo espacamento de feixes de fibras cardiacas (Figura 3.9-B), porém em
menor intensidade. Foi observada presenca de infiltrado que foi de origem
histiocitica, linfocitica e neutrofilica (Figura 3.9-C), a distribuicdo do infiltrado em
relacdo aos grupos encontra-se melhor descrita na Tabela 3.7. Outras alteracfes
observadas com menor frequéncia foram: presenca de fibrina em 2 animais, sendo
1/24 IMEDIATO e 1/16 TARDIO. Congestdao, hemorragia, aderéncia foram
identificadas em 1/16 animal do grupo TARDIO cada. Em 15 animais ndo foram
encontradas alteracdes histologicas, sendo 8/24 IMEDIATO e 7/16 TARDIO.
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Figura 3.8: Alteracbes macroscopicas observadas no coracao de neonatos clonados e controles.
(A) Saco pericardico apresentando- se aderido ao epicéardio. (B) Persisténcia de ducto arterioso. (C)
Acentuada quantidade de cistos hematicos na superficie de valvulas cardiacas. (D, E) Coracédo clone
— corte transversal demonstrando hipertrofia de musculatura cardiaca. (F) Coragéo controle — corte
transversal demonstrando caracteristica normal do érgao.
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Figura 3.9: AlteragBes microscdpicas observadas no coracdo de neonatos clonados e controles.
(A) Coracao clone — maior espacamento de feixes de fibras cardiacas (HE 500um). (B) Coragéo
controle —espagamento normal de feixes de fibras cardiacas (HE 500um). (C) Coracgdo clone —
presenca de infiltrado de células inflamatérias e fibrina no intersticio (HE 50um) (D, E) Coracéo clone
— vacuolizacdo de cardiomidcitos (HE 50um). (F) Coragdo controle — notar menor vacuolizacéo e
espacamento de cardiomiécitos (HE 500um).
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Tabela 3.7: Achados microscopicos observados no coracdo de bezerros clones e controles.

Clones (n=40) Controle (n=4)

Achados Imediato (n=24) Tardio (n=16) Total

Vacuolizagéo 6 (25%) 5 (31%) 11 (28%) 0
Espacamento 10 (42%) 8 (50%) 18 (45%) 0
Infiltrado Histiocitico 1 (4%) 3 (19%) 4 (10%) 0
Infiltrado Linfocitico 3 (13%) 3 (19%) 3 (8%) 1 (25%)
Infiltrado Neutrofilico 1 (4%) 0 1 (3%) 0
Fibrina 1 (4%) 1 (6%) 2 (5%) 0
Congestéo 0 1 (6%) 1 (3%) 0
Hemorragia 0 1 (6%) 1 (3%) 0
Aderéncia 0 1 (6%) 1 (3%) 0
Auséncia de achados 8 (33%) 7 (44%) 15 (38%) 3 (75%)

DISCUSSAO

Alguns trabalhos relatam ndo encontrar qualquer alteracdo na necropsia de
animais que vieram a 6bito no periodo neonatal (KATO et al. 1998; LEE et al. 2004;
WILMUT et al. 1997), tal afirmacdo pode ser explicada por Mee (2011) que relata
que bezerros que morrem de anodxia aguda muitas vezes ndo tém importantes
achados patoldgicos, o que pode esclarecer a aparente falta de achados em muitas
necropsias. Além disso, mortes neonatais sdo frequentemente associadas a
problemas respiratérios e de bezerros que estavam deprimidos e em decubito
prolongado (WILSON et al. 1995; GARRY et al. 1996). Panarace et al. 2007 relata
que desconforto respiratorio foi o sinal mais comum em bezerros que morreram sem
qualquer outro sinal de anormalidade.

Em contrapartida, ha uma série de relatos divulgando alteracdes congénitas e
adquiridas de bovinos clonados (GARRY et al. 1996; PANARACE et al. 2007;
RHIND et al. 2003; SANTOS et al. 2010; TANEJA et al. 2001), discutidos
posteriormente. Apesar da aparente normalidade nas necropsias destes animais,
alguns achados chamam a atencdo. Nem todas as anormalidades sao encontradas
em todos 0s animais, porém, o curioso € a grande variabilidade entre elas e a
grande frequéncia com que o0s animais clonados apresentam anormalidades
raramente vistas em condi¢gdes de campo (RHIND et al. 2003).

