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TREM DA VIDA

“Nossa vida é como uma viagem de trem, cheia de embarques e
desembarques, de pequenos acidentes pelo caminho, de
surpresas agradaveis com alguns embarques e de

tristezas com os desembarques...

Quando nascemos, ao embarcarmos nesse trem,
encontramos duas pessoas que, acreditamos, fardo
conosco a viagem até o fim:

Nossos pais. Nao ¢ verdade?

Infelizmente, em alguma estacéo eles
desembarcam, deixando-nos 6rfaos de seus carinhos,

protecédo, amor e afeto.

Mas isso ndo impede que durante a viagem outras pessoas
especiais embargquem para seguir viagem conosco:

S80 NOssos irm&os, amigos, amores.

Muitas pessoas tomam esse trem a passeio.

Outros fazem a viagem experimentando somente tristezas.

E no trem ha, também, pessoas que passam de vagao a vagao,

prontas para ajudar a quem precisa. Muitos descem e

deixam saudades eternas. Outros tantos viajam no trem de tal forma que,
guando desocupam seus assentos,

ninguém sequer percebe.

Curioso é considerar que alguns passageiros que nos sdo tdo caros,
acomodam-se em vagdes diferentes do nosso.

Isso nos obriga a fazer essa viagem separados deles.

Mas claro que isso ndo nos impede de, com grande dificuldade,
atravessarmos nosso vagao e chegarmos até eles.

O dificil é aceitarmos que ndo podemos nos assentar ao seu lado,

pois outra pessoa estara ocupando esse lugar.



Essa viagem é assim:

cheia de atropelos, sonhos, fantasias, esperas, embarques e desembarques.
Sabemos que esse trem jamais volta.

Facamos, entdo, essa viagem, da melhor maneira possivel,

tentando manter um bom relacionamento com todos 0s passageiros,
procurando em cada um deles o que tem de melhor, lembrando sempre que,
em algum momento do trajeto, poderdo fraquejar e, provavelmente,

precisaremos entender isso.

No6s mesmos fraguejamos algumas vezes.
E, certamente, alguém nos entendera.

O grande mistério, afinal, € que ndo sabemos em qual parada desceremos.

E fico pensando:

guando eu descer desse trem sentirei saudades? Sim.

Deixar meu filho viajando nele sozinho sera muito triste. Separar-me

de alguns amigos que nele fiz, do amor da minha vida, serd para mim dolorido.
Mas me agarro na esperanca de que, em algum momento,

estarei na estacdo principal, e terei a emocdo de vé-los chegar

com sua bagagem, que ndo tinham quando desembarcaram.

E 0 que me deixara feliz é saber que, de alguma forma, posso ter colaborado

para que ela tenha crescido e se tornado valiosa.

Eu gostaria que vocé pensasse no desembarque do trem,
ndo s6 como a representacao da morte, mas, também,

como o término de uma histéria.

Agradeco a Deus por vocé fazer parte da minha viagem,
e por mais que nossos assentos ndo estejam lado a lado,

com certeza, o vagao ¢ o mesmo.”

Autor Desconhecido
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RESUMO

JARDIM, 1. B. Eficiéncia de um programa de clonagem bovina por SCNT e diferentes
tipos de apresentacOes gestacionais. [Efficiency of a bovine SCNT cloning program and
different types of pregnancies presentations]. 2016. 75f. Tese (Mestrado em Biociéncia
Animal) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2016.

A clonagem bovina por transferéncia nuclear de células somaticas (SCNT) é uma biotécnica
ainda pouco eficiente devido aos elevados custos em sua aplicacdo e as altas perdas
gestacionais oriundas de alteragdes do desenvolvimento embrionério e placentario. Desse
modo, o uso comercial da clonagem bovina por SCNT é pouco viavel atualmente, sendo
aplicada majoritariamente em pesquisa. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou estudar
a eficiéncia de um programa de clonagem por SCNT, identificando pontos criticos no
desenvolvimento do concepto, assim como detectar diferentes apresentacdes gestacionais
induzidas por esta biotécnica. Para isso, 215 embrides clonados foram transferidos para
receptoras de embrifes e 30 prenhezes foram confirmadas pela deteccdo de batimentos
cardiacos no concepto por ultrassonografia transretal, totalizando 14.0% de indice de
gestacdo. Em 6.1% das receptoras foi identificado por ultrassonografia sinais das vesiculas
embrionarias sem presenca de batimento cardiaco (gestacGes anembrionadas) e em 7.4% das
receptoras nao foram detectados sinais do concepto embora o CL tenha sido mantido por mais
de 25 dias po6s-ovulacdo (CLs persistentes). Este estudo mostrou que os maiores indices de
perdas gestacionais ocorreram antes do dia 25 (dia 0 = ovulagdo). Ao analisar as perdas
gestacionais apds o diagndéstico de gestacdo (dia 25 a 35), um maior nimero de perdas
ocorreu entre os dias 30 e 40 (26.7%) e entre os dias 40 e 60 (20.0%), ndo sendo identificada
a formacgdo de placentbnios nessas prenhezes. Além disso, as receptoras gestantes que
desenvolveram placent6nios prolongaram a gestacdo apds esses periodos criticos, sendo
detectado um novo aumento da frequéncia de perdas no terco final da gestacdo. Sendo assim,
o presente estudo confirma a baixa eficiéncia da técnica de clonagem bovina por SCNT e
identifica os periodos criticos do desenvolvimento do concepto, sendo eles o periodo imediato
pos-reconhecimento materno da gestacdo, anteriormente aos 25 dias, o periodo de completo
desenvolvimento placentario e formacéo de placentonios, entre os dias 30 e 60, e o periodo de
aumento da exigéncia funcional da placenta devido ao acelerado desenvolvimento do feto no

terco final da gestagdo. Além disso, pela primeira vez na literatura é relatada a ocorréncia das



apresentacdes gestacionais aberrantes, as prenhezes anembrionadas e aquelas com CL
persistente apos a transferéncia de embrides clonados por SCNT. Novos estudos sdo
necessarios para um melhor entendimento da origem e das causas dessas apresentacdes, as
quais podem ser decorrentes de perdas gestacionais precoces ou mau funcionamento de

tecidos do concepto como o trofoectoderma e a massa celular interna.

Palavras-chave: Gestacdo bovinos, Fenotipos gestacionais, Clone bovino, Perdas
gestacionais, Ultrassonografia Doppler.



ABSTRACT

Cloning by somatic cell nuclear transfer (SCNT) in cattle is still an inefficient biotechnique
due to the high costs for its application and also to the high pregnancy losses resulted from
changes in embryonic and placental development. Thus, the commercial use of the bovine
cloning by SCNT is not commercially feasible, being mainly applied for research interests. In
this context, the present study investigated the efficiency of a cloning program by SCNT with
the objective of to identify the critical periods for conceptuses development and to detect
different gestational presentations induced by this biotechnique. Two hundred fifteen
embryos were transferred into embryo recipient cows and 30 pregnancies were confirmed by
heart beats detection in the embryo by transrectal ultrasonography, totaling 14.0% of
pregnancy rate. 6.1% of the recipients were diagnosed presenting embryonic vesicles without
the presence of heart beats (anembryonic gestations) and 7.4% of the recipients did not
present any signal of the conceptus and the CL kept active for more than 25 days post-
ovulation (persistent CL). This study showed that the higher rates of embryo loss occurred
before day 25 (day 0 = ovulation). Analyzing the data of pregnancy losses after diagnosis of
pregnancy (days 25 to 35), higher amount of losses occurred between days 30 and 40 (26.7%)
and between 40 and 60 (20.0%). Placentomes were not identified in any of these pregnancies.
In addition, the recipient in which presented developed placentonios had their pregnancies
prolonged. However, a new increase in the frequency of losses was observed in the final three
months of gestation. Thus, this study confirms the low efficiency of bovine cloning by SCNT
and identified the critical periods for the development of the conceptus, as the period
immediately after maternal recognition of pregnancy, before 25 days of pregnancy, the period
of full placental development and placentomes development, between days 30 and 60, and the
period of placental functional requirements increase due to the rapid development of the fetus,
during the last three months of gestation. Also, this work for the first time in the literature
reported the occurrence of aberrant gestational presentations, the anembryonic and persistent
CL gestations, after embryo transfer of bovine cloned embryos by SCNT. Further studies are
necessary to understand the origin and causes of these aberrant gestational presentations,
which may be due to early pregnancy loss or malfunction of conceptus tissues as

trophoectoderm and inner cell mass.

Keywords: Bovine cloning, pregnancy, Gestational phenotypes, Pregnancy losses, Cattle.
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1.

INTRODUCAO

1.1. GERAL

O Brasil € um dos paises com maior potencial de producdo de alimentos, sendo
considerado o segundo maior exportador agricola do mundo (OCDE-FAO, 2015). Esse
cenario se deve as suas caracteristicas favoraveis a produgdo, como grande extensdo em
terras agricultaveis, clima favoravel, disponibilidade de agua e utilizacdo de tecnologias
de ponta (MAPA). Neste contexto, a pecuéria representa um dos principais destaques
dentro do agronegécio brasileiro. Desde 2004, o Brasil assumiu a lideranca nas
exportacGes de carnes mundial, produzindo um quinto da carne comercializada
internacionalmente, além de possuir o segundo maior rebanho mundial de bovinos,
contando com 212 milhdes de cabegas (MAPA, AGE 2015).

Sabe-se que a producdo animal estd embasada no tripé nutricdo-genética-sanidade,
mas daremos énfase para a genética voltando-a para a area de reproducdo animal, na qual
vem se destacando pela utilizacdo de biotécnicas para melhorar ainda mais a
produtividade. Entre as biotécnicas utilizadas no Brasil se destaca a producgdo in vitro de
embrides (PIV) que produziu, em 2013, 70,8% de todos os embrides FIV produzidos no
mundo (IETS, 2014).

Dentro da producéo in vitro de embrides, a clonagem bovina por transferéncia nuclear
de células somaticas (SCNT) € uma biotécnica criada com o intuito de acelerar o tempo no
melhoramento genético, mas devido aos altos custos e baixas taxas gestacionais, ndo tem
sido utilizada em larga escala na area comercial. No entanto essa biotécnica permitiu e
ainda permite novas descobertas e possibilidades no &mbito da pesquisa (Stice et al. 1998)
através do seu uso para transgenia, estudos em medicina terapéutica (Wall et al. 1997),
utilizacdo para a preservacdo de animais em extin¢gdo e em animais com problemas de
infertilidade (Galli et al., 2012; Edwards et al., 2003).

Além do elevado custo, a maior limitacdo da técnica de clonagem por SCNT ¢é sua
eficiéncia. Em torno de somente 5% de todos os embribes transferidos chegam a termo
(Hashizume et al. 2002). Perdas ocorrem ao longo de toda a gestacdo, com maior
frequéncia entre os dias 30 e 90. Apds esse periodo, as perdas ocorrem mensalmente em

taxas constantes de 5 a 10% até o termo (Constant et al. 2006).



AlteracBes placentérias e fetais sdo observadas no decorrer da gestacdo de clones por
SCNT como placentas hipoplésicas, cotilédones em menor nimero, sendo muitas vezes
rudimentares ou hipertrofiados (Constant et al. 2006, Hashizume et al. 2002, De Sousa et
al. 2001). Além disso, foi relatada a ocorréncia de edema na area intercotiledonaria e no
corddo umbilical, hidroalantose, anasarca, sindrome “large offspring”, entre outras
alteracdes (Everts et al. 2008, Fletcher et al. 2007, Miglino et al. 2007). Todas as
alteracdes descritas estdo relacionadas com o incompleto desenvolvimento placentario em
paralelo ao incompleto desenvolvimento vascular uteroplacentario (Hashizume et al.
2002, De Sousa et al. 2001).

Com base no exposto, o presente estudo foi realizado de modo a descrever a eficiéncia
de um programa de clonagem bovina por SCNT e identificar os pontos criticos
gestacionais que resultam nas perdas gestacionais. Para isso, foi realizado o
acompanhamento ultrassonografico detalhado e seriado de receptoras dos embrides
clonados desde o dia 14 (dia 0 = ovulacdo) até a regressdo do CL, perda gestacional ou
termo. Os resultados obtidos fornecerdo informacdes valiosas para novos estudos sobre as
causas, consequéncias e possiveis intervencdes preventivas sobre perdas gestacionais
durante a gestacdo, utilizando o modelo experimental com o uso da clonagem por SCNT

na espécie bovina.

1.2. ESTUDO 1

A clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas (SCNT) em animais
domeésticos permitiu novas descobertas cientificas com inimeras implica¢Ges na producao
animal e também na medicina humana. Como exemplo, podemos destacar que a clonagem
por SCNT permite produzir copias de animais com alta importancia genética (Kubota et
ai, 2000; Hoshino et al 2009, Yonai et al 2005), é uma ferramenta para a producdo de
animais transgénicos utilizados em medicina terapéutica (Wall et ai 1997, Richt et al.
2007 Brophy et al., 2003), é capaz de gerar descendentes de pais com problemas de
infertilidade ou préximos a extin¢do (Wells et al., 1998), e pode ser utilizada para testar
novas hipoteses sobre a biologia do desenvolvimento durante a prenhez, considerando as
anormalidades gestacionais frequentemente observadas nestas gestacOes, principalmente
em bovinos. Atualmente, a espécie bovina & provavelmente a mais utilizada para a
producdo de clones por SCNT (Oback & Wells 2007; Ross & Cibelli 2010), devido a
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facilidade de obtencdo de ovarios provenientes de abatedouros e pelo interesse comercial
nesta espécie.

