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RESUMO

BARBOSA, M. C. Clonagem em bovinos: descri¢cado das principais anomalias/ Cloning in
cattle: description of the main anomalies. 2014. 42 p. Monografia apresentada a

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, DF.

A producéo de animais clonados utilizando nucleos de células somaticas ocorreu apés
inimeras décadas de pesquisas. Atualmente o processo tornou-se relativamente facil,
porém animais clonados apresentam uma grande variedade de malformacdes fetais e
placentarias. Segundo estudos realizados ao longo dos anos, sao varias as
anormalidades apresentadas pelos clones bovinos, como: hidroalantéide, hipoxia,
macrossomia, anemia, disturbios cardiorrespiratorios, alopecia, aumento da espessura
do cordao umbilical e persisténcia do canal do Uraco, hipertermia, problemas posturais
e musculoesqueléticos. Uma possivel causa dessas malformagbes sao falhas na

reprogramacao epigenética da célula doadora.

Palavras-chave: bezerro, clone, embrido, hidroalantéide, hipdxia, macrossomia.



ABSTRACT

BARBOSA, M. C. Cloning in cattle: description of the main anomalies./ Clonagem em
bovinos: descricdo das principais anomalias. 2014. 42 p. Monografia apresentada a
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, DF.

The production of cloned animals using somatic cell nuclei occurred after several
decades of research, currently the process has become relatively easy but cloned
animals show a variety of fetal and placental defects, according to studies conducted
over the years, placentation disorders in animals has a direct relation with the
abnormalities displayed by the clones as hydrallantois, hypoxia, macrosomia, anemia,
cardiopulmonary disorders, alopecia, increased thickness of the umbilical cord and
persistent urachus, hyperthermia, postural and musculoskeletal problems. One possible

cause of these malformations are flaws in epigenetic reprogramming of the donor cell.

Keywords: calf, clone, embryo, hydrallantois, hypoxia, macrosomia.
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1. INTRODUCAO

A clonagem animal tem progredido a cada ano e € um dos maiores avancos
obtidos no campo da biotecnologia animal. Isso se deve basicamente as descobertas
que vém ocorrendo na area da tecnologia de transferéncia nuclear (TN). A mesma
consiste na transferéncia do nucleo de uma célula do animal a ser clonado para um
citoplasma receptor, que € um ovocito enucleado, permitindo assim a producdo de
animais transgénicos, a preservacdo do material genético de diversas espécies
ameacadas de extincao e também a producdo de animais geneticamente idénticos.

A eficdcia da técnica ainda é pequena mesmo apresentando inumeras
vantagens. Isso fica evidenciado na baixa viabilidade dos embrides clonados e o baixo
namero de nascimentos de bezerros vivos e saudaveis em comparagcao aos produzidos
in vitro (MIGLINO, 2004), sendo necessario, portanto, muito trabalho e estudo para um
melhor entendimento das funcdes nucleares, citoplasmaticas e um melhor
aperfeicoamento das etapas da técnica (SILVA, 2013).

Apesar do médico veterinario ter um cuidado maior que o habitual, poucas
gestacdes de clones tém conseguido ser levadas até o fim, ocorrendo muitas perdas
embrionérias, fetais e até mesmo pds-natais. A grande perda de gestacdes em bovinos
clonados pode ser decorrente das anomalias placentarias que afetam tanto o
crescimento, como a viabilidade dos animais (GUIMARAES et al., 2012).

Os problemas perinatais tém sido associados com diferentes anomalias,
incluindo disfungdes respiratorias, defeitos cardiacos e circulatorios, deficiéncias
imunologicas, congestdo e fibrose hepatica, problemas renais, ascite, problemas
articulares, disfuncdes sistémicas, entre outros (BORDIGNON, 2008). O excesso de
peso ao nascimento ou large offspring syndrome (LOS) é outro problema observado
frequentemente em animais clonados (YOUNG et al., 1998).

Objetivou-se com o presente fazer uma breve revisdo de literatura sobre
algumas anomalias que ocorrem em bovinos clonados, durante o periodo gestacional e
ao nascimento, abordando desde o histérico da clonagem até as principais anomalias e
suas causas. Serdo abordadas as seguintes anomalias: anomalias na placentacéo,
hidroalantéide, hipoxia, macrossomia, anemia, envelhecimento precoce, disturbios

cardiorrespiratdrios e outras.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HISTORICO DA CLONAGEM

A producdo de animais clonados utilizando nucleos de células somaticas
ocorreu apos inumeras décadas de pesquisas. Spemann, em 1914 produziu larvas de
salamandras a partir de nucleos de embries no estadio de 8 a 16 células. Esse
experimento foi feito utilizando cabelos de bebés para separacdo do citoplasma do
zigoto. No ano de 1938, ele ainda propos “um experimento fantastico”, assim chamado
por ele, que consistia em isolar ndcleos de embrides no estadio de mérula e depois
fazer a transferéncia para o citoplasma de ovdcitos enucleados (BORDIGNON, 2008).

No entanto, somente em 1951, na Filadélfia, foi realizada com sucesso a
primeira transferéncia nuclear. Os pesquisadores enuclearam ovécitos de rd e os
fundiram com células embrionarias no estagio de blastula (BRIGG & KING, 1951). Logo
depois, nas décadas de 1960 e 1970, foram produzidos clones a partir de nucleos de
células intestinais de rés no estadio de girino (DI BERARDINO, 2001).

J4 em mamiferos, o primeiro sucesso obtido com a clonagem ocorreu em
camundongos. Durante o experimento os pesquisadores obtiverem o nascimento de
trés camundongos clonados, utilizando células embrionarias (ILLMENSEE & HOPPE,
1981).