No presente trabalho foram evidenciadas diversas anormalidades nos animais
avaliados, algumas ainda ndo descritas por outros grupos de pesquisa. Entretanto,
alguns achados descritos por outros grupos como achados anormais foram

considerados como sendo normais a animais neonatos quando comparado aos
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animais do grupo CONTROLE. Um exemplo disto foram os achados observados
microscopicamente no figado como padrdo lobular bem definido, sinusdides quase
imperceptiveis e espacos porta proximos, que foram observados, sobretudo, nos
animais mais jovens, que vieram a 0Obito no periodo neonatal imediato, sendo estas
caracteristicas observadas também nos animais controle, estes achados foram
interpretados como sendo normais a animais neonatos, nao sendo correlacionados
com qualquer lesdo hepética, porém, ndo foram encontrados na literatura relatos
semelhantes. Tal como observado no presente trabalho, Hill et al. (1999) relatam ter
encontrado no figado de animais clonados superficie irregular e cdpsula espessada
e opaca, porém, ndo foi encontrada, na literatura justificativa para este achado.
Hematoma subcapsular foi observado em apenas um animal e ndo foi encontrada
justificativa para seu aparecimento, nem foi correlacionado com outras alteracdes
especificas.

A observacdo de hepatomegalia e esteatose hepética juntamente com o0s
achados de microscopia, que evidenciaram vacuolizacdo de hepatdcitos em diversos
graus nos animais clonados, porém, mais acentuada em animais do grupo imediato,
podem ser interpretadas como degeneracdo gordurosa (devido a morfologia dos
vacuolos e os achados da macroscopia). Thomson, (1998) atribui a degeneracéo
gordurosa ao aporte de gorduras maior que a metabolizacdo da mesma ou a
diminuicdo da sintese de proteinas e lipoproteinas envolvidas no transporte de
lipideos para fora da célula. Isto acontece em animais em inani¢cdo ou restricao
alimentar grave e também em outros quadros como: intoxicacdes, cetose em
ruminantes e diabetes mellitus.

Nos animais controle também foi evidenciado algum grau de degeneracéo
gordurosa hepatica, porém, a gravidade da lesdo foi muito menor quando
comparada aos animais clonados, este achado pode estar relacionado também as
areas de necrose centro-lobular observadas. Thomson, (1998) cita que degeneracéo
gordurosa, acentuagcdo do padrao lobular e necrose centro-lobular podem estar
associadas a hipoxia e a morte dos animais. DeSousa et al. (2001) analisando fetos
ovinos clonados declaram também haver observado degeneracdo hepatica e
sugerem que a causa de tais anormalidades seja devido a falta de nutricdo oriunda
da placenta. No presente trabalho foi observada degeneragéo vacuolar hepética em

diversos animais, sobretudo nos animais do grupo imediato corroborando com a
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hipétese de DeSousa et al. (2001). Estas alteracdes foram cada vez menos
proeminentes nos clones com o avancar da idade, podendo indicar uma
regeneracao hepatica em resposta a alimentacéo enteral e a ndo mais dependéncia
da nutricdo placentaria. Okano et al. (2003), avaliando o figado de fetos bovinos e
Prestes et al. (2009), avaliando neonatos bovinos oriundos de FIV, descrevem
também haver encontrado vacuolizagdo de hepatdcitos, porém, nestes relatos nédo
ha especificacdo do grau de acometimento dos animais. Pode-se inferir portanto que
algum grau de vacuolizacdo de hepatécitos seja normal a animais neonatos, porém,
degeneracBes de grau moderado a acentuado ja podem ser interpretadas como
achados anormais.

