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Resumo

Os mecanismos de morte em animais clonados a partir de células somaticas sdo poucos elucidados. Malformagoes de
orgaos, alteracdes de tamanho e peso desses animais foram anomalias ja descritas, porém em casos isolados. Desse
modo, estudos nos niveis anatomo e histopatoldgicos sdo de suma importancia para ajudar a compreensio dos fatores
responsaveis pelos altos indices de insucessos com a utilizagdo da TNCS (transferéncia nuclear de células somaticas).
Assim, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de descrever, por meio de exames anatomopatoldgicos, as
alteracdes presentes em um grupo de animais gerados por TNCS, que vieram a 6bito entre 1 e 19 dias de vida. Esse
experimento foi realizado entre os anos de 2004 e 2008 na fazenda Tambat, cidade de Tambad, Estado de Sao Paulo.
No total foram gerados 21 animais da raca Nelore (Bos indicus), sendo que 11 vieram a 6bito e dez apresentaram boa
evolugdo clinica no periodo perinatal. Foram realizadas as necropsias dos animais e posterior analise histopatoldgica
de tecidos alterados. Esse estudo mostrou alta prevaléncia de alteragdes cardiopulmonares, que provavelmente foram
determinantes nos mecanismos de morte dos animais. Dentre essas alteragdes a hipertensdo pulmonar e modificagoes
hemodinamicas diagnosticadas através do exame histopatoldgico foram as mais frequentes.
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Abstract

The death mechanisms in cloned animals are not well elucidated. There are few cases describing organ malformation,
size and weight alterations in these animals. Pathologic studies are necessary to understand the high level of unsuccessful
results using the NTSC (nuclear transfer somatic cell) technique. The present study was carried out to describe
alterations present in a group of animals generated by NTSC technique that deceased between 0 to 19 days of life, using
anatomopathologic examination. This experiment was conducted at Tambat Farm in Sdo Paulo State between years 2004
and 2008. Initially there were twenty one Nelore breed Bos indicus animals, but 11 of them deceased and ten survived
and showed satistactory clinical evolution in perinatal period. Animals necropsies and histopathologic analyses where
performed. The results revealed a high prevalence of cardiopulmonary alterations, which were predominantly lung
hypertension and hemodynamic profile changes, revealed by histopathologic analyses.
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posito de expansdo clonal de animais de produgao.
Hé também um crescente interesse na reprodu¢ao de
individuos com perfil de exceléncia e alta produtivi-
dade, ou com caracteristicas que se queira manter ou
imprimir em um rebanho’, além da conservagao de
espécies em risco de extingdo®. Outra aplicagdo seria
a producdo de animais geneticamente modificados, os
quais podem ser utilizados como biorreatores ou doa-
dores de 6rgaos para xenotransplantagido®’.

Em 1997 foi anunciado o nascimento do primeiro
mamifero clonado por meio da técnica de TNCS: uma
ovelha gerada a partir de nicleo doador proveniente
da glandula mamaria de um adulto de seis anos de
idade®. Apos o nascimento da ovelha Dolly, varios ou-
tros mamiferos de diferentes espécies foram gerados
pelo procedimento de transferéncia nuclear. Apds 13
anos do nascimento da ovelha Dolly, grande parte dos
animais gerados por TNCS ainda vem a 6bito antes de
completar seis meses de idade’. As alteragdes encon-
tradas nos animais clonados foram tidas como inci-
dentes isolados e foram alocadas dentro da “sindrome
do bezerro grande’, a qual ocorre em associagdo com
a manipulagdo do embrido e é caracterizada por um
tamanho exagerado do animal ao nascimento, além
de outras anormalidades morfologicas e fenotipicas®.

As anormalidades fenotipicas encontradas nos clo-
nes, que raramente acometem animais ndo clones,
revelam que ha necessidade de uma investiga¢do ana-
tomopatoldgica dos animais gerados por esta técnica.
A proporgio elevada de animais que vem a o6bito in
utero ap0s a transferéncia dos embrides clones para as
maes de aluguel, e a alta porcentagem de ma formacao
em animais neonatos sugere que o procedimento de
transferéncia nuclear pode estar relacionado ao de-
senvolvimento destas anomalias. Logo, esses achados
demonstram o valor de estudos anatomopatolégicos
detalhados de embrides, fetos, neonatos e animais
adultos clonados. Muitos trabalhos estdo sendo pu-

blicados sobre o método de transferéncia nuclear e
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respectiva maturagao do odcito’. Publicagdes recentes
afirmam que estas etapas do processo de clonagem
sdo responsaveis pelos insucessos na produgdo de ani-

mais clonados'.