A eficiéncia da clonagem em bovinos é baixa e apenas 5% de todos os embrides
transferidos atingem o termo (Hashizume et al., 2002). Perdas na prenhez ocorrem durante
todo o periodo gestacional, sendo que 70% delas sdo perdidas até 35 dias de gestacéo,
seguida por perdas mensais, em taxa de 5 a 10% até o termo (Constant et al. 2006). Véarias
anomalias placentarias tém sido relatadas em gestacOes derivadas de SCNT, como
cotilédones rudimentares com aspecto hipertrofiado e em baixo nimero (Constant et al.,
2006, Hashizume et al., 2002, De Sousa et al., 2001), edema na érea intercotiledonéria e
do corddo umbilical, hidroalantoide, anasarca fetal e sindrome “large offspring” (Everts et
al., 2008, Fletcher et al., 2007). Todas essas mudancas no concepto de clones por SCNT
aparentam estar relacionadas com a desregulacdo do desenvolvimento de tecidos e vasos
placentarios (Hashizume et al., 2002, De Sousa et al., 2001).

A ultrassonografia transretal em modo B (B-mode) ou em escala de cinzas
revolucionou o diagndstico e monitoramento dos eventos bioldgicos e patoldgicos em
equinos (Ginther 1995, 1998). O sistema B-mode é usado ndo somente para identificar e
medir estruturas, mas também para a verificacdo do estado reprodutivo do animal. A
tecnologia Doppler, muito utilizada em medicina humana e ciéncias biomédicas, adiciona
informacdo de fluxo sanguineo sobre a imagem ultrassonografica em B-mode, produzindo
uma imagem com informacdes anatbmicas e funcionais e em tempo real (Ginther & Utt
2004; Ginther 2007). O exame ultrassonografico transretal em animais de grande porte €
um método confiavel para visualizar o desenvolvimento do concepto de forma néo
invasiva e seriada (Curran et al, 1986;. Beksinski 2009; Kastelic et al., 1989; Ginther
1998; Ginther 2007).

O reconhecimento materno da gestacdo € um importante evento durante a gestagdo
precoce e se inicia com a secrecdo de interferon tau (IFNT) pelo trofoblasto durante o
elongamento do concepto, entre os dias 14-22 (Dorniak, 2014). Posteriormente, da-se
inicio a placentacdo, outro importante evento na gestacdo precoce, a qual corresponde a
fixacdo da membrana coridnica em ambos 0s cornos uterinos por volta do dia 22, ao inicio
da formacdo dos placenténios por volta do dia 31, e a mudanca de fase embrionaria para
fetal por volta do dia 45 (Assis Neto, 2009). A placentacdo bem sucedida é muito

importante para a manutencdo e desenvolvimento do feto até o termo. Se prejudicada,



acredita-se que durante cada estagio da prenhez ocorrerdo problemas de desenvolvimento
gestacional resultando em perdas.

Durante o estagio de desenvolvimento in vitro de embrides bovinos clonados por
SCNT, ¢ conhecido que o desenvolvimento pode ser retardado, sendo uma possivel causa
para a placentacdo deficiente e perdas na prenhez (Schlanfer et al., 2000). Apos a
transferéncia de embrides, para um desenvolvimento in vivo bem-sucedido, o embrido
clonado por SCNT precisa secretar de forma eficiente INFT pelo trofoectoderma e
bloquear o processo de lutedlise (Spencer & Hansen 2015). No decorrer da gestacdo, o
Utero e a placenta tem um importante papel no transporte e excre¢do de nutrientes e
metabolitos fetais, a fim de compensar o rapido crescimento fetal (Ferrell & Ford 1980).
Embora estes periodos criticos para a manutencdo da prenhez ja sejam conhecidos, a
frequéncia na ocorréncia de cada um deles a partir de gestacdes derivadas de SCNT ainda
precisam ser elucidadas em detalhes. Além disso, o estudo da inter-relacdo entre perdas
gestacionais e fases do desenvolvimento do concepto poderdo fornecer novas perspectivas
para a compreensao do desenvolvimento e perdas de conceptos bovinos.

Sendo assim, descreve-se no presente estudo , com utilizacdo da técnica de
ultrassonografia em modo B e Doppler, a eficiéncia de um programa de producdo de
clones bovinos pela técnica de SCNT e a ocorréncia de perdas gestacionais durante toda a
gestacdo. A frequéncia das perdas gestacionais sera estudada por periodos criticos do
desenvolvimento do complexo materno-concepto com o objetivo de se entender essa inter-
relacdo. Os resultados deste estudo fornecerdo bases para novos estudos sobre gestacdes
comprometidas utilizando como modelo experimental as gestacdes de clones bovinos

produzidos por SCNT.

1.3. ESTUDO 2

A clonagem bovina permitiu e ainda permite novas descobertas e possibilidades no
ambito da pesquisa (Stice et al. 1998), através do seu uso na transgenia, em estudos de
medicina terapéutica (Wall et al. 1997), para a preservacdo de animais em extin¢do ou
com problemas de infertilidade, dentre outras aplicagdes (Galli et al. 2012; Edwards et al.
2003). Apesar dos beneficios, a técnica € limitada pelo elevado custo e baixa eficiéncia.
Em torno de somente 5% de todos os embrides transferidos chegam a termo (Hashizume

et al. 2002). Perdas vao acontecendo ao longo de toda a gestagcdo, principalmente as



perdas iniciais, entre os dias 30 e 90. Apos esse periodo, as perdas ocorrem mensalmente
em taxas constantes de 5 a 10% até o termo (Constant et al. 2006).

Vérias alteracdes placentarias e fetais tém sido observadas e sugeridas como sendo
associadas as causas das perdas gestacionais (Schlafer et al. 2000), sendo elas as placentas
hipoplasicas, com cotilédones em menor nimero e muitas vezes rudimentares ou
hipertrofiados (Constant et al. 2006, Hashizume et al. 2002, De Sousa et al. 2001),
ocorréncia de edema na area intercotiledonaria e no corddo umbilical, hidroalantose,
anasarca fetal, e sindrome “large offspring”, entre outras (Everts et al. 2008, Fletcher et al.
2007, Miglino et al. 2007). Todas essas alteracOes estdo relacionadas, em certo grau, com
0 incompleto desenvolvimento morfovascular placentario (Hashizume et al. 2002, De
Sousa et al. 2001).

Quatro periodos criticos do desenvolvimento do concepto clonado por SCNT sdo
identificados depois da TE. O primeiro periodo ocorre até o Dia 30 onde a taxa de
sobrevivéncia ap6s TE é em torno de 30% (Merighe 2007). Essas perdas podem estar
relacionadas a uma ineficiente sinalizacdo do embrido para o reconhecimento materno da
gestacdo e as falhas de desenvolvimento do alantocérion e da placentagdo inicial. O
segundo periodo critico ocorre entre os Dias 30 e 60 da gestacdo. Aproximadamente 40%
dos conceptos que sobreviveram até o Dia 30 morrem neste curto periodo (Merighe 2007)
onde placentas hipoplasicas com cotilédones rudimentares sdo observadas (Stice et al.
1996; Hill et al. 2000; Edwards et al. 2003). O terceiro periodo critico se da durante os
dias 60 e 180, em torno de 50% das gestacdes sdo perdidas (Merighe 2007). As placentas
normalmente aparentam ser normais, mas o nimero de cotilédones é reduzido e o feto e
camadas placentarias podem se apresentar edematosos e espessos. O quarto ou ultimo
periodo critico corresponde ao Ultimo trimestre da gestacdo. Em torno de 25% das
gestacBes que chegam até o Dia 180 serdo perdidas antes do dia previsto do parto
(Merighe 2007).

Em bovinos, a transferéncia de embrides é realizada no dia 8 pos-fertilizacdo (7 pos
ovulacdo). Neste dia, a estrutura transferida € um blastocisto com suas células organizadas
em massa celular interna e trofoectoderma, os quais dardo origem respectivamente ao
embrido e as membranas do concepto (Betteridge & Flechon 1988). Blastocistos
apresentam um formato esférico. Utilizando a ultrassonografia, Kastelic et al. (1988)
reportaram que no dia 9, 78% das vesiculas embrionéarias ainda eram esféricas e 23% ja se

apresentavam oblongas, ou seja, a vesicula embrionaria esférica alonga-se assumindo um
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formato tubular no Iimen uterino. Em torno do dia 17, o concepto alongado ocupa toda a
extensdo do liumen uterino do corno uterino ipsolateral ao corpo luteo e em torno do dia
20 o concepto estende-se por toda a extensdo do corno uterino contralateral. Estudos
detalhados sobre a morfogénese do concepto e a placentacdo precoce em bovinos estdo
disponiveis na literatura (Greenstein et al. 1958; King et al. 1980; 1981; 1982).

A placentagdo ndo é um processo uniforme, seu inicio se da em areas vicinais ao
embrido e se espalha progressivamente deste ponto por toda a superficie do concepto;
sendo caracterizada pela adesdo e interdigitacdo microvilal entre o epitélio materno e as
celulas trofoblésticas. A expansdo do alantoide, iniciada em torno do dia 20, é ampla
entre os dias 28 e 30. Neste momento, o alantoide entra em contato com o trofoectoderma
originando o cdrion. Entre os Dias 31 e 33, os vilos coridnicos primarios com areas de
vascularizagdo mesenquimal sdo observados. Eles sdo estruturas ovais com coloracdo
rosacea e formardo os futuros cotilédones. Placentdnios primordiais com microvilos, ténue
adesdo entre o epitélio materno e fetal e um sistema vascular primitivo sdo detectados em
torno do Dia 32 (King et al. 1979; Schlafer et al. 2000). Apds o primeiro més de gestacao,
a placentacdo continua com as carunculas induzindo a hipertrofia e hiperplasia dos vilos
cotiédonarios, formando maiores e mais complexos placentdnios em torno do Dia 40
(King et al. 1979; Schlafer et al. 2000). As maiores taxas de perda gestacional em vacas
naturalmente concebidas sdo observadas durante os dois primeiros meses de gestacgéo,
exatamente durante o periodo de intensas alteracbes vasculares e arquiteturais

uteroplacentarias.

Com base no exposto, este estudo teve como objetivo descrever a ocorréncia,
detalhando os aspectos ultrassonograficos e quantificando a incidéncia, de diferentes
apresentacdes gestacionais observadas em estudos prévios de nosso laboratério apos
transferéncia de embrides clonados por SCNT. Apresentacfes gestacionais aberrantes
podem estar relacionadas as elevadas perdas gestacionais normalmente observadas nas

gestacdes de clones.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. BIOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO GESTACIONAL INICIAL E
PLACENTACAO EM BOVINOS

Por volta dos dias 3 a 5 ap0s a fertilizacdo, o embrido bovino possui entre 8 a 16
células e chega ao lumen uterino na fase de morula ou blastocisto inicial (Bazer et al., 2012).
Entre os dias 6 e 8, com 32 a 64 células, ocorre na morula a compactacdo das células
embrionarias seguida pela fase de blastulacdo, onde o interior do embrido se enche de liquido,
formando a blastocele, e ele passa a ser chamado de blastocisto. Ao final da blastulagéo, o
blastocisto tem dois tipos celulares que se organizam em duas areas distintas, o
trofoectoderma recobrindo toda a parede dessa nova estrutura e um aglomerado celular
polarizado no blastocele denominada de massa celular interna. O trofectoderma daré origem
aos anexos embrionérios e a massa celular interna ao embrido propriamente dito (Schlanfer et
al, 2000).

Apos entrar no lumen uterino e se diferenciar nos dois tipos celulares acima descritos,
em torno do dia 9, pelo crescimento do blastocisto, ocorre a eclosdo da zona pelcida seguida
pelo répido elongamento do blastocisto, que até entdo se apresentava na forma esférica,
permitindo agora que o embrido inicie uma nova etapa do seu desenvolvimento intrauterino.
As principais fases do desenvolvimento apds a eclosdo sdo: elongamento dos anexos
placentarios, aposicdo dos tecidos fetais e maternos e adesdo tecidual definitiva com intimo
contato entre as membranas embrionarias e o endométrio (Bazer et al., 2012, King et al.,
1981). Entre essas fases estdo inseridos alguns acontecimentos simultineos e muito
importantes para a manutencgéo da gestacdo, sendo eles o reconhecimento materno da gestacéo
e a formacdo dos anexos placentarios. Por volta do dia 17 o concepto se expande e preenche
quase que por completo o corno ipsolateral ao corpo liteo. Entre os dias 18 a 24 os dois
cornos uterinos estardo totalmente preenchidos pelo concepto contendo liquido dentro de suas
membranas (Bazer et al., 2012; King et al., 1981).

Paralelamente ao elongamento embrionario ocorre o reconhecimento materno da
gestacdo que se da em bovinos pela liberacao do interferon-tau produzido pelo trofoectoderma
a fim de bloquear o processo de lutetlise. A liberagdo do interferon-tau se inicia em torno do

dia 12, chegando ao platé de liberacdo entre os dias 16 e 18 e se estendendo até por volta do



dia 22 de gestacdo (Bazer et al., 1997, Dorniak, 2014). O interferon-tau age inibindo
diretamente a expressdo de receptores endometriais de ocitocina (Telgman et al., 2003), que
sdo responsaveis por estimular a liberacdo pulsatil de prostaglandina F2a (PGF2a),

impedindo assim a ocorréncia da lute6lise (Romero et al., 2015; Bazer et al., 1997).