No ano de 1984, Mcgrath e Solter repetiram os experimentos de lllmensee e
Hoppe (1981), com nucleos mais avancados, mas nao obtiveram éxito, mostrando
assim que a clonagem em mamiferos ainda precisava de muitos estudos. O primeiro
pesquisador a obter resultados animadores com a transferéncia nuclear em animais
domésticos de importancia econémica foi o dinamarqués Willadsen (1986), utilizando
ovocitos de ovelhas maturados in vivo e obtendo o nascimento de trés cordeiros
produzidos a partir de nucleos de embrides de 8 a 16 células (MELLO, 2003).

Desde entéo, varias espécies de mamiferos (ratos, porcos, bovinos, coelhos,
caprinos, gatos, macacos, caes e cavalos) foram clonados, embora com eficiéncia
relativamente baixa (RHIND et al., 2003).

No dia 5 de julho de 1996, nasceu, no Reino Unido, a ovelha Dolly, sendo

ela o primeiro mamifero e a primeira clonagem resultante de transferéncia nuclear de
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células sométicas da glandula mamaéria, que sdo células adultas diferenciadas (NEVES
& FEVEREIRO, 2006; WILMUT et al., 2007).

Foi apOGs o nascimento e mediante os resultados obtidos com a Dolly, que
aumentou o interesse pelo uso da transferéncia nuclear, principalmente para fins
terapéuticos em seres humanos. Foi criada uma expectativa do uso da clonagem para
o tratamento de diversas doencas até entdo incuraveis, tais como: Alzheimer,
Parkinson, diabetes, insuficiéncia cardiaca, doencas degenerativas das articulacées e
outros problemas similares. Seu uso também poderia auxiliar na preservacdo de
animais em vias de extin¢cdo, além do interesse em multiplicar animais de alto valor
genético (FARIA & ROMERO, 2002; BORDIGNON, 2008).

Em dezembro de 1997, Schnieke e colaboradores, relataram o nascimento
de clones de ovelhas originadas da transferéncia nuclear de fibroblastos fetais
primérios, sendo produzidos ovinos transgénicos para o fator IX de coagulacdo
sanguinea humana. No ano seguinte, nasceu na Franca uma bezerra, Marguerite, na
qual foi utilizada célula muscular embrionaria para transferéncia nuclear (PENA, 1999).

No ano de 1999, Wells et al., na Nova Zelandia, relataram o nascimento de
dez bezerras clonadas por transferéncia de células sométicas de uma vaca adulta de
alta qualidade. A eficiéncia da clonagem foi de 10% e todas as bezerras sobreviveram.

O primeiro clone produzido no Brasil nasceu no dia 17 de margo de 2001, a
Vitéria, bovino fémea da raca Simental, produzida a partir de célula embrionaria. Desde
entdo, outros clones bovinos passaram a ser produzidos no pais. Em abril de 2002,
nasceu em Monte Mor-SP, o Marcolino da USP, produzido a partir de célula
diferenciada jovem (fibroblasto fetal). Em julho de 2002, na cidade de Jaboticabal em
Sédo Paulo, nasceu o primeiro clone a partir de célula diferenciada adulta, a Penta
(MELLO, 2003; VISINTIN et al., 2008).

Em 2003, nasceu no Centro Experimental Sucupira, pertencente a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, a Lenda, bezerra da raga holandesa que foi
clonada a partir de células da granulosa oriundas de um 6vulo que foi retirado do ovéario
de uma vaca morta (IGUMA et al., 2003 apud NEVES et al., 2010).

O primeiro clone do clone da América Latina nasceu em fevereiro de 2004,
foi produzido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, sendo chamada de
Vitoriosa e a célula doadora de nucleo foi retirada da orelha da vaca Vitéria (NEVES et
al., 2010).
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Em abril de 2005, nasceram os clones bovinos, Pord (Figura 1) e Potira,
desenvolvidos a partir de células somaticas isoladas de um pedaco de pele da orelha
de uma mesma vaca doadora da ra¢ca Junqueira. Essa raca faz parte do Programa de
Conservacao e Uso de Recursos Genéticos Animais da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, o que torna Poréa e Potira um elo entre a moderna biotecnologia animal
e a conservacao de recursos genéticos (EMBRAPA, 2007). A Pord ainda permanece
viva até os dias atuais na Fazenda Sucupira da Embrapa,em Brasilia,DF.

No dia 23 de abril de 2013, nasceu em Brasilia nas dependéncias do Centro
de Transferéncia de Tecnologias de Racas Zebuinas com Aptiddo Leiteira (CTZL),
localizado no Gama (DF), a bezerra Brasilia. Ela é produto da transferéncia Nuclear
utilizando células do tecido adiposo, sendo essa a primeira experiéncia bem-sucedida
utilizando esse tipo de célula (EMBRAPA, 2013).

vz TR FPES
e » W

Figura 1 - Pord, clone bovino da raca Junqueira.

2.2 ANORMALIDADES EM CLONES BOVINOS

2.2.1 Placentacéo

Segundo estudos realizados ao longo dos anos, os distarbios na
placentacdo de animais tem uma relacdo direta com as anormalidades apresentadas
pelos clones. Falhas no desenvolvimento ou na funcéo placentaria sdo as principais
causas de perdas de prenhez no inicio da gestacdo, formacdo de hidroalantdide e
anomalias (HEYMAN et al.,2002; LEE et al.,2004; BIRGEL et al.,2011).

Os disturbios na placentacdo caracterizam-se por numeros inferiores de
placentomas, presenca de placentomas gigantes (Figura 2), grande quantidade de
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microcotilédones acessorios (Figura 3) com diametro menor que 1,0 cm, extensas
areas sem placentomas na membrana corioalantdide, edema das membranas
placentarias e aumento da espessura do corddao umbilical (HILL et al., 2000; MIGLINO
et al., 2007).