Material e Método

O procedimento de TNCS foi conduzido na fazenda
Tambad, localizada no municipio de Tambat, estado
de Sao Paulo, durante o periodo de 2004 a 2008. Nesse
periodo foram gerados, no total, 21 animais oriundos
de TNCS. Para esse procedimento foram utilizadas
células somaticas de um animal adulto doador do pa-
trimonio genético. Nesse estudo o tipo celular empre-
gado foi o fibroblasto. Dentre os 21 animais gerados,
11 vieram a ébito ainda no periodo perinatal (Quadro
1) e dez apresentaram um bom estado de satude. Os
animais que vieram a 6bito foram encaminhados para
o Laboratdrio de Patologia Animal da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo, onde foi realizado o exame necroscépico.

Durante o exame necroscépico foram selecionados
fragmentos de pulmao, coragdo, figado, linfonodos,
baco e timo, os quais foram fixados em solu¢ao de
formaldeido a 10%, incluidos em parafinas e seccio-
nadas no micrétomo com espessura de 5 pm e poste-

riormente coradas pela técnica Hematoxilina Eosina.

Resultados

Necropsia

Ao exame externo dos animais, foram evidenciadas
as seguintes alteragdes: as mucosas de orificios natu-
rais apresentaram padrao ciandtico presente em 100%
dos animais necropsiados. Os linfonodos superficiais
apresentaram moderada linfoadenomegalia, alteracao
esta visualizada em todos os animais necropsiados.
Dentre os animais, 30,7% apresentaram alterac;()es
no aparelho locomotor, caracterizadas por aumento
na dimensao das articulagdes metacarpofalangeanas

esquerda e direita (Figura 1-A), acompanhada de ede-
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n::git;‘elgto Data de gbito Data da necropsia
1 Nelore Fémea 07/09/04 22/09/04 22/09/04
2 Nelore Fémea 04/10/04 09/10/04 09/10/04
3 Nelore Macho 04/03/05 07/03/05 07/03/05
4 Nelore Macho 12/03/05 13/03/05 14/03/05
5 Nelore Macho 18/03/05 18/03/05 21/03/05
6 Nelore Fémea 03/12/05 04/12/05 05/12/05
7 Nelore Fémea 26/12/05 26/12/05 26/12/05
8 Nelore Fémea 26/12/05 06/01/06 06/01/06
9 Nelore Fémea 09/06/06 19/06/06 19/06/06
10 Nelore Fémea 28/01/07 06/02/07 07/02/07
11 Nelore Macho 17/05/07 20/05/07 21/05/07

Quadro 1 - Dados referentes aos animais necropsiados no periodo de 2004 a 2008 - Sdo Paulo - 2010

Figura 1 - (A) Aumento das dimensdes das articulacdes metacarpofalangeana e metatarsofalangeana.
(B) Cicatriza¢ao ineficiente do corddo umbilical. (C) Atelectasia Pulmonar. (D) Defeito do
Septo Interventricular

ma subcutaneo, consisténcia crepitante a palpacao e tarsofalangeana esquerda e direita. Uma cicatrizagdo
perda de arquitetura tecidual. Jd no membro pélvico  incompleta do cordao umbilical (Figura 1-B) pdde ser

houve aumento na dimensao das articulagbes meta-  observada em todos os animais necropsiados.
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A abertura da cavidade abdominal revelou a presen-
¢a de moderada efusdo peritoneal de aspecto limpido
e coloracao levemente acastanhada sem evidéncias de
exsudato, observado em todos os animais. Os 6rgaos
abdominais ndo apresentaram alteragdes na topogra-
fia, respeitando a sintopia e delimita¢des anatdmicas.

A cavidade toracica, ao contrario da cavidade ab-
dominal apresentou efusio abundante de fibrina,
caracterizando um hidrotdrax sero-fibrinoso, sendo
que tal alteracdo foi constatada em 100% dos animais
necropsiados. Os 6rgaos tordcicos ndo apresentaram
alteragdes em sua respectiva topografia.

Sistema Respiratorio

Alteragdes no sistema respiratorio foram evidencia-
das em todos os animais necropsiados, embora cada
animal apresentasse particularidades como locali-
za¢do e extensdo e intensidades diferentes. Todos os
animais necropsiados apresentaram liquido de aspec-
to aerado e com presenca de meconio proveniente de
aspiracdo distribuido por toda traqueia. As alteragoes
pulmonares apresentaram o mesmo padrio e a mes-
ma distribuicdo em todos os animais necropsiados.
Puderam ser observados enfisema pulmonar difuso
em todos os lobos pulmonares, atelectasia pulmonar
difusa e edema pulmonar (Figura 1-C), o que foi con-
firmado pelo extravasamento de grande quantidade
de liquido seroso do parénquima pulmonar apos o
corte. Constatou-se também presenga de hemorragia
e congestdao pulmonar em 23% dos animais necrop-
siados, visto que o parénquima pulmonar apresentou
ao corte extravasamento de liquido sero-hemorragico.