A fase conhecida como de aposic¢do ocorre por volta dos dias 16 a 20 onde 0s anexos
embrionarios, ao se expandirem na fase de elongamento, se sobrepdem em um suave contato
ao tecido materno (King et al., 1980; Leiser & Kaufmann, 1994). Nesta fase e até a completa
fixacdo do embrido no Utero, microvilos estdo presentes nas células do epitélio uterino em
contato com a superficie trofoblasticas fetal (King et al., 1980). Apds o dia 20 de gestagdo
ocorre a fase de adesdo, na qual se fortalece a ligacdo do trofoectoderma nas regides
carunculares e intercarunculares do endométrio (Bazer et al., 2012; King et al., 1980). Por
volta do dia 24 ainda existem microvilos em algumas células do epitélio uterino e
trofoblastico, mostrando que a adesdo ao Utero materno ndo esta completa (King et al., 1980;
King et al., 1981; Leiser & Kaufmann, 1994). Essa Ultima fase se estende até por volta do dia
29 (King et al., 1980).

Por volta do dia 19 as células binucleadas se originam das células trofoblasticas, sendo
continuamente formadas durante toda a gestacdo (Bazer et al., 2012). As células binucleadas
gigantes ou células binucleadas trofoblasticas tém como caracteristica um citoplasma grande e
ndcleo disperso (King et al., 1980). Por volta dos dias 20 e 21, o nimero de células gigantes
trofoblasticas € igual ao de células gigantes endometriais, excedendo esse nimero por volta
do dia 24, quando ha células gigantes trofoblasticas por todo o coérion (King et al., 1981).
Essas células migram do endométrio coribnico invadindo o epitélio endometrial materno entre
as ligacOes intercelulares denominadas “tight-junctions” (Bazer et al., 2012; Wooding 1992).
H& evidéncias mostrando que as células gigantes secretam alguns hormdénios e proteinas
especificas, como lactogénio placentério, progesterona, estradiol e proteina especifica da
prenhez B (PSPB) (Wooding, 1992).

Paralelamente a fase de adesdo dos tecidos materno-fetais acontece o
desenvolvimento dos anexos placentarios: saco vitelinico, amnio e alantoide juntamente com
a formacéo de seus vasos. O primeiro a ser formado é o saco vitelinico que é originado do
acumulo de liquido da blastocele no inicio da embriogénese (Schlanfer et al., 2000). Em torno
do dia 22, o saco vitelinico se divide em trés porg¢des: ducto vitelinico, centro e projectes
(Neto et al., 2010; Neto et al., 2012). Esse desenvolvimento continua até por volta dos dias 30



e 37, apos o qual o desenvolvimento para, ocorrendo a involucdo do saco vitelinico no dia 45
e sendo encontrados apenas vestigios deste em torno do dia 50.

O préximo anexo placentario que se desenvolve € o amnio que inicia seu
desenvolvimento por volta do dia 19 de gestacdo. Ele circunda o embrido de forma firme
formando uma fina camada que marca a zona embrionaria no corno ipsolateral ao corpo luteo.
O amnio continua a aumentar lentamente com o acumulo de liquido, mas um crescimento
distinto e mais rapido em relacdo ao embrido ocorre por volta do dia 40 (Neto et al., 2009;
Neto et al., 2010).

O ultimo anexo placentario a se formar é o alantoide que tem répida expansdo por
volta do dia 25 com vascularizacdo na regido mesometrial proxima ao embrido. Em torno do
dia 30 a vascularizacdo na regido antimesometrial j& existe apesar de ser discreta (Neto et al.,
2010). A expansdo dramética do alantoide faz com que ele se una ao trofoectoderma e essa
fusdo origina o corion por volta dos dias 28 e 30 (Schlanfer et al 2000). A vascularizagdo
alantoideana vai aumentando dos dias 30 aos 50, sendo relatado um aspecto avermelhado nas

regibes cotiledonarias (Neto et al., 2010).

De forma geral, a placenta em bovinos é classificada como cotiledonaria,
sinepiteliocorial e adeciduada (Amoroso, 1952; Bazer et al., 2012, Leiser & Kaufmann,
1994). A ligacédo do cérion com o epitélio materno é feito em locais especificos denominados
de cotilédones, por isso a placenta é classificada como cotiledonéria. Os cotilédones sdo
unidades placentarias originadas do trofoblasto fetal que formam vilos coribnicos arborizados,
ou seja, uma rede de vilos que se estende sob as projecdes do endométrio materno chamadas
de carunculas, formando uma aposicao do tecido materno e fetal (Leiser & Kaufmann, 1994;
Wooding et al., 1997). Bovinos podem apresentar de 75 a 120 carunculas ao longo do
endométrio (Paulesu et al., 2012; Schlanfer et al, 2000). As juncdes das carunculas e dos
cotilédones formam a principal unidade de troca entre mée e feto, os placentdnios (Schlanfer
et al, 2000). Por volta do dia 40, os placentdnios sdao grandes e complexos, formados pela
unido completa dos vilos coridnicos com o tecido caruncular (King, et al., 1981; Schlanfer et
al, 2000).

A placenta também € classificada como sinepiteliocorial pela quantidade de tecidos
existentes separando o sangue materno do sangue fetal. A placenta de bovinos apresenta todas

as camadas de tecidos (endomeétrio, intersticio e epitélio) tanto do lado materno como fetal,
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mas transitoriamente os capilares maternos ficam em contato direto com o epitélio coridnico
através da ligacdo das células binucleadas trofoblasticas com o epitélio uterino e isso faz com
que seja classificada como sinepiteliocorial (Amoroso, 1952; Bazer et al., 2012; Wooding
1992).

2.2 CLONAGEM BOVINA POR TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS
SOMATICAS E SEUS PRINCIPAIS PROBLEMAS RELACIONADOS COM A
GESTACAO

Clonagem é o termo utilizado para producdo de individuos geneticamente iguais
através de um processo reprodutivo assexuado. Em 1997, o dogma de que células somaticas
diferenciadas eram incapazes de readquirir totipoténcia gerando um novo individuo foi
quebrada com o anuncio do nascimento do primeiro clone por SCNT, a ovelha “Dolly”
(Wilmut et al. 1997). A clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas (SCNT) é
uma biotécnica que permitiu e ainda permite novas descobertas e possibilidades no ambito de
pesquisa humana e em animais de producdo (Edwards et al., 2003; Stice et al. 1998), assim
como abriu portas para 0 uso da transgenia e estudos de medicina terapéutica (Wall et al.
1997). Além disso, aplica-se a clonagem na preservacdo de animais em extincdo e/ou com
problemas de infertilidade. Devido aos problemas ocasionados por essa técnica e encontrados
durante o desenvolvimento gestacional e no individuo recém-nascido, sua utilizacdo é
justificada em investigacdes fisiopatolégicas mais aprofundadas para o entendimento dos

mecanismos envolvidos em tais alteracdes (Galli et al., 2012; Edwards et al., 2003).

Os principios da clonagem por SCNT sdo basicamente a utilizacdo de odcitos oriundos
de ovarios de abatedouro ou coletados in vivo, maturacdo in vitro dos odcitos até a fase de
metafase 11, enucleacdo do odcito, transferéncia do nucleo de uma célula somética (doadora)
para 0 oocito e inducdo do desenvolvimento do embrido até o estagio de blastocisto por
eletrofusdo (Galli et al., 2012; Edwards et al., 2003; Campbell et al., 1996). Embrides que
atingiram o estagio de blastocisto ap6s 7 dias em meio de cultura sdo entdo transferidos para

receptoras de embrides sincronizadas em 7 dias pos-ovulacao.

Os problemas associados a clonagem por SCNT sdo inumeros e compreendem as fases

de desenvolvimento inicial do embrido no laboratério, alteracBes gestacionais e problemas
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pds-natais. Como exposto, a primeira fase critica da clonagem por SCNT ¢é a producéo in vitro
de blastocistos (Edwards et al. 2003; Mello et al. 2003; Wells et al. 2004), sendo relatado
taxas de 55% (3076/5629) de fusdo nuclear e de 8% (438/5629) de desenvolvimento até o
estagio de blastocisto. Apos a transferéncia do embrido, sdo identificados quatro periodos
criticos gestacionais: (1) 70% dos embribes sdo perdidos até o dia 30; (2) 40% dos embriGes
que ultrapassaram o primeiro més sao perdidos até o dia 60; (3) 50% das gesta¢cBes mantidas
apos o dia 60 sdo perdidas durante o terceiro trimestre de gestacdo; (4) 25% das prenhezes
mantidas no terceiro trimestre de gestacdo sdo perdidas anteriormente ao termo. Essas perdas
gestacionais podem estar relacionadas com uma ineficiente sinalizagdo do embrido para o
reconhecimento materno da gestagdo, baixo estimulo do remodelamento uterino pelo embrido,
alteracdes imunoldgicas, reduzido nimero de cotilédones, camadas espessas e edematosas da
placenta, hidroalantoide, hipertrofia de cotilédones, edema na area intercotiledonaria e/ou
anasarca fetal (Merighe 2007; Stice et al. 1996; Hill et al. 2000; Edwards et al. 2003). Ao
final, a taxa de nascimento de bezerros vivos apds TE de embrides clonados por SCNT atinge
somente 7 a 10% do total de embrides transferidos (Wells et al. 1999; Merighe 2007).

Durante o primeiro trimestre de gestacdo em clones por SCNT, as perdas séo
associadas a uma placentacdo anormal, apresentando um reduzido numero de placentdnios e
inadequada vascularizacdo do saco alantoideano (Wells et al. 1999; Hill et al. 2000). Nesse
contexto sdo sugeridos trés diferentes fendtipos de placenta entre os dias 30 e 90 com base em
sua arquitetura: (1) crescimento rudimentar; (2) cotilédones hemorragicos; e (3) aspecto
macroscopico semelhante a prenhezes naturalmente concebidas. Tais alteracdes placentéarias
sdo determinantes para a sobrevivéncia fetal entre os Dias 30 e 90. Antes do Dia 45, placentas
oriundas de abortamentos apresentam epitélio coridénico e formacdo vascular deficiente.
Placentas de fetos que sobrevivem até o Dia 50 apresentam melhor desenvolvimento epitelial,
entretanto sem a formacdo de placentdnios funcionais, resultando em morte fetal por
deprivacdo de nutrientes. As placentas que apresentam numero suficiente de placentonios para
suporte do desenvolvimento fetal sdo capazes de manter a gestagdo até o segundo trimestre.
Sugere-se que a principal causa dessas alteraces € originaria de mudancas epigenéticas de
reprogramacao nuclear (Smith et al., 2012). Apds o procedimento de SCNT, o perfil de
expressao génica das células adultas diferenciadas é reprogramado em um novo perfil de
expressdo génica embrionaria, devendo ser eficientemente estabelecido para permitir o
desenvolvimento do clone (Hiendleder et al. 2004; Loi et al. 2007; Niemann et al. 2008).

Entretanto, alteragcbes da metilagdo do DNA tém sido encontradas em embrides bovinos
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produzidos por SCNT e no feto tanto em niveis globais quanto gene-especificos (Dean et al.
2001; Kang et al. 2001; Hiendleder et al. 2004).

O ultimo trimestre da gestagdo € caracterizado por intenso crescimento fetal paralelo
ao aumento das trocas transplacentarias de nutrientes, gases e excrecfes (Reynolds et al.
1986; Reynolds et al. 2006). Prenhezes de clones por SCNT que sobrevivem durante o inicio
e metade da gestacdo sdo frequentemente complicadas durante o Gltimo trimestre. Sindrome
“large offspring”, hidroalantose e placentomegalia sdo alteragOes frequentes. Constant et al.
(2006) mostraram evidéncias que esse achado ¢ mais relacionado com a sindrome “large
placenta” e ndo com a sindrome “large offspring”. Nesse estudo, vacas prenhes de SCNT
foram abatidas nos Dias 180 e 280 de gestacdo e os achados macroscépicos mostraram um
crescimento excessivo da placenta precedendo o crescimento excessivo fetal, ndo sendo o feto
em uma forma compensatoria o fator estimulatdrio do crescimento placentario. Em outro
trabalho, a estrutura e a arquitetura microvascular da placenta foram estudados em 19
prenhezes de clones que chegaram a termo (Miglino et al. 2007), detectando edema no cordao
umbilical e nas membranas fetais, assim como extensas areas do corioalantoide ausentes de
placentonios. Nas carunculas, as criptas estavam dilatadas e frequentemente apresentavam
mais vilos do que somente o vilo priméario. Estes dados sugerem uma compensacdo
placentaria para suprimento das demandas nutricionais do feto durante o Gltimo trimestre da

gestacdo por hipertrofia dos placentonios em conjunto com aumentado nimero de vilos.

Comparando a embriogénese de animais produzidos por transferéncia nuclear de
células somadticas com animais naturalmente-produzidos, sabe-se que as alteracBes
encontradas em clone sdo justificaveis. O genoma de animais naturalmente produzidos volta a
totipoténcia e sofre uma reprogramacao genética para originar um novo individuo (Huan et al,
2015; Campbell et al., 1996). Diferente dos animais naturalmente-produzidos, os clones ndo
tém uma reprogramacao téo eficiente e esse conflito na reprogramacgéo geneética pode causar
as perdas gestacionais e anormalidades ao longo de toda a gestacdo (Chavatte-Palmer et al.,
2012; Huan et al., 2015).

Em bezerros nascidos vivos e produzidos por SCNT, as alteragdes e sinais clinicos
mais frequentes sdo distresse depois do parto, cardiomiopatia dilatada, deficiéncia pulmonar
em surfactantes e hipertensdo pulmonar. As alteracdes do bezerro sempre estdo associadas as
alteracbes na placenta como edema nas membranas, hidroalantose e edema no cordéo
umbilical (Hill et al. 1999).
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De acordo com essa revisdo, varios estudos demonstram elevadas taxas de perdas
gestacionais e de alteragdes encontradas ao longo de todo o periodo gestacional e pds-natal de
clones bovinos. Todas essas observacdes sdo importantes para investigacbes de perdas
pontuais, seja por erros de reprogramacao epigenética, reconhecimento materno, placentacéo,
equilibrio da dindmica de trocas materno-fetal, dentre outras. Deste modo, conhecendo a
fundo a fisiopatologia dessas gestacdes, poderemos futuramente intervir através de
tratamentos utilizando farmacos, que possam controlar essas alteracbes da fisiologia

gestacional, a fim de melhorar as taxas do sucesso dessa técnica.