- o

Figura 3 - Microcotilédones acessorios (< 1,0 cm). Fonte: BIRGEL et al.(2011)

Acredita-se que o aumento de tamanho dos placentomas seja devido a
tentativa de compensar um nimero reduzido dos mesmos (CHAVATTE-PALMER et al.,
2002). Panarace et al.(2007), utilizando a avaliagdo ultrassonografica para estimar a
viabilidade fetal de bovinos clonados, correlacionaram a observacdo de edema
placentario, nimero reduzido de placentomas e tamanho dos mesmos aumentado ao

maior risco de aborto.
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Além de estarem associados com a perda de gestacdes, os problemas de
placentacdo também podem prejudicar o crescimento e a viabilidade dos fetos.
Observaram ainda, em bovinos, uma expressdo anormal do complexo principal de
histocompatibilidade do tipo | nas células do trofoblasto e um maior acimulo de
linfécitos T no endométrio de gestacbes de clones (HILL et al., 2002). Esses achados
sugerem que uma reacao imunologica pode contribuir para a alta incidéncia de abortos
(BORDIGNON, 2008).

As razdes pelas quais ocorrem tais alteracbes ainda ndo foram
completamente elucidadas, no entanto, pesquisas indicam que seja devido a falhas na
reprogramacdo celular levando a modificacbes epigenéticas dos principais genes
reguladores, os quais sdo essenciais para o desenvolvimento da placenta normal
(PALMIERI et al., 2008).

Figura 4 - A-D placenta de clones, E-H placenta de animais produzidos in vivo
Fonte: LONERGAN et al. (2007)
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2.2.2 Hidroalantéide

O hidroalantéide € uma anormalidade que se caracteriza por uma falha no
balanceamento dos fluidos pela placenta devido a alteragGes placentarias em que a
vascularizacédo fica comprometida (YAMAZAKI, 2006). Constant et al. (2003) apud
MIGLINO (2004) afirmaram que essa anomalia esta associada a uma elevada
concentracdo plasmatica materna da glicoproteina (PSP60). A PSP60 é produzida
pelas células trofoblasticas binucleadas as quais desenvolvem um processo migratorio
em direcao ao epitélio uterino.

Essa patologia pode levar a um quadro de hipoxia fetal, seguido de
distarbios hematolégicos (YAMAZAKI, 2006). Perdas decorrentes desse tipo de
alteracdo placentaria sédo frequentes na segunda metade da gestacdo (CONSTANT et
al., 2006).

Heyman et al. (2002) durante seu experimento com clones bovinos utilizando
a técnica de ultrassonografia transabdominal para monitoramento da gestacao,
detectaram a presenca de hidroalantéide durante a gestacdo. Segundo os autores, a
presenca dessa anormalidade levou a um quadro desfavoravel para a receptora, uma
vez que ela apresentava perda do apetite e da condi¢do corporal.

Estudos iniciais indicam que 27% das receptoras de embrides originarios de
transferéncia nuclear, desenvolvem hidroalantoide apd6s 120 dias de gestacdo
(OBACK& WELLS, 2003 apud PEREIRA & FREITAS 2009). Esse valor é muito
superior aos 0,02% a 0,6% obtidos em programas de monta ou inseminacao artificial,
respectivamente (THIBAULT, 2003 apud PEREIRA & FREITAS, 2009).

Segundo o artigo publicado na IETS (2008), durante a gestacdo a
possibilidade de hidroalantdide deve ser considerada quando duas ou mais das
seguintes caracteristicas forem observadas: uUtero aumentado de volume durante a
palpacao retal devido a presenca de liquido; imagem hiperecoica, placentomas maiores
gue o normal, edemaciados observados por ultrassom via retal; rapido aumento da
circunferéncia abdominal (>10 cm/semana); sinais clinicos como distensdo abdominal,

dificil deambulacéo e anorexia.
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2.2.3 Hipdxia/Sofrimento fetal

A hipdxia ou sofrimento fetal € uma anormalidade que pode estar presente
em bovinos clonados. Cerca de 50% dos animais clonados sofrem hipoxia, possuindo
maior incidéncia de mortalidade nos primeiros dois dias pos-parto caso os bezerros
tenham sido tingidos pelo meconio (Figura 5). O principal fator responsavel pela sua

instalacdo séo as disfuncdes placentarias (BIRGEL et al., 2011).

Figura 5 - Clone tingido de mecénio - sinal de hipdxia durante a vida intrauterina
Fonte: BIRGEL et al. (2011)

Ao que parece, as trocas materno-fetais deficientes que ocorrem em
consequéncia dessa disfuncédo, provocam o comprometimento das trocas gasosas e
consequentemente a diminuicdo da pressao parcial de oxigénio (pO2) no feto. Isso gera
alteragcdes hemodinamicas com o objetivo de economizar oxigénio circulante, através
da vasodilatagcdo em Orgaos vitais (sistema nervoso central, coracdo e adrenais do feto)
e vasoconstricdo generalizada, atingindo entre outros, sistema musculo esquelético,
hepatico, renal, pulmonar e derme, o que impde grande sofrimento fetal. Sendo assim,
animais clonados que apresentam esse quadro associado com aspiracdo de mecoénio
durante a gestacdo podem ter o sistema cardiorrespiratorio comprometido, pois a
aspiracdo desse elemento leva a um processo inflamatorio dos pulmées (KOMNINOU,
2008).

Nunes (2009), acompanhando a carditocografia de fetos clonados, constatou
a presenca de tracados carditocograficos compativeis com a ocorréncia de hipoxia
intrauterina e que, na fase final da gestacéo entre 90 e 30 dias antes do parto, existem
sinais de hipoxia fetal caracterizada por hipoatividade do feto e auséncia de resposta
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cardiaca a estimulacdo fetal por beliscamento do espaco interdigital. Ele relatou
também que os bezerros asfixiados apresentavam auséncia de reflexo de sucgéo e
dificuldade de permanecer em decubito esternal, o que dificultada a ingestdo do

colostro nas primeiras horas de vida.