Okano et al, (2003), em seu trabalho com fetos, atribuiu ao acumulo de
glicogénio a vacuolizacdo hepética observada em animais abortados, confirmado
pela coloracdo PAS. No presente trabalho foi evidenciada em alguns animais a
presenca de glicogénio hepatico, que foi considerado normal quando em quantidade
discreta a moderada, (THOMSON, 1998) e foi considerado patolégico quando em
guantidade acentuada, o que foi apenas identificado em 8/41 animais clonados e em
1 controle. Congestdao e hemorragia hepéatica foram observadas em apenas 4
animais na microscopia. Santos (2008), avaliando neonatos bovinos clonados,
também observou congestdo hepatica, indicando se tratar de um achado comum a
estes animais. Nos animais controle também foi observada congestdo hepatica,
porém, esta pode ter ocorrido devido ao Thiopental utilizado para a realizacdo da
eutanasia, Thomson, (1998) cita que a utilizacdo de barbitaricos € uma das causas
de ocorréncia de congestao hepética. Hematopoiese extramedular é comum a
animais neonatos e pode ser um fator pelo qual haja rarefacéo folicular nos 6rgéos
linfoides, devido a imaturidade do mesmo.

Os achados macroscoépicos observados no baco dos animais clonados foram
pouco relevantes quando comparados a outros O0rgaos e em relagcdo aos animais
controle. Nos controles observou-se caracteristica normal do 6rgao, sendo a Unica
diferenca observada em relacdo aos clones um espessamento da capsula esplénica
nestes, porém, nao foi encontrada qualquer citacado que justificasse o aparecimento
deste achado. Em relacdo aos achados de microscopia, a congestao observada é
considerada de aparecimento relativamente comum no bago estando muitas vezes

relacionada a insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica ou outras causas
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de aumento da presséao retrograda, (THOMSON, 1998). Este fato é condizente com
0 observado nos animais do presente trabalho, que por vezes apresentaram
espessamento do ventriculo direito (VD) e degeneracdo hepatica. A hemorragia e
hemossiderose observadas sdo decorrentes da congestdo prolongada segundo
Thomson, (1998). Foi observada também pouca evidenciagcdo da polpa branca no
baco dos animais clonados, o que diferiu dos animais controle nos quais nao foi
observada tal alteracdo. Este achado ja foi previamente relatado em clones, Renard
et al. (1999), descreveram marcada rarefacéo folicular em um animal de 50 dias de
vida e Santos (2008), analisando o baco de bezerros clonados relata haver
encontrado hipoplasia de polpa branca, bem como alteragcbes em outros 6rgaos
linféides.

Nos rins foi observada quantidade moderada a acentuada de gordura
perirrenal que continuava na pelve renal. O mesmo acumulo de gordura foi
observado também no epicardio, principalmente em base cardiaca. Pode-se notar
gue a quantidade de gordura observada foi maior em animais clonados do que nos
animais controle. Uma maior quantidade de gordura na cavidade abdominal foi
observada por Chavatte-Palmer et al. (2002), em bezerros clonados, porém nao ha
relatos na literatura deste acumulo acometendo especificamente rins e coragao
destes animais.

Quanto a coloracdo, os rins dos clones apresentaram coloracdo mais
escurecida quando comparado aos rins dos animais controle. Esta coloragéo
mantinha-se ao corte e em alguns animais também se podia observar estriacées
esbranquicadas a amareladas que se estendiam desde o coOrtex até a medular, tal
como observado por Santos (2008). Thomson (1998) descreve tais estriagbes como
acumulo de gordura o que € condizente com o acumulo de gordura observado na
capsula e pelve renais.

N&o foram observadas na literatura relatos em relacdo a diferencas
microscoépicas entre os rins de animais jovens e adultos. Porém, tanto em clones
guanto em controles foram observados na cortical renal glomérulos menores,
hipercelulares e mais préximos, ao que se chamou de glomérulos com aspecto
embrionario, acredita-se que esta seja uma caracteristica comum a animais

neonatos.
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Material gelatinoso, translicido e amarelado, de consisténcia amolecida
muitas vezes esteve associado a observacao de formacdes cisticas que podem ser
associadas a dilatacdo de tubulos observada tal como relatado por Santos (2008).
Rhind et al. (2003) analisando rins de cordeiros clonados relatam haver observado
hidronefrose bilateral severa associada a lesdes obstrutivas do sistema urinério,
achados semelhantes também foram observados por Wells et al. (1997).
Proliferacdo de tecido conjuntivo no intersticio e degeneracdo tubular foram
observadas conjuntamente em animais que apresentavam malformacao de diversos
orgaos.