2.3 ULTRASSONOGRAFIA TRANSRETAL EM BOVINOS

A ultrassonografia transretal em modo B (B-mode) ou em escala de cinzas
revolucionou o diagndstico e monitoramento dos eventos biologicos e patoldgicos na
reproducéo de grandes animais (Ginther 1995). Sua introducdo facilitou o0 manejo reprodutivo
por dar mais consisténcia aos diagndsticos antes realizados por palpacdo retal e observacdo
comportamental. Avaliacdes de sazonalidade dos ovarios, alteragdes no Utero como presenca
de liquido, cistos, edema, presenca do sémen apds inseminacdo, gestacdo, viabilidade fetal,
alteracOes gestacionais na placenta e feto, involucdo uterina no pés-parto, entre outras funcbes
de mensuracao de estruturas sao as principais praticas utilizando a ultrassonografia (Ginther
& Pierson, 1984; Ginther, 1995).

O sistema B-mode é usado ndo somente para identificar e medir estruturas, mas
também para a verificacdo do estatus reprodutivo do animal. Mais ainda, a rota transvaginal
pode ser usada em procedimentos guiados pela ultrassonografia B-mode para injecdo de
substancias no atero ou em foliculos em experimentos cientificos (fatores de crescimento,
hormdnios, drogas, outros), injecdo de gametas (transferéncia de embrides ou inseminacéo
artificial) ou aspiracdo (amostragem de fluidos, células) de tecidos de porgdes anatbmicas
especificas do trato reprodutivo (aspiracdo de oocitos, bidpsia luteal, injecdes e aspiracdes no
saco amnidtico, outros) dentre outras técnicas (Ginther 1995).

O interesse no entendimento do controle fisiologico das alteragdes do fluxo sanguineo
no trato reprodutivo dos animais ndo é novo. Nas décadas de 60 e 70, muitos experimentos
foram realizados para mensuracdo do volume do fluxo sanguineo ou perfusdo dos Orgaos

reprodutivos, sendo este dado correlacionado com o metabolismo de gases e nutrientes. Até
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agora, mensurac@es do fluxo sanguineo eram realizadas por diferentes técnicas invasivas e
indiretas, como o uso de cateteres implantados cirurgicamente dentro do vaso sanguineo de
interesse. Usando esta metodologia, uma substancia era sistematicamente injetada por uma
artéria e coletada em série por uma veia. Com base no equilibrio dessa difusdo, o fluxo
sanguineo era estimado. Naquela época, muitos estudos usaram esta técnica ou outra técnica
similar para estudar o fluxo sanguineo nos 6érgdos reprodutivos durante as diferentes fases
reprodutivas (Huckabee et al. 1961, 1968, 1970; Caton et al. 1974 Anderson et al. 1977,
Greiss & Anderson 1969, 1970).

No final das décadas de 70 e 80, muitos estudos foram realizados para a mensuracao
do fluxo sanguineo no trato reprodutivo de vacas, porcas e ovelhas com o uso de probes
eletromagnéticas. Essas probes eram fixadas cirurgicamente ao redor de um vaso principal
como, por exemplo, as artérias uterinas e ovarianas. O fluxo sanguineo era entdo
eletronicamente calculado. Como nas técnicas anteriormente utilizadas, este procedimento é
invasivo e necessita de cirurgia para seu implante ou fixagdo, mas propiciou um avango
devido ao calculo direto e automatico do fluxo sanguineo. Usando esta metodologia, o fluxo
sanguineo no trato reprodutivo foi estudado em vacas (Ford et al. 1979, Davis & Collier 1985,
Wolfenson et al. 1985, Knickerbocker et al. 1986), porcas (Ford & Christenson 1979, Ford et
al. 1982a, 1982b) e ovelhas (Abrams & Sharp 1977, Ford 1982, Roman-Ponce et al. 1983,
Caton & Kalra 1986).

A tecnologia ultrassonografica no modo Doppler vem sendo utilizada ha décadas em
medicina humana e ciéncias biomédicas, devido ao fato de adicionar informacdo de fluxo
sanguineo sobre a imagem ultrassonogréafica em B-mode, e de produzir uma imagem com
informacdes anatdmicas e funcionais em tempo real (Ginther & Utt 2004; Ginther, 2007). A
ultrassonografia em modo-Doppler é basicamente constituida por duas modalidades basicas
de representacdo das imagens, 0 modo-espectral e o modo-Doppler colorido. O modo-Doppler
colorido ¢é subdividido em dois modos, o color-Doppler e o power-Doppler. A distingdo
basica entre as duas modalidades esté relacionada a metodologia utilizada para selecionar o
alvo (estrutura como um todo ou um vaso especifico) no 6rgdo ou tecido de interesse
(Ginther, 2007).

O modo Doppler-espectral foca diretamente em vasos sanguineos. As caracteristicas
do fluxo sanguineo em um ponto especifico ou focal de um vaso sdo acessadas apds 0
posicionamento do cursor amostral do modo Doppler-espectral no Iimen do mesmo. As

alteracdes entre as frequéncias do som emitido e do eco captado, e a amplitude dos mesmos
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sdo utilizadas para gerar uma representagdo grafica da dinamica vascular em formato de onda
senoidal na tela do console e cada ciclo dessa onda representa um ciclo cardiaco completo
(picos de sistole e diastole). O ponto mais elevado no tracado do grafico espectral representa a
velocidade maxima do pico sistolico (PSV). Similarmente, o ponto mais baixo do grafico,
imediatamente anterior ao inicio do proximo pico sistolico representa a velocidade no final da
diastole (EDV). A média de todas as velocidades maximas do ciclo cardiaco dividida pelo
tempo de duracdo do mesmo € chamada de média das maximas velocidades (TAMV). A
média das velocidades calculada por célculo integral em um ciclo cardiaco, ou seja, todas as
velocidades sdo consideradas e ndo somente as velocidades méximas como no célculo do
TAMYV, dividida pelo tempo de duracdo do mesmo é chamada de velocidade média total
(Mean V). O volume do fluxo sanguineo por minuto (V; ml/min) pode ser automaticamente
calculado pelo console do ultrassom quando se tem o conhecimento do angulo de insonacéo,
do didmetro do vaso e da velocidade média do fluxo (Mean V). Medidas dos valores exatos
ou reais das velocidades do fluxo sanguineo, necessarias para o calculo de volume, séo
dependentes do conhecimento do angulo de insonacdo (angulo formado entre o plano de
emissdo das ondas sonoras pelo transdutor e o plano do fluxo vascular nos vasos sanguineos)
(Ginther & Utt 2004; Ginther, 2007).

Os indices no modo espectral-Doppler sdo alternativos ao uso de velocidades reais que
nem sempre sdo passiveis de serem calculadas. indices sdo razdes das medidas de velocidade
em pontos diferentes da onda senoidal. Além disso, indices sdo boas medidas da
hemodinamica do 6rgdo ou do tecido abaixo do ponto ao qual a mensuracdo foi realizada
(Ginther & Utt 2004). Os indices mais utilizados sdo resisténcia vascular (RI) e pulsatilidade
(PI). Os indices sdo especialmente Uteis em mensuragfes de fluxo sanguineo em vasos de
pequeno calibre, tortuosos nos quais 0 escaneamento de um segmento em corte longitudinal
ndo é possivel devido a impossibilidade do calculo do angulo de insonacdo e,
consequentemente, ndo permitindo a estimacdo das velocidades reais do fluxo. Neste caso, 0
fator angulo de insonacdo é matematicamente cancelado nos procedimentos de calculo nédo
interferindo na mensuracao desses parametros. Além disso, os indices representam muito bem
a hemodindmica e sdo consistentes, ou seja, ndo apresentam variacfes elevadas entre
mensuragdes repetidas num mesmo momento no mesmo individuo (Ginther, 2007).

As imagens no modo color-Doppler estimam as velocidades do fluxo sanguineo
codificando-as e apresentando-as como regifes coloridas sobrepostas a imagem em B-mode

(escala de cinzas). As velocidades do fluxo sanguineo sdo estimadas em toda a imagem. Toda
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a estrutura € considerada e ndo somente 0 vaso sanguineo principal como no caso da
modalidade espectral-Doppler, o que facilita uma melhor avaliacdo funcional do tecido ou
Orgdo. A vascularizacdo é estimada em tempo real durante o escaneamento e normalmente
graduada em sistema de escores (ex. 1-4 para nenhum ao maximo) ou em percentuais de area.
A extensdo da area vascularizada dentro da &rea total observada pode ser estimada
subjetivamente em tempo real e objetivamente por andlise das imagens gravadas (Ginther,
2007). Essa forma de avaliacdo vascular usando color-Doppler tem se mostrado com grande
aplicabilidade para ambos os propésitos, clinico e cientifico, devido ao seu foco direto no
tecido ou 6rgdo de interesse. Uma vantagem importante deste sistema de estimacdo subjetiva
por escores é que toda a estrutura, ou porcdo da estrutura, pode ser avaliada em tempo real
paralelamente ao escaneamento morfoldgico da mesma. A subjetividade dos sistemas de
escore pode ser convertida em dado objetivo, especialmente para estudos, em trabalhos
cientificos, com a filmagem de todos os escaneamentos. Os filmes podem ser utilizados para
uma nova avaliagdo por escores por outro operador com total desconhecimento da identidade
dos animais e até mesmo com desconhecimento da hipotese que esta sendo testada. Além
disso, as areas coloridas ou os agregados de pixels também podem ser selecionados das
imagens, extraidas e numericamente estimados por um software especifico (Ginther & Utt
2004; Ginther, 2007).

Bollwein e colaboradores (2000) avaliaram alteracdes de fluxo sanguineo nas artérias
uterinas durante o ciclo estral em vacas e medi¢des foram feitas usando 0 modo espectral para
calcular o indice de resisténcia (RI), indice de pulsatilidade (PI) e/ou média das velocidades
maximas (TAMV). Todos estes pontos finais sdo indicadores da capacidade do 6rgao para
receber sangue. Os resultados foram semelhantes aos trabalhos anteriores utilizando sondas
eletromagnéticas (Ford et al. 1979, Ford & Chenault 1981). O fluxo de sangue uterino
aumentou em paralelo com o aumento dos niveis circulantes de estrégeno durante o ciclo

estral.

Alteracdes do fluxo sanguineo na artéria uterina tém sido estudadas por
ultrassonografia Doppler em vacas durante a prenhez (Bollwein et al., 2002a, Panarace et al.,
2006, Krueger et al. 2008, Honnens et al. 2008b). Bollwein et al. (2002a) caracterizou as
alterac6es do fluxo sanguineo uterino mensal durante a prenhez. O indice de resisténcia (RI)
foi menor e o tempo medio de velocidade méaxima (TAMV) e volume do fluxo sanguineo
maior na artéria ipsolateral ao concepto. Durante a prenhez, os valores do RI diminuiram e

TAMV e volume de fluxo sanguineo aumentaram. O aumento do TAMV representa maior
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fluxo de sangue nas artérias, enquanto uma diminui¢do em RI representa reduzida resisténcia
ao fluxo de sangue em vasos sanguineos distais ao local de avaliacdo. Panarace et al. (2006)
estudaram uma vez por semana 13 vacas prenhes a partir dos Dias 30-270 da prenhez. Os
autores descobriram que o RI das artérias uterinas diminuiu continuamente durante a prenhez
e foi menor no lado ipsolateral ao concepto. Exatamente o oposto foi encontrado para TAMV.
Estas descobertas indicam um decréscimo na resisténcia vascular no Utero durante a prenhez.
Além disso, a diminuicdo foi maior no corno gestante. Um grande aumento no volume de
sangue foi observado apos a 162 semana no lado do corno gestante e um ligeiro aumento do
volume de sangue foi observada apds a 20* semana no corno contralateral. Recentemente, o
fluxo sanguineo uterino de vacas ciclicas e vacas gestantes durante as trés primeiras semanas
de prenhez foi examinado (Honnens et al. 2008b). TAMV maior foi observado nas artérias
uterinas de vacas ciclicas no dia 18 comparado a vacas prenhes. Aumento do estrogénio e
diminuicdo da progesterona foram correlacionados com a TAMYV alterada neste periodo. Os
autores ndo encontraram diferencas entre o corno uterino ipsolateral ao concepto e o corno

contralateral.

Silva & Ginther (2010) avaliaram as alteracfes do fluxo sanguineo uterino utilizando
ultrassonografia no modo color-Doppler em novilhas. A perfusdo sanguinea foi estudada nas
areas do endométrio e miométrio durante o ciclo estral e a prenhez. O aumento da
vascularizagdo uterina em animais ndo gestantes foi temporalmente associado com o aumento
pré-ovulatério de estradiol. Em novilhas prenhes a vasculariza¢do uterina aumenta no corno
ipsolateral ao concepto nos dias 19 a 40. A vascularizacdo do corno contralateral permanece
baixa até o dia 32, quando comeca a subir, atingindo vascularizacdo aproximadamente igual
ao corno ipsolateral em torno do dia 40. O aumento da vascularizagdo é temporalmente
paralelo ao desenvolvimento do saco alantoide no interior de cada corno uterino, ou esta
intimamente relacionada com a formacgdo do corioalantoide durante o desenvolvimento do

concepto.
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3. OBJETIVO GERAL

Este estudo foi delineado para descrever detalhnadamente o desenvolvimento da
gestacdo de clones bovinos produzidos por SCNT deste a TE até a completa regressdo do CL,

a morte embrionaria/fetal ou até o termo.