Sistema Cardiovascular

O coragdo e os grandes vasos apresentavam mal-
formagoes e alteragdes no desenvolvimento. Cistos
hemdticos de aproximadamente 5 mm de didmetro
com os maiores medindo cerca de 2 cm de didmetro
foram evidenciados em valvas tricispide e mitral, em
alta severidade, o que destoa do padrio considerado
normal para bezerros neonatos, sendo esta altera-

¢do constatada em 46,1% dos animais necropsiados.
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Em 46,1% dos animais houve persisténcia do forame
oval e defeito do septo interventricular (Figura 1-D);
7,6% dos animais necropsiados apresentou paténcia
de ducto arterial, dilatagdo do ventriculo direito, jus-
taposicao de musculos papilares, inser¢ao erronea de
cordas tendineas a parede lateral do ventriculo direi-
to e aderéncia de valvas tricispide e mitral na parede
cardiaca; 15,3% dos animais necropsiados apresentou
espessamento de trabécula septo marginal esquerda,
hipertrofia excéntrica de miocardio ventricular di-
reito e esquerdo e inser¢do de cordas tendineas em
septo interventricular do ventriculo esquerdo. Outras
alteragdes como sufusdes e vibices em miocéardios di-
reito e esquerdo, dilatagdo de grau leve de ventriculo
direito, espessamento de ctspide septal da valva mi-
tral, justaposi¢do de musculos papilares e inser¢ao de
cordas tendineas a parede ventricular lateral direita
e justaposicdo de valvas tricuspide e mitral a parede
cardiaca lateral direita e esquerda, respectivamente
também foram observadas.

Sistema Digestorio

Em 15,3% dos animais houve lesdes em serosa rumi-
nal e abomasal, que foram caracterizadas por hemor-
ragia com aspecto de sufusoes e vibices distribuidas
difusamente pelos 6rgaos. Em 23% dos animais ne-
cropsiados foi observado, por toda extensao do intes-
tino delgado, hiperemia da mucosa intestinal acom-
panhada por contetido de aspecto mucoso e colora-
¢do amarelada. Hemorragias com aspecto de sufusoes
evidenciadas na serosa do intestino delgado e intesti-
no grosso. Alteragdes hepaticas estavam presentes em
46,1% dos animais necropsiados, caracterizadas por
congestao hepatica, parénquima com coloragao leve-
mente amarelada e com os bordos irregulares.

Sistema Urindrio

Apenas 7,6% dos animais necropsiados apresenta-
ram lesOes renais. A capsula renal apresentava areas
de adesdes no parénquima adjacente, os calices renais
estavam dilatados e as pirdmides renais do rim direito

apresentaram coloragao vermelho escura. Na superfi-



cie renal puderam ser observadas lesdes puntiformes
de coloragao esbranquicada, distribuidas de forma di-
fusa nos rins direito e esquerdo. Ao corte, ambos os
rins apresentaram coloragdo acastanhada no cortex e
coloragdo avermelhada na medula.

Hemolinfdtico

O timo apresentou severa hipoplasia. O que foi ob-
servado em 84,6% dos animais necropsiados. Além
dos linfonodos superficiais ja citados, 100% dos ani-
mais necropsiados apresentaram linfoadenomegalia
do linfonodo mesentérico.

Histopatologia

Pulmao

Amostras de pulmoes coletados durante a necrop-
sia apresentaram as mesmas altera¢des histologicas

em todos os animais. Puderam ser observadas éreas
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de consolida¢ao pulmonar caracterizando atelectasia
pulmonar (Figura 2-A), as regides atelectasicas pre-
dominavam na regido periférica dos lobos pulmona-
res. Material homogéneo e de coloragao eosinofilica
foi evidenciado preenchendo o interior de espagos
alveolares. Esse padrao de alteragao é compativel com
edema pulmonar. Trombos em organizagao encontra-
vam-se aderidos a camada intima de artérias e arte-
riolas e apresentavam coloragao eosinofilica em seus
interiores e intenso sequestro de células polimorfonu-
cleares. Pequena porcentagem de alvéolos apresentou
presenca de meconio caracterizado por um material
amorfo e acastanhado preenchendo todo espaco alve-

olar, proveniente de aspiragdo. O que pode ter desen-

cadeado um processo de pneumonia por aspiragdo
(Figura 2-B).

Figura 2 - (A) Foto micrografia (H&E escala em barra = 100 um) Atelectasia Pulmonar, (B) Foto
micrografia (H&E escala em barra = 70 um) Pneumonia por aspiragio, seta evidenciando
a presen¢a de meconeo, (C) Foto micrografia (H&E escala em barra = 100 um) Cisto
Hematico em regido valvular, (D) Foto micrografia (H&E escala em barra = 100 pm) Timo:
Rarefac¢do Linfoide e perda do padrio lobular
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Coragdo

Para a realizagdo do exame histopatoldgico do co-
ragao, foram selecionadas areas da regidao valvular a
fim de visualizar a formacio dos cistos encontrados
no exame necroscopico. Os cistos apresentavam con-
tornos bem definidos e regido central fortemente eo-
sinofilica (Figura 2-C).