A observacdo granulos acastanhados no interior das células de tubulos
corticais e medulares nos rins dos clones foi um achado diferente do observado nos
rins dos animais controle, onde ndo havia de tais granulos. Nao foi possivel a
identificacdo da origem de tal alteracdo, no entanto sabe-se que 0 pigmento
observado néo é oriundo do acumulo de pigmentos biliares, ferro, hemossiderina ou
glicogénio, pois ndo foi obtida coloracéo caracteristica pelas técnicas utilizadas (Hall,
Perls e PAS, respectivamente). Okano et al. (2003) descrevem uma vacuolizagéo do
epitélio tubular renal em bezerros abortados que apresentou marcacao positiva no
método de PAS, porém, no presente trabalho a coloracdo de PAS ndo corou
caracteristicamente os granulos observados, porém, houve coloragdo positiva por
este método nos tubulos coletores da medular renal.

Os granulos observados apresentam muitas caracteristicas semelhantes a
lipofuscina, porém, pelas técnicas utilizadas neste estudo ndo foi possivel tal
confirmacédo, a coloracdo para lipofuscina corou os granulos, porém, nao com a
coloracdo esperada. Segundo Zachary e Mcgavin, (2012) a lipofuscina pode se
acumular dentro das células epiteliais dos tubulos renais em bovinos idosos, na
forma de finos granulos dourados. Macroscopicamente pode ser observada como
estrias de coloracdo marrom no cortex renal, semelhante ao observado na
macrocopia nos animais aqui relatados. Akagi, et al. (2003) descreveram uma lesao
renal como depdsito de lipofuscina no epitélio tubular de um bezerro clonado que
morreu aos 13 dias de vida. Acredita-se que a presenca de tais granulos seja um
achado que mereca estudos posteriores, na tentativa de identificar a origem do

pigmento e sua relacdo com as altera¢des renais observadas.
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Os pulmdes foram o 6rgdo aonde mais se encontrou alteracdes, praticamente
todos os clones apresentaram algum achado nos pulmdes. No grupo imediato o
achado mais comum foi a atelectasia assim como o observado por Santos (2008). A
atelectasia caracteriza-se pela expansdo incompleta dos alvéolos e pode ser
causada por diversos fatores, entre eles, asfixia neonatal, hipertensdo pulmonar e
aspiracdo de fluido amniético ou mecénio (DUNGWORTH, 1993). A ocorréncia de
atelectasia se mostrou determinante para a sobrevivéncia dos animais além do
periodo neonatal imediato, evidenciando que estes animais apresentaram
dificuldades na adaptacdo a vida extrauterina que culminaram em Obito. A
atelectasia observada em animais clonados pd6de ser muitas vezes associada a
imaturidade pulmonar e a deficiéncia na producdo de surfactante (PRESTES et al.
2009), que conduzem a uma hipertensdo pulmonar crénica. Pode-se inferir,
analisando conjuntamente os achados de atelectasia, congestdo e degeneracdo
hepética e hipertrofia de VD que os animais do grupo imediato apresentaram um
quadro de hipertensdo pulmonar cronica, porém, lesbes microscéopicas que
caracterizam este quadro, muscularizacdo e espessamento da camada intima das
pequenas artérias e espessamento muscular nas veias, (DUNGWORTH, 1993), ndo
foram identificadas no presente trabalho, tal como observado por Rhind et al. (2003).
A aspiragdo de meconio observada em diversos animais do grupo IMEDIATO
também é um fator que pode contribuir para a atelectasia observada, isto ocorre pois
0 meconio reage com os fosfolipideos presentes no surfactante causando falhas
nesta camada e conduzindo assim a atelectasia (BLEUL, 2009).

Edema, congestdo e hemorragia pulmonar podem estar associados as
alteracbes cardiacas observadas como a hipertrofia de VD. DungWorth, (1993)
associa a ocorréncia de edema pulmonar ao aumento da pressao hidrostatica dos
capilares pulmonares e cita que a congestdo pulmonar pode estar muitas vezes
associada ao aumento da pressao no atrio esquerdo e a faléncia cardiaca, levando
ao edema cardiogénico.