4. HIPOTESES

e Maior incidéncia de perdas gestacionais em prenhezes de clones bovinos por SCNT é
observada da deteccdo do concepto até o dia 60 da gestacdo, coincidindo com o periodo

de placentacéo.

e Perdas gestacionais podem ser preditas com base no exame das alteracbes de
desenvolvimento (morfovasculares) do concepto visualizadas por meio de exame por

ultrassonografia nos modos B e Doppler.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. ESTUDO 1

5.1.1. Animais

Trinta e seis vacas sem raca definida e quarenta e quatro vacas Nelores (Bos taurus
indicus) sem anormalidades aparentes do trato reprodutivo foram utilizadas como receptoras
de embrido de janeiro de 2013 a outubro de 2015 na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos da Universidade de S&o Paulo, Campus de Pirassununga, Pirassununga, Sao Paulo,
Brasil. As vacas foram mantidas em pastagens de Panicum maximum (variedade Mombaca)
com acesso ad libitum a sal mineral e 4gua. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) - Ministério da Ciéncia e Tecnologia e pelo Comité de
Etica para Uso Animal e Experimentacdo (CEUA) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia
de Alimentos (FZEA) da Universidade de Séo Paulo (USP).

5.1.2. Producdo de embribes clonados por transferéncia nuclear de células

somaticas (SCNT) e transferéncia dos embribes para receptoras

Ovérios provenientes de vacas oriundas de abatedouro foram utilizados para a
obtencdo de odcitos. Foliculos ovarianos com didmetro de 3 a 8 mm foram aspirados. Os
complexos cumulus oécito (COC) recuperados, com mais de quatro camadas de células do
cumulus e citoplasma homogéneo, foram selecionados para a maturagdo in vitro (IVM),

segundo técnica previamente descrita (SANGALLI et al., 2012).

Todos os procedimentos in vitro foram realizados a 38,8 °C, humidade maxima do ar e
5% de CO,. Fibroblastos da pele de bovinos da raca Nelore (Bos indicus) foram utilizados

como células doadoras de nucleo. As células doadoras foram mantidas numa solugéo de 0,5%
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de soro fetal bovino durante 72 h antes da micromanipulacdo, a fim de sincronizar a fase do
ciclo da celula para G1/G0. A IVM, enucleacdo do odcito, reconstrucdo do embrido, e
ativacdo do embrido foram realizados seguindo a rotina do laboratério de clonagem
previamente descrita (SANGALLI et al., 2012).

Os embrides foram mantidos em micro gotas com 100 uL de meio SOFaa suplementado
com 5 mg mL-1 de BSA sem &cidos gordos, e 2,5% (v/v) de FBS sobreposta com 6leo
mineral. Grupos de 20 embrides foram mantidos no mesmo meio por 7 dias até o estagio de
blastocisto (SANGALLI et al., 2012). Blastocistos com sete dias de desenvolvimento
derivados da clonagem por SCNT foram entdo individualizados, envasados em palhetas de
0,25 mL e transferidos para receptoras bovinas sete dias pds-ovulacdo pelo procedimento nédo

cirrgico de transferéncia de embrides.

5.1.3. Sincronizacédo do estro e da ovulacéo

As receptoras de embrides foram submetidas ao protocolo de sincronizacdo do estro e
da ovulacdo em tempo fixo segundo protocolo detalhado na Figura 1. Aquelas que nao
responderam ao protocolo, que ndo foram diagnosticadas gestantes ou tiveram perda
embrionaria/fetal foram reutilizadas em subsequentes protocolos de sincronizacdo. O
protocolo consistiu na inser¢cdo de um implante intravaginal de progesterona (1,0 g de P4;
Sincrogest; Ouro Fino Saude Animal) e injecdo intramuscular de benzoato de estradiol (2 mg
IM; Sincrodiol; Ouro Fino Saude Animal) no inicio do protocolo (dia 0 = DO0). Oito dias
depois (D8), o implante intravaginal de progesterona foi retirado e uma dose de analogo de
prostaglandina F2a foi administrada por via intramuscular (500 ug de cloprostenol sédico;
Sincrocio; Ouro Fino Satde Animal). A inducdo da ovulagdo foi realizada pela administracéo
de benzoato de estradiol (2 mg; Sincrodiol; Ouro Fino Saude Animal) no D9, e a ocorréncia
de ovulacdo confirmada apos 42 horas por exame ultrassonografico transretal. A TE foi
realizada sete dias ap0s a ovulacdo, sendo o embrido transferido no corno uterino ipsolateral

ao corpo luteo (CL).
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Figura 1. Protocolo de sincronizagdo do estro e da ovulacdo em receptoras de embrides.
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5.1.4. Coleta das imagens ultrassonogréaficas

Vacas receptoras foram examinadas por ultrassonografia transretal em modos B- e
Doppler utilizando o equipamento MyLab 70 Vet Gold (Esaote Healthcare, Italia) equipado
com um transdutor multifrequencial linear transretal para uso em grandes animais (LV513
Esaote Healthcare, Italia). Os exames ultrassonograficos foram iniciados no dia 14 apés
ovulacdo da receptora (sete dias apds a TE) e continuaram até a regressao do corpo luteo,
morte embrionéria/fetal ou o termo. Eles eram realizados a cada 3 dias do dia 14 ao dia 60, a
cada 5 dias do dia 60 ao dia 150 e semanalmente do dia 150 ao termo, como esquematizado
na Figura 2. Foram registrados videos dos exames por ultrassonografia transretal em modos
B- e Doppler dos ovarios, Utero e concepto. Os exames compreendiam um monitoramento
detalhado das alteracbes morfoldgicas e vasculares. Para isso, 0 Utero era examinado
cautelosamente em toda a sua extensdo pelo modo B. Logo em seguida, ambos 0S cornos
uterinos eram examinado pelo modo Doppler em sua porcdo medial. Se a vesicula
embrionaria era detectada, a mesma metodologia de exame descrita para o Utero era repetida
em toda sua extensdo. Atencdo especial foi dada ao embrido quando este estava presente.
Depois de finalizados 0s exames na regido uterina, ambos 0s ovarios passavam pela
metodologia de exame descrita, mas com especial atengdo para o exame detalhado do corpo

l0teo.
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Figura 2. Esquema para coletas dos dados ultrassonograficos. Embribes clonados por SCNT
foram transferidos para receptoras no dia 7 ap6s a ovulagdo (D7). Exames ultrassonograficas
foram realizados a cada 3 dias de D14-60, a cada 5 dias de D60-150 e semanalmente a partir
D150 até o termo.

D14 D60 D150 Termo

|
TE

Escaneamento a cada 3 dias Escaneamento a cada 5 dias Escaneamento a cada 7 dias

5.1.5. Coleta dos dados nos videos ultrassonograficos

Os videos gravado no exame ultrassonografico a campo foram utilizados para a coleta
de dados com a utilizacdo do software Mylab Desk (Esaote Healthcare, Italia). Imagens dos
ovarios foram usadas para mensuracdo do tamanho CL (didmetro e area) em modo-B, e
vascularizagdo (% dos sinais coloridos em tecido luteinico) em modo Doppler colorido. Cada
corno uterino foi escaneado individualmente para detectar as estruturas do concepto, como
liquidos, membranas e embrido propriamente dito. Em estagios mais avancados da prenhez,
os videos foram utilizados para a deteccdo de placentbnios. Perda embrionaria/fetal foi

definida como um embrido ou feto sem batimentos cardiacos.

5.1.6. Analise dos dados

Os dados deste estudo foram examinados de forma descritiva. O estabelecimento de
prenhez foi definido pela manutencao da funcao luteal apds o tempo de luteolise fisiologica e
pela presenca do concepto. As perdas de prenhez foram distribuidas de acordo com periodos
gestacionais definidos com base em fases importantes do desenvolvimento fisioldgico da
gestacdo, sendo eles: (1) entre os dias 25 a 29, periodo apds o reconhecimento da gestacao e
que corresponde a visualizacdo ultrassonografica do concepto com o embrido apresentando

batimentos cardiacos; (2) entre os dias 30 a 39, periodo o qual o alantocérion se desenvolve
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ocupando ambos os cornos uterinos; (3) entre os dias 40 a 59, periodo que corresponde a
finalizacdo do processo de placentacdo e formacdo dos placentonios; (4) entre os dias 60 a
149, periodo do remodelamento e desenvolvimento placentario inicial; (5) entre os dias 150 a
179, inicio da fase de crescimento exponencial fetal; (6) entre os dias 180-249, periodo da
mais elevada taxa de crescimento fetal e aumento da exigéncia funcional da placenta, e; (7)
entre os dias 250 ao termo, representando o Gltimo més de gestacdo quando ocorrem as

alteracdes preparatorias para o parto.

5.2. ESTUDO 2

5.2.1. Animais

Oitenta vacas mesticas e Nelores (Bos taurus indicus) sem anormalidades aparentes do
trato reprodutivo foram utilizadas como receptoras de embrides em vinte e dois protocolos de
TETF (transferéncia de embrido em tempo fixo). Este estudo foi realizado de janeiro de 2013
a outubro de 2015 na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de
Sdo Paulo, Campus de Pirassununga, Pirassununga, S&o Paulo, Brasil. As vacas foram
mantidas em pastagens de Panicum maximum (variedade Mombaca) com acesso ad libitum a
sal mineral e 4gua. Todos 0s procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) - Ministério da Ciéncia e Tecnologia e pelo Comité de Etica para Uso Animal e
Experimentacdo (CEUA) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da
Universidade de S&o Paulo (USP).

5.2.2. Producgéo de embrides clonados por transferéncia nuclear de células somaéticas
(SCNT)

Ovérios provenientes de vacas oriundas de abatedouro foram utilizados para a
obtencdo de odcitos. Foliculos ovarianos com didmetro de 3 a 8 mm foram aspirados. Os

complexos cumulus oocito (COC) recuperados, com mais de quatro camadas de células do
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cumulus e citoplasma homogéneo, foram selecionados para a maturagdo in vitro (IVM),
segundo técnica previamente descrita (SANGALLI et al., 2012).

Todos os procedimentos in vitro foram realizados a 38,8 °C, humidade méaxima do ar e
5% de CO,. Fibroblastos da pele de bovinos da raca Nelore (Bos indicus) foram utilizados
como células doadoras de nucleo. As células doadoras foram mantidas numa solugéo de 0,5%
de soro fetal bovino durante 72 h antes da micromanipulagdo, a fim de sincronizar a fase do
ciclo da célula para G1/G0. A IVM, enucleacdo do odcito, reconstrucdo do embrido, e
ativacdo do embrido foram realizados seguindo a rotina do laboratorio de clonagem
previamente descrita (SANGALLI et al., 2012).

Os embrides foram mantidos em micro gotas com 100 uL de meio SOFaa
suplementado com 5 mg mL-1 de BSA sem é&cidos gordos, e 2,5% (v/v) de FBS sobreposta
com Gleo mineral. Grupos de 20 embriGes foram mantidos no mesmo meio por 7 dias até o
estdgio de blastocisto (SANGALLI et al., 2012). Blastocistos com sete dias de
desenvolvimento derivados da clonagem por SCNT foram entdo individualizados, envasados
em palhetas de 0,25 mL e transferidos para receptoras bovinas sete dias pds-ovulacdo pelo

procedimento nao cirargico de transferéncia de embrides.

5.2.3. Sincronizacdo do estro e da ovulagéo

As receptoras de embriGes foram submetidas ao protocolo de sincronizacao do estro e
da ovulacdo em tempo fixo segundo protocolo detalhado na Figura 1. Aquelas que ndo
responderam ao protocolo, que ndo foram diagnosticadas gestantes ou tiveram perda
embrionéria/fetal foram reutilizadas em subsequentes protocolos de sincronizagdo. Implante
intravaginal de P4 (1,0 g de P4; Sincrogest; Ouro Fino Satde Animal) somado a uma injecéo
intramuscular de benzoato de estradiol (2 mg; Sincrodiol; Ouro Fino Saude Animal) foram
aplicados no primeiro dia do protocolo (DO0). QOito dias apds (D8), o implante intravaginal de
P4 foi retirado e uma dose de analogo de prostaglandina F2a (500ug de cloprostenol sddico)
foi administrada via intramuscular. A indugdo da ovulacéo foi realizada um dia apds a retirada
do implante de P4 (D9) com administracdo intramuscular de benzoato de estradiol (2 mg;
Sincrodiol; Ouro Fino Saude Animal), sendo a ovulagéo prevista para acorrer em média 42
horas ap0s a inducdo. A ovulacdo foi confirmada pela presenga do corpo lGteo ativo por meio
de exame ultrassonografico nos modos B-mode e color-Doppler, as transferéncias de

embribes foram realizadas sete dias ap0s a ovulacao.
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Figura 1. Protocolo de sincronizagdo do estro e da ovulagdo em receptoras de embrides.
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5.2.4. Coleta e andlise dos dados ultrassonograficos

As receptoras foram examinadas por ultrassonografia transretal em modos B- e
Doppler utilizando o equipamento MyLab 70 Vet Gold (Esaote Healthcare, Italia) equipado
com um transdutor multifrequencial linear transretal para uso em grandes animais (LV513
Esaote Healthcare, Italia). Os exames ultrassonograficos foram iniciados no dia 14 apds
ovulacdo da receptora (sete dias ap6s a TE) e continuaram até a regressdo do corpo luteo,
morte embrionaria/fetal ou o termo. Eles eram realizados a cada 3 dias do dia 14 ao dia 60, a
cada 5 dias do dia 60 ao dia 150 e semanalmente do dia 150 ao termo, como esquematizado

na Figura 2.