2.2.4 Macrossomia

A macrossomia € uma anomalia comum em clones bovinos, sendo o
fenbmeno chamado de sindrome do bezerro grande do inglés “large calf syndrome”
(BIRGEL et al., 2011; FARIN et al., 2006; CHAVATTE-PALMER, 2004). Entretanto,
essa sindrome ndo ocorre exclusivamente em embrifes clonados, mas também afeta
embrides produzidos ou manipulados in vitro (YOUNG et al., 1998). Os clones afetados
nascem com peso superior ao de neonatos normais, apresentam placentas
edematosas, umbigo grosso e vasos umbilicais aumentados (YOUNG et al., 1998;
WILMUT et al,. 2002)

Segundo Garry et al. (1996), a macrossomia parece estar restrita ao
crescimento intrauterino, pois apds o0 nascimento a variacdo de peso e a taxa de
crescimento de clones e controles mostra-se bastante semelhante.

Essa anomalia é mais frequente em clones de ruminantes oriundos da TNCS
(Transferéncia nuclear de células somaticas) de animais adultos quando comparado
TNCS de células embrionarias. Estima-se, que 20 a 30% dos bezerros nascidos por
esta técnica apresentem o problema (GARRY et al., 1996; WILMUT et al., 2002), que
por sua vez esta fortemente associado a alta mortalidade (POGLIANI, 2010).

Diversos estudos sugerem que o crescimento fetal anormal pode estar
relacionado com deficiéncias placentarias (YOUNG et al.,, 2001). Ja o fato da
macrossomia ser mais comum em clones produzidos por TNCS de animais adultos
pode ser explicado pela pressuposicdo de que os nucleos de células embrionarias
necessitam de menor reprogramacdo do que os provenientes de células somaticas
adultas (BORDIGNON, 2008). Sendo assim, sdo as alteragcbes dos padroes
epigenéticos que provocam alteracdo na expressdo de genes importantes para a
regulacdo do crescimento e desenvolvimento da placenta e do feto (CHAVATTE-
PALMER et al., 2002; FARIN, FARIN, & PIEDRAHITA, 2004).

Os estagios embrionarios em que podem ocorrer alteragbes no

desenvolvimento ndo sdo conhecidos, mas existem duas hipéteses. Uma sugere que
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estimulos inadequados, em qualquer estagio do desenvolvimento antes da eclosédo do
blastocisto, podem levar ao crescimento excessivo do feto, enquanto a outra sugere
gue um estagio especifico do desenvolvimento é vulneravel. Se houver apenas uma
fase vulneravel, esta pode ser no momento em que o genoma embrionario assume o
controle do desenvolvimento (YOUNG et al., 1998).

Nos estudos realizados por Lee et al. (2004), foi relatado que a macrossomia
se desenvolve ainda no primeiro terco da gestacéo. Por volta do 100° dia de gestacao,
fetos clonados ja exibem desregulacdo do crescimento e 17% daqueles que
sobrevivem até o 150° dia de gestacdo sdo mais pesados.

Santos (2008), afirmou que esse tipo de anomalia apresenta uma taxa de

aproximadamente 30% de mortalidade antes do desmame dos animais.

2.2.5 Anemia

Komninou (2008) observou durante seu experimento a ocorréncia de
anemia de grau moderado a grave, do tipo normocitica normocrémica, sendo que a
mesma instalou-se progressivamente a partir das 12 horas de vida do clone, atingindo
sua intensidade méaxima ao final da primeira semana, mas a partir do 15° dia de vida,
ocorreu gradativa recuperacdo dos valores. A anemia observada por ele era de origem
ferropriva, pois se evidenciou nesses animais niveis séricos de ferro inferiores aos
normais e uma diminuicdo do indice de saturacdo da transferrina (ist), enquanto os
valores da capacidade total de ligacdo de ferro (CTLF) ndo sofreram influéncia durante
o0 periodo. Anemia também foi relatada no artigo publicado em 1996 por Garry e

colaboradores.

2.2.6 Disturbios Cardiorrespiratérios

Vérios estudiosos em clones atribuiram a causa desses disturbios as
possiveis alteracdes de conformacdo e funcionamento da glandula adrenal, baixos
niveis de cortisol fetal e insuficiéncia de surfactantes pulmonares no neonato
(KOMNINOU, 2008).

Ja Hill et al. (1999) apud (SILVA, 2013), sugeriram que estas anormalidades

observadas nos bezerros e nos fetos clonados teriam ocorrido no Utero vinculadas as
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anomalias placentérias, tendo a clonagem e as condi¢bes de cultivo embrionério
colaborado para tal.

Meirelles et al. (2010), no trabalho realizado com bezerros zebuinos
clonados também relataram que a maioria das anormalidades cardiacas e respiratorias
pode estar relacionada a insuficiente placentacao e afirmaram que caso os clones nao
recebam uma boa monitoragdo, estes problemas podem evoluir para um desequilibrio
acido-base, podendo ainda evoluir para uma acidose respiratoria ou metabdlica.

Foram observados em experimentos realizados na Universidade de Séo
Paulo (USP), disturbios tais como: hiperfonese, refor¢o de bulhas, presenca de sopros
cardiacos na 1° e 2° bulhas associados a dispneias, respiracdo rude, estertores e
diminuicdo dos valores da pO,, no sangue arterial (MEIRELLES et al., 2010 apud
BIRGEL et al., 2011).