Nos animais do grupo TARDIO o achado mais marcante encontrado nos
pulmdes foi pneumonia. Isto pode ser entendido quando levamos em consideragcao
gue muitos animais que vieram a 6bito no periodo neonatal tardio apresentaram
alguma afeccdo, desde pneumonia aspirativa devido a falsa via ou a aspiracdo de
meconio ou leite, peritonite difusa, devido a ruptura de Ulcera de abomaso, afec¢des
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umbilicais e falha na transferéncia da imunidade passiva. Entende-se portanto que a
ocorréncia de tais alteracdes pulmonares sdo muitas vezes secunddarias a outras
afeccdes apresentadas pelos animais. DungWorth, (1993) cita que em quadros de
septicemia € comum o desprendimento de émbolos sépticos que apds se
desprenderem localizam-se nos pulmfes causando grave pneumonia. A presenga
de trombos nos animais avaliados pode ser entendida quando se observa que os
pulmdes sdo estrategicamente situados para captar émbolos, advindos do sistema
venoso (DUNGWORTH, 1993). Outras alteracbes observadas nos pulmdes tais
como deposicao de fibrina, proliferacdo de pneumdcitos tipo I, espessamento de
septo, hiperplasia de pneumdcitos tipo |, proliferacdo de tecido conjuntivo e necrose,
sdo achados comuns encontrados em pneumonias e também foram observadas por
outros autores (HILL et al. 2000; LI et al. 2005; SANTOS, 2008).

No coracdo o hidropericardio observado pode estar relacionado a
insuficiéncia cardiaca congestiva, identificada no animal em questdo. Outras causas
comuns de hidropericadio sdo anasarca, doencas caquetizantes e neoplasias,
(ROBINSON e MAXIE, 1993). As aderéncias fibrilares observadas entre o saco
pericardico e o epicardio sdo condizentes com um quadro inicial de pericardite
fibrinosa que segundo Robinson e Maxie, (1993) em neonatos pode ser relacionada
a infeccao por coliformes adquirida principalmente pela via umbilical. Tal como
observado no presente trabalho a hipertrofia do ventriculo direito (VD) foi relatada
por diversos autores, (GARRY et al. 1996; HILL et al. 1999; RHIND et al. 2003;
SANTOS, 2008), este achado foi atribuido por Hill et al. (1999) a hipertenséo
pulmonar congénita. Rhind et al. (2003) relatam que em fetos ovinos foi observada
uma hipertrofia de VD e relaciona esta hipertrofia as alteracbes observadas em
pulmbes e a hipertensdo pulmonar que contribui para uma pobre sobrevivéncia
neonatal por conduzir a um quadro de asfixia neonatal (BLEUL, 2009).

Cistos hematicos sdo normalmente encontrados em animais e a presenca
deles ndo é atribuida a qualquer lesdo especifica, porém, se observa que em
animais clonados os cistos hematicos sdo visualizados com maior frequéncia,
concordando com os achados obtidos por Santos, (2008) que observou quantidade
variavel de cistos hematicos, sobretudo em animais que apresentaram cardiopatias.
Nos animais controle ndo foi observada a presenca de cistos hematicos. As lesbes
sugestivas de endocardiose foram observadas nos coragdes dos animais clonados e
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ndo foram observadas nos animais controle. A endocardiose € uma proliferacdo de
tecido conjuntivo frouxo na valvula, acompanhado por deposicdo de
glicosaminoglicano, ha uma degeneracdo concomitante de colageno na fibrosa da
valvula e sua prevaléncia aumenta com o avancar da idade (ROBINSON e MAXIE,
1993) Lesdes relativas a endocardiose ainda ndo foram descritas em animais
clonados.

N&o foram identificadas malformacfes congénitas nos coracdes dos animais
avaliados. O forame oval e ducto arterioso eram identificaveis, porém, na maioria
dos animais j& estava afuncional, inclusive nos animais controle. Apenas dois
animais que vieram a 6bito no periodo neonatal imediato apresentavam persisténcia
do ducto arterioso. Edwards et al. (2003) relatam que a redugcdo na pressdo
pulmonar, e o teor de oxigénio estimulam o fechamento funcional do ducto arterioso
e do forame oval, porém, o fechamento definitivo s6 ocorre dias depois. Isto é
condizente com os achados observados no presente estudo.