Figura 2. Esquema para coletas dos dados ultrassonograficos. Embrides clonados por SCNT
foram transferidos para receptoras no dia 7 ap6s a ovulacdo (D7). Exames
ultrassonograficas foram realizados a cada 3 dias de D14-60, a cada 5 dias de D60-150 e

semanalmente a partir D150 até o termo.
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As gestacOes foram acompanhadas por ultrassonografia nos modos B e Doppler e os
exames gravados em videos para posterior analise. O estabelecimento de prenhez foi definido
pela manutencdo da funcédo luteal apos o tempo de lutedlise fisioldgica. A funcionalidade do
CL foi avaliada por ultrassonografia no modo Doppler colorido, sendo considerado em
lutedlise o CL com menos de 30% de sinal de vascularizacdo no tecido luteal e &rea menor
que 2 cm?® As vacas que mantiveram o CL ativo eram mantidas em exames peri6dicos
conforme previamente definido (figura 2). A presenca no Utero da vesicula embrionéria,
embrido (EP = embryo proper) e batimentos cardiacos eram minuciosamente examinados. A
deteccdo de batimentos cardiacos era realizada por ultrassonografia no modo Doppler
colorido, localizando sinais coloridos pulsantes na regido cardiaca do embrido. A definicéo
dos fenotipos gestacionais foi baseada na analise minuciosa dos videos dos escaneamentos

ultrassonograficos do Utero e ovarios de vacas receptoras de embrides clonados.

Os dados deste estudo foram examinados de forma descritiva.
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6. RESULTADOS

6.1. ESTUDO 1

Oitenta vacas receptoras foram utilizadas em 22 repeticdes de protocolos de transferéncia
de embrides em tempo fixo (TETF). Os critérios de reutilizacdo da mesma vaca nas repeticoes
dos protocolos foram previamente definidos. A taxa geral de ovulagdo considerando todos 0s
protocolos foi de 68,48% (247/361). A variacdo da taxa de ovulagdo entre os protocolos
TETF foi elevada, variando de 0 a 100%, como mostrado na tabela 1.

Tabela 1. NUumero de vacas utilizadas e ovuladas e taxas de ovulacao (%) por protocolo de TETF

e geral.
Protocolo de Namero de vacas Nuamero de vacas Taxa de ovulagéo
sincronizagao utilizadas ovuladas (%)

1 10 9 90.0
2 10 6 60.0
3 11 8 72.7
4 11 0 0.0

5 10 10 100.0
6 10 6 60.0
7 10 5 50.0
8 15 6 40.0
9 25 8 32.0
10 28 16 57.1
11 28 20 714
12 22 9 40.9
13 15 9 60.0
14 15 12 80.0
15 16 16 100.0
16 20 17 85.0
17 15 15 100.0
18 16 15 93.8
19 20 17 85.0
20 23 18 78.3
21 16 15 93.8
22 15 10 66.7

Total 361 247 68.4
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Duzentos e quinze blastocistos bovinos clonados por SCNT foram produzidos e
transferidos para receptoras no dia 7 (dia O = ovulagdo). Todas as receptoras gestantes tiveram
0 seu diagnoéstico entre os dias 25-35, sendo a taxa de prenhez de 13,95% (30/215). A
variacdo das taxas de prenhez entre as repeti¢cbes também foi elevada e variou de 0 a 42,86%,
como mostrado na tabela 2. Em seis repeticdes nenhuma prenhez foi detectada, ao passo que

em trés delas a taxa de prenhez foi igual ou superior a 40%.

Tabela 2. Resultados de protocolos de sincronizacdo do estro e ovulagdo para transferéncia de
embrides clones por SCNT.

Protocolo de NUmero de Numefg de Namero vVacas — raxa de prenhez
sincronizacao vacas ovuladas embnqes gestante§ no dia no dia 25 (%)
transferidos 35 apos OV
1 9 9 1 11.1
2 6 5 2 40.0
3 8 7 3 42.9
4 0 0 0 0.0
5 10 10 2 20.0
6 6 6 1 16.7
7 5 1 20.0
8 6 0 0.0
9 7 1 14.3
10 16 15 1 6.7
11 20 11 2 18.2
12 0 0.0
13 1 11.1
14 12 10 1 10.0
15 16 8 0 0.0
16 17 15 0 0.0
17 15 15 0 0.0
18 15 12 3 25.0
19 17 17 2 11.8
20 18 17 1 5.9
21 15 14 6 42.9
22 10 8 2 25.0
Total 247 215 30 13.9
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Conforme previamente definido, as taxas de prenhez foram agrupadas por periodos
gestacionais de acordo com sua importancia fisiolégica. Uma diminui¢do continua nas taxas
de gestacdo foi observada com o avanco dos estagios da prenhez (Tabela 3). Até o dia 25 de
gestacdo, 30 gestacdes foram detectadas em 215 receptoras de embrides clonados por SCNT.
Esse numero corresponde a uma taxa de prenhez de 13,95 %. Vale ser ressaltado que somente
duas gestacOes chegaram a termo, o0 que corresponde a 6,67 % (2/30) das prenhezes
detectadas até o dia 25. Quando calculada sobre o nimero de embriGes transferidos, a taxa de
prenhez foi de 0,93% (2/215).

Tabela 3. Taxas de prenhez (%) por periodos gestacionais até o termo apds transferéncia de

embrides bovinos clonados por SCNT.

Periodo gestacional (dias) NUmero de gestagdes Taxa de Prenhez (%)

Até 25 30 13.9 (30/215)

25a29 28 13.0 (28/215)

30a39 20 9.3 (20/215)

40 a59 14 6.5 (14/215)

60 a 149 10 4.6 (10/215)

150 a 179 7 33 (7/215)

180 a 249 4 19 (4/215)

250 ao termo 2 0.9 (2/215)

Total de embrides transferidos 215 - -

As perdas gestacionais por periodos sdo apresentadas na tabela 4, sendo elas
calculadas sobre o total de prenhezes detectadas e também sobre o nimero de prenhezes
existentes no periodo anterior ao calculo. As maiores taxas de perda gestacional ocorreram
entre os dias 30 a 40 (26,67%) e entre os dias 40 a 60 (20,00%), quando elas foram calculadas
com base no total de receptoras que ficaram gestantes. No entanto, quando as taxas de perda
gestacional foram calculadas com base no nimero de receptoras gestantes no periodo anterior,
nota-se que uma taxa constante em torno de 30 % entre cada periodo. Os dois ultimos

periodos (180 a 249 e 249 ao termo) apresentaram uma taxa de perda gestacional de 42,86 e
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50,00 %, respectivamente. Apesar do valor elevado em relacdo aos periodos anteriores, vale
ser ressaltado que o nimero de gestacfes em andamento nestes dois ultimos periodos foi

muito pequeno, sete e quatro respectivamente.

Tabela 4. Taxas de perdas gestacionais (%) por periodos gestacionais até o termo apos
transferéncia de embrides bovinos clonados por SCNT. As taxas foram calculadas em relacéo ao

total de receptoras gestantes no dia 25 e em relacédo ao total de prenhezes mantidas no periodo

anterior.
Perdas gestacionais (%0)
pertogestacnal Emrelaggozowalde S sl e
(dias) receptoras gestantes no dia 25 periodo anterior

25a29 6.7 (2/30) 6.7 (2/30)

30a39 26.7 (8/30) 28.6 (8/28)

40 a 59 20.0 (6/30) 30.0 (6/20)

60 a 149 13.3 (4/30) 28.6 (4/14)

150 a 179 10.0 (3/30) 30.0 (3/10)

180 a 249 10.0 (3/30) 42.9 (317)

250 ao termo 6.7 (2/30) 50.0 (2/4)

Total de prenhezes no dia 25 30 - - -

Os dias gestacionais para as primeiras deteccGes de vesicula embrionaria, embrido
com batimento cardiaco, placenténios e morte fetal em receptoras de embrides clonados por
SCNT sdo mostrados na tabela 5. A vesicula embrionaria foi detectada pela primeira vez em
média no dia 23,7 = 0,5 (variacdo: 19-31 dias) e o batimento cardiaco do embrido em media
no dia 26,6 = 0,5 (variagdo: 22-31 dias). N&o foi detectada a formacéao de placentonios em 17
receptoras devido & ocorréncia de perdas gestacionais antes da data prevista de formacgéo
destes, no entanto, em receptoras que ultrapassam a formagdo dos placenténios o dia médio da

primeira deteccdo dos placenténios foi de 55,9 + 2,1 (variagdo: 47-73 dias).
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Tabela 5. Dias da primeira detec¢do da vesicula embrionaria, batimentos cardiacos, embrido

propriamente dito (EP), placentdnios e morte fetal por ultrassonografia das prenhezes derivadas

de SCNT.
Dia da primeira deteccéo por ultrassonografia em modos B- e Doppler

1 21 22 Né&o detectado 31
2 26 27 Né&o detectado 67
3 24 35 47 152
4 24 24 57 79
5 20 26 64 71
6 26 31 N&o detectado 35
7 24 26 54 136
8 25 25 Né&o detectado 52
9 25 25 52 167
10 24 24 54 195
11 24 24 Né&o detectado 32
12 22 28 Né&o detectado 31
13 19 26 73 212
14 26 26 N&o detectado 31
15 24 26 49 Nascido vivo
16 27 27 N&o detectado 32
17 21 26 61 212
18 22 26 N&o detectado 34
19 26 29 48 167
20 22 27 N&o detectado 33
21 20 26 50 251
22 21 24 N&o detectado 37
23 19 22 Né&o detectado 43
24 24 27 N&o detectado 29
25 24 28 54 Nascido vivo
26 27 29 Né&o detectado 36
27 24 26 N&o detectado 45
28 26 26 N&o detectado 40
29 31 31 N&o detectado 43
30 24 28 63 228

Média 23.7 26.6 55.9 90.0

SEM 05 05 2.1 14.1
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Os dados de primeira deteccdo da vesicula embrionéria, do batimento cardiaco do
embrido e dos placentdnios apresentados na tabela 5 sdo mostrados na figura 3 na forma de
“boxplot” juntamente com a distribuic¢do individual dos dados. Pode ser observado na figura 3
gue um dos dados se encontra acima do desvio e também um dos dados abaixo do desvio para
0s trés parametros estudados, indicando atraso ou precocidade do desenvolvimento destas
caracteristicas estudadas. Vale ressaltar que, com base nos dados apresentados por individuo
na tabela 5, o atraso ou precocidade aqui detectado néo esta se repetindo no mesmo individuo

para todas as caracteristicas avaliadas.

Figura 3. Distribuicdo em “boxplot” dos dias das primeiras detec¢des da vesicula embrionéria,

do batimento cardiaco (BC) do embrido e dos placentdnios.
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A figura 4 mostra a distribui¢do em “boxplot” do dia da primeira detecgdo de
placenténios e da duracdo das gestacdes dos animais que apresentaram ou ndo placentdnios.
As receptoras que desenvolveram placenténios tiveram suas gestacdes prolongadas atingindo

a media de 186,5 £ 18,4 dias (variagdo: 71-277 dias). A duracdo média das gestacdes em
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receptoras que ndo tiveram placentonios detectados foi de 38,29 + 2,34 dias (intervalo: 29-67
dias). As mortes fetais ocorreram em média no dia 90,0 + 14,1 (varia¢do: 29-251 dias). Duas
receptoras atingiram o termo e realizou-se o parto por cesariana no dia 277, resultando em

dois recém-nascidos vivos.

Figura 4. Distribuicio em “boxplot” do dia da primeira deteccdo de placentdnios e da

duracao das gestacdes dos animais que apresentaram ou nao placenténios.
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6.2. ESTUDO 2

Trés apresentagdes gestacionais de embrides clonados por SCNT, nas quais as
receptoras mantiveram o corpo luteo ativo apos a fase de lutedlise, foram encontradas durante
o desenvolvimento deste estudo. Com base em aspectos ultrassonograficos do Utero e ovarios
das receptoras, as trés apresentagOes foram classificadas em: (1) gestagdo normal de clone
(CNG), (2) gestacdo anembrionada de clone (CAG) e (3) receptora de clone com corpo llteo
persistente (CPCL). A definicdo dos fenotipos baseou-se nas andlises dos videos e imagens
dos escaneamentos ultrassonograficos do Utero e ovarios de vacas receptoras de embrides
clonados. Os parametros avaliados para a definicdo final do fenotipo foram: presenca de
corpo luteo ativo, presenca de anexos placentérios (vesicula embrionéria) e presenca do
embrido propriamente dito com batimento cardiaco. A Figura 3 mostra exemplos dos trés
fenotipos acima descritos através de imagens ultrassonograficas das respectivas vesiculas

embrionarias e corpos luteos.
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Figura 3. Ultrassonogramas do Utero e CL em receptoras de embrides bovinos clonados por
SCNT. As das trés apresentacfes gestacionais sdo exemplificadas, sendo: CNG = gestacdes
normais de clone, CAG = gestacGes anembrionadas de clone e CPCL = receptora de clone
com CL persistente. As imagens acima foram coletadas de receptoras entre os dias 30 aos 33
dias apdés a ovulagdo. Os ultrassonogramas da esquerda foram coletados por
ultrassonografia em modo-B no corno uterino ipsolateral ao CL e os da direita foram
coletados por ultrassonografia em modo-Doppler colorido no CL. Pontos coloridos nos
ultrassonogramas de CL representam fluxo sanguineo. Setas brancas indicam estruturas
importantes utilizadas na caracterizam dos fendtipos gestacionais. EP: embrido; VE:

vesicula embrionaria; MP: membranas placentarias.