Santos (2010), durante necropsia realizada em clones do seu experimento
observou alteracbes no sistema respiratorio e cardiaco. Segundo o autor, todos os
animais presentes na necropsia apresentaram por toda extenséo da traquéia, liquido de
aspecto areado e com presenca de mecOnio proveniente da aspiracdo. Observou
também, enfisema pulmonar difuso em todos os lobos, atelectasia pulmonar difusa e
edema pulmonar, que foi confirmada pelo extravasamento de liquido seroso do
parénquima pulmonar ap6s o corte, além disso, observou hemorragia e congestédo
pulmonar com o extravasamento de liquido sero-hemorragico. O coracéo e os grandes
vasos apresentaram alteracdes e malformacfes no desenvolvimento como por
exemplo: cistos hematicos (Figura 6) de aproximadamente 5 mm de didametro com os
maiores medindo 2 cm de diametro em valvas tricuspides e mitrais, em alta
severidade, o que destoava do padrédo considerado normal para bezerros neonatos.
Nos registros da necropsia ainda relatou persisténcia do forame oval e defeito do septo
intraventricular, paténcia de ducto arterial, dilatacéo do ventriculo direito, espessamento
de trabécula septo marginal esquerda, hipertrofia excéntrica de miocéardio ventricular
direito e esquerdo e insercdo de cordas tendineas em septo interventricular do
ventriculo esquerdo. Outras altera¢cdes como: sufusdes e vibices em miocardios direito
e esquerdo, dilatacdo de grau leve de ventriculo direito, espessamento de cuspide
septal da valva mitral, justaposicdo de musculos papilares, insercdo de cordas
tendineas a parede ventricular lateral direita e justaposi¢céo de valvas tricuspide e mitral
a parede cardiaca lateral direita e esquerda, respectivamente também foram

observadas.
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Pogliani (2010), utilizando do exame de ecocardiografia, notou a presenca
de comunicacdo interatrial devido a persisténcia do forame oval, fluxo turbulento
sistdlico no interior do atrio direito, indicando a existéncia de insuficiéncia da valva
tricispide e hipertrofia concéntrica do miocardio. Renard et al.,(1999) apud (SANTOS,
2008), utilizando o mesmo exame logo apds o nascimento dos clones observou uma

dilatacéo do ventriculo direito e hiperplasia severa do ventriculo esquerdo nos animais.

Figura 6 - Cistos hematicos (seta) valvas atrioventriculares. Fonte: BIRGEL et al. (2011)

2.2.7 Envelhecimento Precoce

O envelhecimento precoce esta relacionado com atividade dos teléomeros (do
grego, telos = fim). Estes sdo responsaveis pela manutencdo da integridade dos
cromossomos. Por ocasido da meiose, os cromossomos homoélogos (do mesmo tipo)
se alinham no centro da célula e depois se aproximam um do outro, e ai ocorre o
pareamento. Admite-se que o pareamento cromossOmico se inicie pela regido do
telomero, formada de uma sequéncia de DNA gque se repete varias vezes e na qual
diversas proteinas se ligam. A cada vez que a célula se divide, os teléomeros sofrem
pequeno encurtamento. A reconstituicdo de cada extremidade ap0s a divisdo celular se
deve a enzima telomerase. No entanto, a atividade dessa enzima se reduz com o
passar do tempo e os teldbmeros tendem a ficar mais curtos, culminado com a morte
celular (apoptose) (PEREIRA, 2004).

O mais famoso exemplo disto € a ovelha Dolly. Quando foram examinados
seus teldmeros, observou-se que eles se apresentavam mais curtos do que o esperado

para sua idade biolégica, mas de tamanho semelhante ao da ovelha de seis anos de
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idade que doou o nucleo (SHIELS et al.,, 1999). Outros estudos, no entanto, tém
mostrado que animais clonados por TNCS nao tem teldbmeros mais curtos; em alguns
casos, de fato, os animais tiveram teldmeros mais longos do que os animais doadores.
Sendo assim, a evidéncia é inconclusiva, mas parece sugerir que o comprimento dos
teldbmeros depende ndo apenas da idade do animal doador, mas também uma série de
parametros, incluindo o tipo de célula, cultura de células, processo de transferéncia

nuclear, a amostragem e o protocolo de medicédo (XU & YANG, 2003).

2.2.8 Outras anomalias:

Alopecia (Figura 7) foi observada em clones da raca nelore com idade entre
15 e 30 dias de vida. Acredita-se que essa anomalia possa estar ligada a disturbios na
producdo e absorcéo de vitaminas, pois a suplementacao dos bezerros com complexo
vitaminico ADE diminuiu a alopecia (BIRGEL et al., 2011).

Figura 7 - Alopecia. Fonte: BIRGEL et al. (2011)

Aumento da espessura do corddo umbilical (Figura 8) e persisténcia do
canal do uraco também foram observados em clones (GARRY et al., 1996; WILMUT et
al., 2002; LEE et al., 2004; PANARACE et al., 2007). O aumento da espessura dificulta
a ruptura espontanea ao nascimento e as artérias umbilicais ndo sofrem retracéo para
a cavidade abdominal, ficando exposta nos resquicios do corddo umbilical (BIRGEL et
al., 2011).
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Figura 8 - Aumento da espessura do corddao umbilical. Fonte: BIRGEL et al. (2011)

Durante necropsia algumas alteracbes foram encontradas: congestéo
hepatica, parénquima com coloragdo levemente amarelada e com bordas irregulares
(SANTOS, 2010), quantidade de gordura envolvendo érgaos abdominais (CHAVATTE-
PALMER et al., 2002) figado aumentado de tamanho e com bordos arredondados com
deposicdo de gordura superficial (figura 9) (SILVA, 2013). Essas alteracdes no figado
também foram relatadas em artigos publicados por Hill et al., 2000; De Sousa et al.,
2001; Heyman et al., 2002.