Figado

O exame necroscopico evidenciou figados com um
aspecto amarelado a acastanhado. Esse padrao de le-
sao sugere um quadro de degeneragdo hepatica; ao
exame microscopico foi constatada a presenca de de-
generacdo com padrdo macro e micro vesicular. Os
hepatdcitos estavam edemaciados e com presenga de
vacuolos no interior do citoplasma, os nucleos, devi-
do a redugido do espago citoplasmatico, foram deslo-
cados para a periferia da célula.

Linfonodos e Timo

Os linfonodos superficiais e mesentérico apresenta-
ram severa rarefacdo linfoide, houve perda da arquite-
tura tecidual com a auséncia da relagdo cdrtico-medu-
lar, sendo que grande quantidade de macroéfagos estava
distribuida difusamente pelo parénquima do érgao. Na
periferia notou-se a presenca de intenso edema.

O parénquima do timo caracterizou-se por severa
rarefacao linfoide e intenso edema e congestao vascu-
lar (Figura 2-D).

Discussao

A taxa de sucesso no desenvolvimento a termo e
sem perdas gestacionais de um animal clone ainda ¢
bastante baixa. Diversas alteragdes patoldgicas descri-
tas nesse trabalho sdo responsaveis pelo alto indice de
obitos envolvendo animais clonados™.

Dentre as cardiopatias observadas, cistos hematicos
presentes nas regides valvulares sdo comumente en-
contradas em animais sadios, porém a disposi¢do e o
volume dos cistos encontrados nesse estudo diferem

das estruturas citadas na literatura e tida como nor-
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mais. Esses cistos anormais podem causar insuficién-
cia valvular, corroborando com a morte do animal.
Cardiopatias foram relatadas por Garry et al.'!, em
seu estudo, no qual 40 bezerros derivados de células
embriondrias foram clonados e desses, oito animais
vieram a obito e foram necropsiados. Na necropsia
puderam ser observadas alteragdes cardiacas, tais
como dilatacdo e arredondamento do coracdo acom-
panhado de efusoes pleurais. De maneira semelhante,
Hill et al.? relataram lesdes cardiacas, como dilatac¢ao
do ventriculo direito com espessamento bilateral de
parede ventricular, associadas ao aumento do didme-
tro da artéria pulmonar e ducto arterial patente. Além
destas cardiopatias descritas por Garry et al."' e Hill
et al.'?, outras cardiopatias e alteracdes do desenvol-
vimento foram observadas no presente estudo, que
podem estar envolvidas na alta taxa de mortalidade.

Diversas areas de atelectasia foram evidenciadas.
Nesse sentido Hill et al.'? suspeitaram que uma das
provaveis causas da incompleta expansdo pulmonar
apresentada em um dos bezerros clonados pudesse
ser a deficiéncia de surfactante. A deficiéncia de sur-
factante pode estar relacionada com a diminui¢do na
produgéo deste pelos pneumdcitos tipo II e outra hi-
potese poderia ser uma dilui¢ao do mesmo pela gran-
de quantidade de liquido amniético inspirado pelos
animais. Além da atelectasia observada nesse estudo,
trombos pulmonares, edema pulmonar e hipertensao
pulmonar provavelmente também corroboraram para
a instalacdo de um quadro de insuficiéncia respirato-
ria nos animais clones.

Renard et al.’* descreveram alteracoes hemolinfati-
cas, sendo que os animais com os quais trabalharam
apresentaram severa hipoplasia timica. No presente
estudo, além da hipoplasia timica marcante, observa-
mos ao exame macroscopico linfadenomegalia gene-
ralizada. Porém, ao exame microscopico, constatou-
-se que o aumento no tamanho dos linfonodos foi
decorrente de edemas localizados na regido cortical

desses 6rgaos.



Conclusao

A realizagdo desse trabalho pode vir a colaborar
para a elucidagao dos processos patologicos respon-
saveis pela alta taxa de insucesso na TNCS, sendo esse
o primeiro trabalho brasileiro sobre patologia de neo-
natos bovinos clonados. As principais alteracdes res-
ponsaveis pela morte dos animais foram cardiopul-
monares. Dentre as cardiopatias presentes, podemos
ressaltar as malformacgoes, responsaveis por causar
insuficiéncia cardiaca e por sua vez insuficiéncia res-
piratoria secundaria. As lesdes pulmonares primarias,

representadas pela incapacidade de expansao alveo-
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