CNG

CAG

CPCL
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A incidéncia desses trés tipos de fendtipos gestacionais apds a transferéncia de
embrides bovinos clonados por SCNT encontrada neste estudo € mostrada na Tabela 1.
Duzentos e quinze embrides foram transferidos, sendo obtidas aos 25 dias de gestacdo 30
gestacdes normais (CNG = 13,95%; 30/215), 13 gestacdes anembrionadas (CAG = 6,05%;
13/215) e 16 receptoras com CL persistente (CPCL = 7,44%; 16/215).

Tabela 1. Incidéncia dos trés fendtipos gestacionais encontrados em receptoras de clones
bovinos produzidos por SCNT. O numero total de animais utilizados em protocolos de
sincronizago, a taxa de ovulacdo no final dos protocolos, 0 nimero de embrifes clonados
transferidos e 0 numero de receptoras de embribes clonados avaliadas e caracterizadas em

cada um dos trés fendtipos gestacionais aos 25 dias de gestacdo sdo mostrados.

~ ~ Receptoras
. o N° de Gestagoes Gestagoes com CL
N® de animais Taxa de embrides normais  anembrionadas :
protocolados ovulagdo e e persistente
CNG CAG CPCL
68,48% 13,95% 6,05% 7,44%
361 215
(247/361) (30/215) (13/215) (16/215)

Nas gestacGes normais de clones (CNG) foi possivel detectar sinais da vesicula
embrionaria a partir do dia 25 de gestacdo, presenca de anexos placentarios, embrido com
batimento cardiaco e corpo lateo ativo. No grupo CPCL, 16 receptoras apresentaram somente
corpo luteo persistente, ou seja, CL ativo por mais de 25 dias sem deteccdo de membranas e
liquidos placentarios. Em alguns exames ultrassonograficos nestas receptoras foi possivel
detectar uma linha hiperecogénica no limen uterino, mas sem presenca de liquido, sendo um
possivel sinal da presenga de membranas fetais. Em outros exames, uma quantidade infima de
liquido foi detectada no lIimen uterino, mas ndo foi observado o desenvolvimento da vesicula
embrionaria, nem a presenca de membranas fetais. Outras 13 receptoras apresentaram corpos
luteos persistentes e também a presenca da vesicula embrionaria em desenvolvimento, de
forma semelhante aquelas do grupo CNG, com presenca significativa de liquidos e sinais de
membranas do concepto neste liquido. No entanto, em nenhum momento o embrido foi

localizado, sendo estas gestacdes denominadas de gestacdes anembrionadas (CAG).
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Em média, a lutedlise no grupo de receptoras CPCL aconteceu no dia 38.3 £ 2.2,
variando dos 25 aos 59 dias, no grupo de gestacGes anembrionadas (CAG), no dia 48.0 £ 7.7,

variando dos 28 aos 108 dias.

Considerando os trés fenotipos gestacionais encontrados, o numero total de receptoras
de embribes que mantiveram o CL ativo ap0s o periodo de lutedlise fisioldgica foi de 59. Esse
valor corresponde a 27.4% (59/215) de taxa de prenhez se este tivesse sido o critério para
diagndstico positivo da gestacao.
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7. DISCUSSAO

7.1. ESTUDO 1

No presente estudo é reafirmada a baixa eficiéncia da técnica de clonagem bovina por
SCNT. Os resultados apresentados sdo piores aqueles descritos na literatura. Em 215
transferéncias de embrides clonados por SCNT, trinta receptoras foram diagnosticadas
gestantes e somente duas gestaces chegaram a termo, 0 que equivale a uma taxa prenhez e de
nascimento de aproximadamente 14% e 1%, respectivamente. Tém sido relatadas na literatura
taxas de nascimento de bezerros vivos variando de 7 a 10% do total de embrides transferidos
(Wells et al. 1999; Merighe 2007). A baixa taxa de nascimento apresentada pode estar
relacionada a fatores ambientais adversos que acometeram a regido e periodo de
desenvolvimento deste estudo. Durante os quase dois anos deste estudo, todas as estacOes
climéticas apresentaram baixa pluviosidade e temperaturas elevadas, dificultando a obtencéo e
o fornecimento de alimento de boa qualidade as receptoras, além do possivel aumento do
estresse ambiental nesses animais. Fatores ambientais e nutricionais adversos tém sido
relatados na literatura como sendo prejudiciais a fertilidade (Spell et al. 2001; Santos et al.
2004; Jones & Lamb 2008). Os efeitos ambientais adversos podem ter sido também
responsaveis pelas variadas taxas de ovulagdo obtidas entre os protocolos de sincronizacgao do
estro e inducdo da ovulacdo. A taxa média de ovulacdo das receptoras de embribes foi de
68,5%, com variacao entre 0 a 100% entre protocolos. Apesar dos dados climéaticos ndo terem
sido aferidos e registrados durante o estudo, acredita-se que a variacdo das taxas de ovulagéo
entre protocolos esteja relacionada com o clima (Spell et al. 2001; Jones & Lamb 2008). Este
fato foi um grande limitante, j& que as baixas taxas de ovulagdo resultaram em um menor

namero de receptoras aptas para receber os embrifes clonados disponiveis.

As variagOes nas taxas de prenhezencontradas neste estudo, de 0 a 43% entre os
protocolos de TE realizados, podem ter sido influenciadas por diversos fatores, sendo um
deles as variagdes climéaticas sobre as vacas doadoras de odcitos. Além das alteracOes
epigenéticas causadas pelo processo de clonagem por SCNT que sabidamente afetam o
desenvolvimento do embrido (Hiendleder et al. 2004; Loi et al. 2007; Niemann et al. 2008;

Dean et al. 2001; Kang et al. 2001), podemos sugerir que as variacdes das taxas de prenhez
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possam também estar atreladas a qualidade dos odcitos utilizados para a transferéncia de
nacleos. Os odcitos utilizados neste estudo eram provenientes de fémeas oriundas de
abatedouro, sem identificacdo de origem, estatus nutricional, idade ou raca. Além disso, as
fémeas doadoras de odcito estavam também sujeitas as variacdes climéticas adversas
previamente discutidas. Os aspectos relacionados a qualidade oocitéria tém sido revisados por
Moussa et al. (2015).

Rotineiramente, o diagnostico de gestacdo em sistemas de producdo de bovinos é
realizado aos 30-35 dias de gestagdo. No entanto, Kastelic et al. (1988) reportaram que no dia
11 é possivel identificar vesiculas embrionarias no limen uterino por ultrassonografia, sendo
73% delas ainda eram esféricas e 23% ja se apresentando oblongas. No entanto, ap0s
aproximadamente seis dias de permanéncia no Utero, a vesicula embrionaria esférica alonga-
se assumindo um formato tubular no limen uterino e dificultando o diagndstico. Outro grupo
relata que diagnosticos de gestacdo podem ser feitos por ultrassonografia transretal com
precisdo desde o dia 26 pos-ovulacdo (Pierson & Ginther, 1984). O diagndstico de gestacdo
precoce pode fornecer informacdes cientificas importantes sobre o desenvolvimento do
concepto e perdas gestacionais precoces muitas vezes ndo diagnosticadas quando pesquisadas
tardiamente. Os exames ultrassonograficos do presente estudo foram iniciados aos 14 dias
pos-ovulacdo da receptora e a deteccdo de dois parametros foram utilizados para o diagndstico
positivo de prenhez, a manutencao do CL apds o periodo de lutedlise fisioldgica (dia 18 a 20
pés-ovulacdo) e a deteccdo da vesicula preenchida por fluido (concepto) com o embrido
apresentando batimentos cardiacos. Os dados coletados sdo indicativos de desenvolvimento
retardado do concepto bovino oriundo de embrides clonados por SCNT. Comparando as
gestacOes derivadas de embriGes clonados por SCNT deste estudo com informacbes da
literatura de novilhas gestantes concebidas naturalmente (Curran et al, 1986a; 1986b, Silva &
Ginther, 2010), nota-se um atraso de desenvolvimento nos conceptos clonados, ou seja, a
primeira detecgdo da vesicula embrionaria ocorreu aos 24 dias em clones vs 20 dias em
prenhezes naturais, o batimento cardiaco do embrido aos 27 dias vs 21 e 0s primeiros
placenténios aos 55 dias vs 35 dias. Os dados apresentados indicam um atraso no
desenvolvimento dos conceptos clonados. Aspectos ultrassonograficos do desenvolvimento
da gestagdo bovina em prenhezes naturalmente produzidas sdo encontrados na literatura
(Curran et al, 1986a; 1986b). No presente estudo, o primeiro momento de deteccdo da
vesicula embrionaria, batimentos cardiacos do embrido, placentonios e da morte do embrido

foram mostrados na Tabela 5.
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Pode-se concluir que, a maioria dos embrides bovinos clonados por SCNT néo
ultrapassa a fase inicial da placentacdo, mas entanto foram capazes de blogquear a lutedlise
durante o reconhecimento materno da gestacdo. As perdas gestacionais neste periodo inicial
provavelmente ocorreram por falhas durante o desenvolvimento do alantocérion
vascularizado e consequente a ndo formacéo dos placentonios, resultando nas elevadas perdas
gestacionais observadas. Em relacdo as perdas gestacionais, dados da literatura mostram que
apos a transferéncia do embrido clonado por SCNT séo identificados quatro periodos criticos
gestacionais: (1) 70% dos embribes sdo perdidos até o dia 30; (2) 40% dos embribes que
ultrapassaram o primeiro més sdo perdidos até o dia 60; (3) 50% das gestacGes mantidas apos
0 dia 60 sdo perdidas durante o terceiro trimestre de gestacdo; (4) 25% das prenhezes
mantidas no terceiro trimestre de gestacdo sdo perdidas anteriormente ao termo. Essas perdas
gestacionais podem estar relacionadas com uma ineficiente sinalizacdo do embrido para o
reconhecimento materno da gestacdo, baixo estimulo do remodelamento uterino pelo embrido,
alteragBes imunoldgicas, reduzido nimero de cotilédones, camadas espessas e edematosas da
placenta, hidroalantoide, hipertrofia de cotilédones, edema na area intercotiledonaria e/ou
anasarca fetal (Merighe 2007; Stice et al. 1996; Hill et al. 2000; Edwards et al. 2003). Neste
estudo, 83% dos embriBes transferidos foram perdidos até o dia 30 de gestacdo. No entanto,
duas gestacOes foram detectadas e perdidas antes do dia 30, demonstrando a importancia do
diagndstico precoce da gestacdo para fins cientificos.

Com base na literatura, entre odia 20 aos 30 de gestacdo, ocorre o inicio da formacéo
do alantocérion na por¢do do concepto no corno uterino ipsolateral ao CL, sendo o concepto
visualizado por ultrassonografia como uma vesicula preenchida de fluido (Silva & Ginther,
2010). Do dia 30 aos 60, a perda gestacional neste estudo foi de 50%, também um pouco
acima do relatado na literatura. Placentonios primordiais com microvilos, ténue adeséo entre o
epitélio materno e fetal e um sistema vascular primitivo sdo detectados em torno do Dia 32 de
gestacdo. ApoOs o primeiro més de gestacdo, a placentagdo continua com as carinculas
induzindo a hipertrofia e hiperplasia dos vilos cotiédonéarios, formando maiores e mais
complexos placenténios em torno do Dia 40 (King et al. 1979; Schlafer et al. 2000). Em
gestacBes naturalmente produzidas, as maiores taxas de perda gestacional também sédo
observadas durante os dois primeiros meses de gestacdo, exatamente durante o periodo de
intensas alteragdes vasculares e arquiteturais uteroplacentarias. Tem sido relatado que,
considerando toda a gestacdo, as perdas embrionéarias e fetais precoces (até 60 dias de

gestacdo) podem atingir até 50% dos embriGes transferidos artificialmente (Drost et al. 1999,
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Sartori et al. 2003). Entre os Dias 21 aos 45, a taxa de perda embrionaria varia de 10 a 21%
(Moreira et al. 2001, Chebel et al. 2003, Chebel et al. 2004). As maiores taxas de perda
gestacional observadas neste estudo ocorreram respectivamente nos periodos de 30 a 39 dias e
de 40 a 59 dias de gestacdo. Como comentado acima, os periodos de desenvolvimento do
alantocérion vascularizado e do desenvolvimento inicial da placentagdo mostram-se serem

criticos para a sobrevivéncia do concepto em prenhezes derivadas de clonagem por SCNT..

Quando as perdas gestacionais sdo consideradas em relacdo ao total de prenhezes
mantidas no periodo anterior de andlise, foi observada uma queda por periodo que variou de
aproximadamente 30 a 50%. Esse dado nos mostra que as perdas gestacionais ocorrem de
forma relativamente constante e elevada durante toda a gestacdo de clones bovinos
produzidos por SCNT. Em termos numéricos, maior nimero de perdas ocorreu nos periodos
anteriores a placentacdo. Neste estudo, ocorreu uma reducdo gradativa no ndmero de
gestacdes durante 0s noves meses e meio gestacionais, fato que limitou o nimero de gestacdes
em periodos finais para analises mais detalhadas. Vale ressaltar que ap6s a placentacao
inicial, o remodelamento da vascularizagdo materno-placentaria é continuo e suporta o
aumento gradual das demandas fetais para o transporte de nutrientes, gases respiratorios e
excretas durante o seu crescimento (Reynolds et al. 2006; Torry et al. 2007). O primeiro
aumento da exigéncia nutricional fetal comeca por volta do dia 90 pds-cobertura (Ferrel
1980). Por fim, o ultimo trimestre da gestacdo é caracterizado por intenso crescimento fetal e
paralelo aumento das trocas transplacentarias de nutrientes, gases e excre¢des (Reynolds et al.
1986; Reynolds et al. 2006). Portanto, os presentes dados sugerem fortemente que os periodos
de formacdo do alantocérion e dos placentbnios sdo criticos para o desenvolvimento do

concepto produzido por SCNT e determinantes para a ocorréncia das perdas gestacionais.