Figura 9 - Figado retirado de animal clonado, com bordos arredondados e
gordura na superficie (seta). Fonte: SILVA, (2013)

Hipertermia paradoxal foi observada em clones de até trés semanas de vida,
apresentando picos de temperatura de até 41,8°C sem quaisquer alteragcdes clinicas.
Sugere-se que as alteragbes na temperatura podem estar relacionadas a menor
sintese de horménios tireoidianos, pois concentracdes plasmaticas de tiroxina (T4)
foram menores nos clones que nos controles (CHAVATTE-PALMER et al., 2002).
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Problemas posturais e musculoesqueléticos tais como: aumento das
dimensdes das articulagdes metacarpofalangeana e metatarsofalangeana (Figura 10)
(SANTOS, 2010), contratura de tendao, luxacdo de patela e poliartrite fibrinosa séo
comumente relatados (GARRY et al., 1996; PANARACE et al., 2007).

Figura 10 - Aumento das dimensdes das articulagbes metacarpofalangeana e
metatarsofalangeana. Fonte: SANTOS. (2010)

No clone produzido a partir de células do fluido amniético algumas
anormalidades também foram evidenciadas, como por exemplo: dentes nao
completamente enrijecidos, caracterizando imaturidade, flexdo bilateral das
articulacdes metatarsofalangeanas (Figurall) e cavidade toracica com presenca de
liquido de aspecto seroso, caracterizando um hidrotérax seroso (Figura 12) (SILVA,
2013).

£y

Figura 11 - Animal clonado apresentando flexdo das articulacbes

metatarsofalangeanas. Fonte: SILVA, (2013)
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Figura 92 - Hidrotorax seroso. Fonte: SILVA, (2013)

Wilmut et al. (2002), relatou disturbios no sistema nervoso central, como por
exemplo: hidrocefalia, anormalidades estruturais do cérebro e edema cerebral.

Nos rins foram observadas alteracdes em relacdo ao tamanho do 6rgéo
apresentando-se aumentado e com acumulo de gordura disperso na capsula, alguns
com aparéncia disforme. Também ¢é descrita pielonefrite secundaria a infecgéo
umbilical (CHAVATTE-PALMER et al., 2002; LEE et al., 2004).

2.2.9 Principais causas das anomalias:

Embora a técnica de clonagem em bovinos esteja sendo bastante realizada
nos dias atuais, verifica-se que ainda existe baixa eficiéncia no desenvolvimento dos
clones (YAMAZAKI, 2006), levando os animais a apresentarem determinadas
anomalias.

A eficiéncia da técnica ainda deixa muito a desejar quando comparada com
a técnica de inseminacéo artificial (IA) e producéo in vitro (PIV), pois apenas 5% dos
embrides clonados produzem animais a termo (HEYMAN et al., 2002).

Varios fatores podem estar relacionados com o0s baixos resultados da
clonagem, um dos mais importantes estd ligado a falhas na reprogramacéo
epigenética, principalmente ao imprinting genémico (YAMAZAKI, 2006).

A reprogramacao epigenética ocorre quando o padrao de expressao de uma
célula diferenciada € abolido e 0 novo padrdo de expressdo génica embrionaria €
estabelecido, a fim de direcionar o desenvolvimento embrionario e fetal (NIEMANN &
LUCAS HAHN, 2012). Para isso o nucleo transferido deve suprimir genes associados a
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diferenciacdo, que foram transcritos na célula doadora original (JAENISCH et al.,
2002). Sendo assim, acredita-se que uma reprogramacao inadequada no nucleo apés
a TN (Transferéncia nuclear) seja a responsavel pela falha no desenvolvimento de
clones.

Segundo Yamazaki (2006), genes imprinted caracterizam-se por
expressarem apenas um dos alelos parentais em estadio especifico do
desenvolvimento. Alguns desses genes tais como os: IGF2, IGF2R e H19, sao
importantes no desenvolvimento fetal e placentario. Alteracbes neles podem gerar
varios disturbios placentarios.

A baixa eficiéncia da TN também pode estar associada a fonte de células
doadora de nucleo, pois quanto menor o grau de diferenciacdo de uma célula, mais
potencialmente ela sera desprogramada pelo citoplasma receptor (SILVA, 2013).
Segundo Campbell et al. (2007), essa baixa eficiéncia também pode estar relacionada
com cultivo prolongado das células doadoras, pois ele pode alterar a ploidia,

estabilidade genémica e provocar modificacdes nas histonas pos-traducéao.

3. CONSIDERACOES FINAIS:

De acordo com o exposto, pode ser verificado que a transferéncia nuclear
em bovinos tem gerado varias anomalias nos animais clonados, sendo assim inUmeros
estudos ainda sao necessarios para que melhores resultados sejam obtidos no
processo de clonagem. A maior parte desses estudos deve ser focada principalmente
na tentativa de compreender 0s mecanismos moleculares de reprogramacéo
epigenética ja que alteracbes nessa area sao responsaveis por comprometer o
desenvolvimento dos animais. A necessidade de maiores avangos com relagéo a essa
biotecnologia é fundamental, ndo sO por ter eficiéncia baixa, mas também por

apresentar algumas limitacbes com relacdo ao bem-estar animal, incluindo a saude.
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5. RELATORIO DE ESTAGIO

5.1. INTRODUCAO

O estgio € de carater obrigatério para conclusdo do curso de Medicina
Veterinaria na Universidade de Brasilia (UnB). O mesmo foi realizado em duas etapas.
A primeira etapa do estagio foi realizada no periodo de 01 de setembro a 23 de outubro
de 2014, no Centro de Transferéncia de Tecnologias de Racgas Zebuinas com Aptidao
Leiteira (CTZL), Gama-DF e a segunda etapa realizada na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) e no Campo Experimental Sucupira Assis
Roberto de Bem (CES) pertencente a mesma, no periodo de 27 de outubro a 9 de
dezembro do mesmo ano.