A vacuolizacdo de midcitos cardiacos foi observada no presente trabalho,
porém nao foi possivel a identificacdo da origem dos vacuolos devido as condicdes
do material, que ja estava acondicionado em formol, impossibilitando a coloracdo
especifica, que necessita que o material esteja congelado (SUDAM). Acredita-se
que possa estar relacionada a degeneracao gordurosa, semelhante a degeneracao
observada no figado (THOMSON, 1998). Acredita-se que este achado observado
nos animais do presente estudo seja semelhante aos observados por Prestes et al.
(2009) que relatam haver encontrado degeneracéo cardiaca em animais oriundos de
FIV. O maior espagamento de fibras cardiacas foi uma alteracdo observada em
animais clonados em maior grau que nos animais controle, estando muitas vezes
associado a vacuolizacdo dos miocitos. Ndo se sabe quais as implicacdes deste
maior espagcamento na saude dos animais clonados e n&o foram encontrados relatos

semelhantes na literatura.

CONCLUSAO

De acordo com as alteracdes observadas pode-se concluir que nos animais
pertencentes ao grupo IMEDIATO as principais causas de oObito foram problemas
hepéticos, caracterizados especialmente pela acentuada degeneracdo hepética, e

problemas na adaptacdo a vida extrauterina demonstrados clinicamente como
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dificuldade respiratéria e patologicamente como atelectasia pulmonar, que
contribuiram circunstancialmente para o 6bito destes animais.

Nos animais do grupo TARDIO o achado mais notério foi a grande quantidade
de animais apresentando acentuada pneumonia, que em muitos casos foi
secundéria a outras doencgas intercorrentes e acredita-se que esta pneumonia tenha
contribuido significativamente para o 6bito do animal. Chama atenc¢éo o fato de que
mesmo com todo rigor monitorizagdo dos animais clonados e rigoroso
acompanhamento pds-natal ocorram tantos e tdo diversos quadros infecciosos.

Os achados observados nos rins dos animais clonados carecem de estudos
posteriores na tentativa de identificar a origem dos granulos observados e sua
relacdo com as demais anormalidades observadas nestes animais.

As caracteristicas encontradas no presente trabalho vém a corroborar com o0s
obtidos por outros autores e denota a necessidade de investigacdo patoldgica
detalhada de animais clonados que n&do foram viaveis ap0s 0 nascimento na
tentativa de mapear as anormalidades apresentadas por estes animais e estabelecer

uma relacéo causa-efeito com achados observados.
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CAPITULO IV
CONSIDERACOES FINAIS

Devido ao longo tempo de coleta, 5 anos, a padronizacdo dos dados foi
dificultada. A metodologia de coleta e os fragmentos de 6rgdos coletados foram
alterados ao longo do tempo e por este motivo se torna dificil a obtencdo de uma
analise minuciosa de cada animal que compde o trabalho. Sabe-se que existem
particularidades em relacdo a multiplicidade de causas que conduziram os animais
ao Obito, porém, a avaliacdo dos 0Orgdos coletados possibilita uma anélise dos
aspectos anatomopatolégicos desses tecidos.

De acordo com as alteracdes observadas pode-se concluir que os érgaos que
apresentaram maiores achados patoldgicos tanto nos animais abortados quanto nos
animais que vieram a Obito no periodo neonatal foram o figado e os pulmdes e que
alteracbes nestes orgdos foram circunstanciais para que o0s animais fossem
inviaveis. Nos animais do grupo IMEDIATO isto aconteceu sobretudo devido a
problemas na adaptacdo ao ambiente extrauterino e nos animais do grupo TARDIO
principalmente em decorréncia de infec¢cdes adquiridas no periodo neonatal. Os
granulos observados nos rins dos animais clonados carecem de estudos posteriores
na tentativa de identificar sua origem e relacdo com as demais anormalidades
observadas nestes animais.

Os achados encontrados no presente trabalho vém a corroborar com o0s
achados obtidos por outros autores e denota a necessidade de investigacao
patologica detalhada de animais clonados que ndo foram viaveis, na tentativa de
mapear as anormalidades apresentadas por estes animais, buscando um maior

entendimento de tais achados.
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