O CTZL é uma unidade da Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), localizado no Nucleo Rural Ponte Alta, no Gama (DF), teve iniciativa
conjunta das Unidades Cerrados (Planaltina — DF), Gado de Leite (Juiz de Fora — MG)
e Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia — DF), recebeu apoio do Ministério da
Agricultura, Pecuédria e Abastecimento, Ministério do Desenvolvimento Agrario,
Ministério da Ciéncia e Tecnologia, Emater-DF, CNPq, Associacdo Brasileira dos
Criadores de Zebu (ABCZ) e Associacdes de Criadores de Racas Zebuinas Leiteiras
(Gir, Guzerd, Indubrasil e Sindi).

Melhorar a qualidade do rebanho brasileiro, criar um selo de qualidade para
identificar germoplasma zebuino trabalhado e oferecer treinamento a agricultores,
extensionistas e estudantes sdo alguns dos objetivos que justificaram a criacdo do
CTZL.

Nos anos 70, a Food and Agriculture Organization (FAO) das Nac¢des Unidas
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de Centros para Conservagao de
Recursos Genéticos, em regides consideradas de alta variabilidade genética. Neste
contexto, em 22 de novembro de 1974, a Embrapa criou o Centro Nacional de
Recursos Genéticos (CENARGEN), que mais recentemente adotou a assinatura
sintese Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Na realizacdo do estagio, a area de reproducdo animal e biotecnologia da
reproducao foram escolhidas com objetivo de aprofundar os conhecimentos adquiridos
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durante o periodo da graduacao, além de participar do manejo dos animais e rotina do
laboratério e da fazenda.

5.2. INDENTIFICACAO DA PRIMERIA ETAPA DO ESTAGIO

Area de estagio: Biotecnologia de Reproducdo Animal

Local: Centro de Transferéncia de Tecnologia de Racas Zebuinas com Aptidédo
Leiteira-CTZL (EMBRAPA CERRADOS)

Orientador académico: Prof. Dr. Ivo Pivato

Supervisor de estagio: Dr. Carlos Frederico Martins

Periodo de estagio: 01 de Setembro de 2014 a 23 de Outubro de 2014.

5.2.1 PLANO DE ATIVIDADES

Atividade a serem desenvolvidas:

- Acompanhar as atividades de fecundacao in vitro do Laboratério de Reproducéo;

- Colaborar nas atividades de sincronizacao de receptoras e transferéncia de embrides;
- Acompanhar os experimentos de transferéncia nuclear (clonagem);

- Realizar outras atividades de manejo reprodutivo no CTZL.

5.3 INDENTIFICACAO DA SEGUNDA ETAPA DO ESTAGIO

Area de estagio: Biotecnologia de Reproducdo Animal

Local: Recursos Genéticos e Biotecnologia

Orientador académico: Prof. Dr. Ivo Pivato

Supervisor de estagio: Dr. Margot Alves Nunes Dode

Periodo de estagio: 27 de Outubro de 2014 a 09 de dezembro de 2014.

5.3.1 PLANO DE ATIVIDADES

Atividade a serem desenvolvidas
-Acompanhar o manejo reprodutivo do rebanho bovino, ovino e caprino do CES;
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-Acompanhar avaliacdo da fungdo ovariana através da palpacdo retal e da
ultrassonografia,

-Acompanhar diagnostico de gestacao por ultrassonografia;

-Acompanhar protocolo de IATF/TETF;

-Acompanhar as atividades de OPU e PIVE;

-Acompanhar as atividades de superovulacao e TE de bovinos e ovinos in vivo;
-Acompanhar a avaliacdo andrologica e congelamento de sémen de touros;
-Acompanhar as atividades de biologia molecular e epigenética voltadas a reproducao
animal;

-Participar do Journal Club;

-Elaborar relatorio simplificado.

5.4. Atividades desenvolvidas

5.4.1. Inovulacéo de embrides produzidos por PIV

A transferéncia de embrides € uma biotécnica que requer experiéncia,
conhecimento e habilidade profissional. Ela permite multiplicar ffmeas com alto valor
genético, obtendo maior quantidade de descendentes se comparado ao que ela
poderia produzir fisiologicamente.

Essa biotécnica foi realizada utilizando embrides produzidos in vitro (PIVE).
Inicialmente realizou-se a colheita, maturacao (MIV) e fecundacéo (FIV) de ovdcitos de
fémeas doadoras e quando os embrides cultivados atingiram os estadios de
desenvolvimento passiveis de transferéncia foram entéo transferidos para o Utero das
receptoras devidamente selecionadas.

As receptoras sdo parte essencial do programa de TE. Elas devem
apresentar um ciclo estral regular, saude reprodutiva, porte compativel com o produto a
ser gestado, boa habilidade materna, potencial de producdo de leite, bom
temperamento, ter as condi¢cfes sanitarias adequadas, ser isenta de alteragfes no trato
genital, principalmente no Gtero e ovarios, isentas de alteracdes no sistema locomotor,
digestorio, urinario e circulatorio.

A técnica utilizada para transferéncia foi a transcervical. As receptoras
selecionadas tiveram a regido vulvar e perineal higienizadas, em seguida receberam

anestesia epidural (5ml de lidocaina) e assim gque a cauda apresentou perda do ténus
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se prosseguiu com a transferéncia. Com o inovulador devidamente montado, contendo
o0 embrido no seu interior foi feita a sua passagem pela cérvix até que ele chegasse ao
corno uterino ipsilateral ao corpo lateo, ocorrendo entédo a deposicédo do embrido o mais

préximo possivel da juncao Utero-tubarica.

5.4.2. Palpagéo retal

A palpacao retal € um dos principais meios para diagnoéstico de gestacdo em
rebanhos bovinos. Para isso, as fémeas devem ser contidas em estacéo, para evitar
acidentes tanto com animal como com examinador. Devem ser utilizadas luvas préprias
para palpacdo e lubrificante adequado. A técnica permite fazer o diagndéstico de
prenhez desde que seja realizado apos o 45° dia da inseminacdo, monta natural ou
transferéncia. Durante a palpacéo do Utero, observa-se o tamanho, simetria dos cornos
uterinos, consisténcia, contratilidade e presenca de conteudo. O Utero vazio costuma
contrair durante a palpacdo. Em vacas jovens o Utero repousa proximo a crista pubica
na cavidade pélvica. Em vacas velhas em casos de conteudo anormal e
particularmente durante a prenhez e no inicio puerperal, o Utero se desloca
ventralmente na cavidade abdominal. A palpacdo do ovéario é particularmente
importante para verificar a fase do ciclo reprodutivo, é interessante ver a posicéo,
tamanho, consisténcia superficial se ha presenca de cisto, foliculos e corpo luteo. Pela
palapacao retal podemos observar certas caracteristicas em diferentes estagios de
gestacao, como:

- 32 dias: Ao realizar o beliscamento observa-se a presenca de parede dupla.

- 45 dias: J& é possivel observar uma assimetria entre cornos devido a formacao
da pequena bolsa

- 90 dias: Observa-se uma grande bolsa e o Utero pode ser contornado em toda
sua extensao.

- 120 dias: O utero ndo € mais possivel de ser contornado e ele adquire formato
de baldo.

- 5 meses: A cérvix se encontra pesada e afunilada pra baixo devido a descida do
feto.

- 6 meses: O feto atinge a regiao abdominal.

- 7 meses: O feto comeca a se reposicionar na regido peélvica, sendo possivel

palapar a cabeca do feto.
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5.4.3. Ultrassonografia:

O exame ultrassonografico em vacas foi realizado para se obter uma
avaliagdo precisa da fungdo ovariana e uterina, fazer o diagndstico precoce de
gestacao e ver a viabilidade do feto, assim como avaliar o estado reprodutivo de vacas
receptoras e saber se as mesmas estavam aptas a receber os embribes pré-
selecionados. Utilizou-se também a técnica de Ultrassonografia com Doppler para
observar a irrigacdo dos possiveis corpos lateos. Depois de avaliada a condicdo da
vaca, prosseguiu-se com a inovulagdo do embrido. A ultrassonografia consiste na
utilizacdo de um equipamento que emite ondas ultrassénicas e captacdo de ecos que
formardo a imagem no display. Serve como meio complementar ao exame clinico,
possibilitando o registro de imagens para serem utilizadas em laudos ou atestados

clinicos.

5.4.4. “Journal Club”

O journl Club trata-se de uma reunido semanal realizada todas as quartas-
feiras, onde mestrandos, doutorandos, pdés-doutorandos e estagiarios apresentam
artigos cientificos aos demais estudantes, ocorrendo em seguida discussdo sobre o
contetdo. E uma reunido de extrema importancia, por ser uma forma de trocar ideias e

discutir sobre varios assuntos.

5.4.5. Outros:

Durante o periodo de estagio, foi possivel participar de diversas atividades
gue contribuiram bastante para minha formacgao profissional. Tive a oportunidade de
trabalhar com a ordenha, aplicacdo de medicamentos, teste para mastite (CMT),
cuidados neonatais. Ainda no CTZL pude acompanhar coleta de sangue para o exame
de brucelose, exame fisico para diagnostico de febre aftosa, palpacéao retal, aspiracao
de cistos ovarianos, aspiracdo folicular por laparoscopia em bezerras e biopsia.
Participei também do Dia de Campo na Fazenda Sucupira, onde varios trabalhos foram
apresentados pelos pesquisadores e onde pudemos relembrar grande parte das aulas

de biotecnologia da reproducéo.
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Quando no laboratério do CTZL pude acompanhar o cultivo de células do
tecido adiposo para realizacdo de clonagem e auxiliar na lavagem e esterilizacdo de

materiais.

Quadro 1- Atividades desenvolvidas durante o estagio obrigatério no Centro de
Transferéncia de Tecnologias de Racas Zebuinas com Aptidao Leiteira e na Embrapa

Recursos genéticos e Biotecnologia.

ATIVIDADES DESENVOLVIDAS N°

Ecografia retal 7

Lavagem e esterilizacdo de materiais de laboratério | 3

Aspiracao folicular de bezerras e vacas 10

Producéo in vitro de Embrides

Transferéncia nuclear

Palpacao retal

2
1
Transferéncia de Embriégo 5
5
3

Clinica

Rotina da fazenda 25

Aspiracgéo folicular de ovérios de abatedouro

Avaliacdo da dinamica folicular de bezerras

Diagnéstico de gestacao em vacas

2
5
Manipulagéo hormonal em bezerras 5
3
1

Participacao do “Journal Club”

5.5. Consideracg®es finais sobre o estagio:

Devido ao pouco tempo disponivel de estagio e ao periodo de seca durante
essa epoca do ano nao foi possivel ter muitas atividades laboratoriais e de campo, mas
pude aprender um pouco sobre as biotecnologias aplicadas na area de reproducgéo
animal onde alguns procedimentos acompanhados ja haviam sido explicados e
demonstrados em sala de aula. Foi de enorme valia fazer o estagio nas unidades da
Embrapa, pois além de ser um centro de pesquisa de referéncia internacional, me

permitiu experiéncias fundamentais para minha formacgéo profissional.