Os dados de perdas gestacionais por periodos aqui mostrados também sugerem que as
perdas apds o periodo de placentacdo poderdo ocorrer devido a uma dificuldade de
remodelamento e adequacdo placentaria as rampantes necessidades de trocas. A causa desse
deficiente remodelamento placentario durante a gestacdo pode estar relacionado a um
desenvolvimento placentario inicial inadequado. Tem sido descrito que durante o primeiro
trimestre de gestacédo de clones produzidos por SCNT, as perdas gestacionais sdo associadas a
uma placentacdo anormal, apresentando um reduzido nimero de placenténios e inadequada
vascularizagéo do saco alantoideano (Wells et al. 1999; Hill et al. 2000). Nesse contexto sdo

sugeridos trés diferentes fenotipos de placenta entre os dias 30 e 90 com base em sua
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arquitetura: (1) crescimento rudimentar; (2) cotilédones hemorrégicos; e (3) aspecto
macroscopico semelhante a prenhezes naturalmente concebidas. Tais alteragdes placentérias
sdo determinantes para a sobrevivéncia fetal entre os Dias 30 e 90. Antes do Dia 45, placentas
oriundas de abortamentos apresentam epitélio corionico e formacdo vascular deficiente.
Placentas de fetos que sobrevivem até o Dia 50 apresentam melhor desenvolvimento epitelial,
entretanto sem a formacdo de placentonios funcionais, resultando em morte fetal por
deprivacdo de nutrientes. As placentas que apresentam ndmero suficiente de placentdnios para

suporte do desenvolvimento fetal sdo capazes de manter a gestacéo até o segundo trimestre.

7.2. ESTUDO 2

Pela primeira vez na literatura, trés diferentes apresentacdes gestacionais em
receptoras de embrides bovinos clonados por SCNT séo descritas em animais domésticos. Em
todos os trés fendtipos as receptoras mantiveram o corpo luteo ativo por um longo periodo
apos a fase esperada para a lutedlise fisiologica. Este estudo relata a ocorréncia de 13
receptoras de embrides clonados que foram diagnosticadas com corpo luteo persistente e
presenca de uma saculacdo uterina exatamente similar a vesicula embrionaria, porém o
embrido nunca foi localizado, sendo estas gestacfes denominadas de anembrionadas. Além
desse grupo de receptoras, noutro 16 receptoras apresentaram corpo lteo persistente e ativo
por varios dias ap6s a TE e acima do periodo estimado para lutedlise fisiologica, ou seja, um
corpo lateo persistente, mas sem o desenvolvimento da vesicula embrionaria e do embrido.
Prenhezes anembrionadas tém sido descritas em mulheres e associadas a perda gestacional
precoce (Johnson et al, 1993; El-Refaey et al, 1992; Petrovi¢ et al, 1994). Os achados deste
estudo sdo inéditos na literatura e estimulam questionamentos sobre a embriogénese inicial e
0 remodelamento uterino nessas gestagdes, abrindo caminho para novos estudos e gerando um

modelo experimental animal para ser comparado aos casos observados em mulheres.

A reprogramacdo genética do DNA, através da expresséo e inibigdo génica, além de
regular a completa formacdo do embrido e da placenta durante todo o periodo gestacional,
também participa do desenvolvimento do individuo apés o seu nascimento até a sua morte
(Wolf et al. 2001, Seisenberger et al. 2012, Huan et al, 2015). Alteracfes epigenéticas de

reprogramacao génica tém sido sugeridas como causa da pobre comunicacdo embrionario-
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materna e pelo desenvolvimento incompleto da placenta, resultando em baixas taxas de
sobrevivéncia apos o procedimento de SCNT. O perfil de expressdo genética das células
adultas diferenciadas € abolido e um novo perfil de expressdo embrionario deve ser
estabelecido para permitir o desenvolvimento do embrido clone (Hiendleder et al. 2004; Loi et
al. 2007; Niemann et al. 2008). Alteracdes da metilacdo do DNA tém sido encontradas em
embrides de clones bovinos produzidos por SCNT e no feto em niveis globais ou gene-
especificos (Dean et al. 2001; Kang et al. 2001; Hiendleder et al. 2004). Estas alteracGes
podem ter sido causas da elevada incidéncia dos fenotipos gestacionais anémalos detectados

neste estudo.

As duas apresentacdes gestacionais anémalas (CAG e CPCL) levantam grandes
questionamentos a respeito de sua competéncia na regulacdo de fases criticas do
desenvolvimento gestacional, como o reconhecimento materno da gestacéo, a placentacéo e o
remodelamento do complexo Utero-placentario-fetal para permitir o desenvolvimento da
prenhez até o termo. Provavelmente, essas duas apresentacdes estdo expressando fatores,
como o IFN-tau, no momento chave da gestacdo inicial para bloquear o processo luteolitico
de forma semelhante ao observado fisiologicamente em gestacdes naturalmente produzidas.
Ou seja, em algum momento da fase inicial dessas gestacGes, células trofoblasticas se
desenvolveram ao ponto de produzir e secretar IFN-tau no limen uterino em quantidades
suficientes para realizar o bloqueio da lutedlise, permitindo o reconhecimento materno da
gestacdo. Mesmo as receptoras do grupo CPCL, onde nenhuma evidéncia de vesicula
embrionaria foi detectada por ultrassonografia, mas somente uma sugestdo de presenca de
algum tecido no Iimen uterino pelas linhas ecogénicas observadas em alguns destes animais,
0 reconhecimento materno da gestacdo ocorreu. Dados da literatura indicam que em mulheres
a producdo de hCG em prenhezes anembrionadas € inferior a produgdo observada em
prenhezes normais (Johnson et al, 1993). Acreditamos que o limiar de produgéo de INT-tau
permitindo o bloqueio da lutedlise foi atingido, no entanto, a capacidade de producéo desta
substancia entre os fenoOtipos gestacionais de clones aqui descritos e de gestacOes

naturalmente produzidas necessitam de maiores investigacoes.

Outro aspecto a ser discutido € o fato de celulas responsaveis por originar o embrido
propriamente dito (EP) ndo se desenvolverem ao ponto do embrido ser detectado por
ultrassonografia em ambos o0s grupos de gestacGes andmalas. As gestacdes CPCL

apresentaram o CL ativo de 25 a 59 dias de gestacdo (média de 38.33 £ 2.18 dias). Isso
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significa que apesar de n&o ter ocorrido o desenvolvimento do embrido propriamente dito e
dos anexos placentarios a ponto de serem vistos por ultrassonografia, provavelmente, ocorreu
a formacdo do trofectoderma, que liberou INF-tau inibindo a lutedlise. Algumas dessas
gestacdes ndo apresentaram qualquer sinal de vesicula ou liquido no utero, enquanto em
outras foi detectada a presenca infima de liquido no uUtero, podendo significar uma formacéo
mais adiantada dos anexos placentérios, porém esse foi 0 méximo desenvolvimento inicial
presente nessas apresentacdes. As receptoras que apresentaram um pouco mais de
desenvolvimento placentario, provavelmente, foram gestacdes que regrediram o corpo luteo
mais tardiamente, aos 59 dias. Enquanto o inverso também pode ter ocorrido, com regressdo
mais recente do corpo luteo nas gestacGes que tiveram menos desenvolvimento embrionario,

ndo apresentando qualquer sinal de gestacdo por ultrassonografia.

No caso das prenhezes anembrionadas (CAG), da mesma forma que no grupo CPCL,
sugere-se que houve desenvolvimento do trofectoderma fetal, produzindo INF-tau, inibindo a
lutedlise e estimulando o reconhecimento materno da gestacdo. Além da formacdo do
trofectoderma, a gestacdo CAG teve desenvolvimento dos anexos placentérios, apesar de ndo
ter sido detectada a presenca do embrido propriamente dito. A possivel explicacdo para a
formacdo somente das membranas fetais poderia ser as alteracdes na reprogramacao genética
que favoreceram o desenvolvimento do trofectoderma dando origem aos anexos placentéarios,
enquanto desfavoreceu o desenvolvimento da massa celular interna que originaria o embrido
propriamente dito. Além disso, o grupo CAG apresentou uma variacdo de sobrevivéncia entre
28 e 108 dias (48.0 £ 7.74), uma variabilidade muito grande no tempo de vida do CL ativo, 80
dias de diferenca entre a receptora que sofreu lutedlise mais precoce em relacdo a mais tardia,

0 que mostra ser este um grupo muito heterogéneo.

Mesmo na auséncia do embrido, 0s anexos placentarios continuaram a se desenvolver
e a quantidade de liquido no utero aumentou com o decorrer da gestacdo. As gestacOes
anembrionadas se mantiveram até o momento em que 0s anexos placentarios poderiam se
desenvolver, aparentemente, na independéncia da presenca do embrido propriamente dito. A
partir do momento em que ocorre a formacéo e crescimento da membrana alantocoribnica, a
presenca do embrido é necessaria para o desenvolvimento vascular deste tecido (Greenstein et
al. 1958; King et al. 1980; 1981; 1982; Leiser & Kaufmann, 1994) para a manutencdo e
posterior desenvolvimento dos anexos placentarios. Portanto, o crescimento apenas das

membranas ndo é suportada por longos periodos de tempo, levando a regressao e perda da
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gestacdo. Pelas avaliagBes ultrassonograficas, o embrido ndo foi detectado em nenhuma
dessas gestacdes. No entanto, ndo podemos afirmar que nenhum tecido embrionério estava
presente nestas gestacdes. Este fato poderia justificar a grande variabilidade de sobrevivéncia
observada nessas gestacOes, ou seja, aquelas que se mantiveram por mais tempo poderiam ter
apresentado um nivel de desenvolvimento tecidual do alantocérion mais adequado, o que

permitiu sua sobrevivéncia por um periodo de tempo maior.

Sobre esse assunto, trabalhos na literatura (Greenstein et al. 1958; King et al. 1980;
1981; 1982; Assis-Neto et al. 2009) descreveram a embriologia do desenvolvimento do
concepto bovino e mostraram que no periodo de 25 a 30 dias do desenvolvimento das
gestacdes normalmente-produzidas, ocorre expansdo do saco alantoideano, e posterior unido
dele com o cérion, formando a placenta alantocoriénica. Apesar de haver perdas nas gestaces
anembrionadas também nesse periodo, algumas gestacdes conseguiram formar a placenta
alantocoribénica. Nos dias 30 a 50 das gestacdes normalmente-produzidas ocorre justaposicdo
mais firme entre o corion e o alantoide e aumento da vascularizacdo dessas membranas, ao
mesmo tempo em que 0 &mnio delimita o embrido, formando a membrana amniotica. Os dias
50 a 60 sdo marcados como o inicio da fase fetal e os vasos alantoideanos se encontram perto
do feto e sdo direcionados para as extremidades do saco gestacional e por toda a regido acima
do &mnio. Nessa fase as membranas sdo ligadas pelo corddo umbilical fetal. Nos dias 60 a 70
a membrana alantocoriénica mantém intimo contato com o feto, e os vasos do cordao
umbilical ramificam-se da regido ventral do feto para toda a superficie das membranas
(Greenstein et al. 1958; King et al. 1980; 1981; 1982; Assis-Neto et al. 2009). A partir do dia
50 em diante nas gestacGes anembrionadas, a probabilidade das gestacGes se manterem seria
cada vez mais dificil, devido a necessidade da presenca do feto, como ocorreu em muitas
gestacdes que se perderam nesta fase. Apesar disso, algumas receptoras que mantiveram
membranas preenchidas por liquido no Gtero e o corpo liteo ativo até 108 dias, nos induziu a
acreditar que, provavelmente, conseguiram estender o0 maximo a formacdo placentéria sem
presenca do feto e manter as membranas vascularizadas, estagnando o0 crescimento

placentario até o momento da lutedlise.
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8. CONCLUSAO

8.1. ESTUDO 1

Em conclusdo, o presente estudo detalhou por periodos criticos do desenvolvimento
gestacional a ocorréncia de perdas em gestacGes de clones bovinos produzidos por SCNT. Foi
mostrado que o periodo critico e determinante para o estabelecimento e desenvolvimento da
prenhez, ap0s a deteccdo ultrassonografica do concepto, compreende os periodos de
desenvolvimento do alantocérion e de placentagdo inicial. Confirmando, assim, a primeira
hiptese do experimento: maior incidéncia de perdas gestacionais em prenhezes de clones
bovinos por SCNT é observada da deteccdo do concepto até o dia 60 da gestacdo, coincidindo

com o periodo de placentacao.

Os dados apresentados mostram atraso no desenvolvimento do concepto observado
por ultrassonografia transretal em prenhezes derivadas de clonagem por SCNT quando
comparado com prenhezes naturalmente concebidas. Confirmando a segunda hipdtese desse
experimento: perdas gestacionais podem ser preditas com base no exame das alteracdes de
desenvolvimento (morfovasculares) do concepto visualizadas por meio de exame por

ultrassonografia nos modos B e Doppler.
8.2. ESTUDO 2

Pela primeira vez na literatura € relatada a ocorréncia em receptoras de embrides de
clones bovinos produzidos por SCNT de dois fendtipos gestacionais anémalos, as gestacbes
anembrionadas e receptoras apresentando corpo lUteo persistente. Além disso, esta € a
primeira descricdo na literatura de gestacfes anembrionadas em animais domésticos. Esses
achados culminam com novos questionamentos sobre a importancia do concepto
(embrido/feto e seus anexos) na modulacdo do ambiente uterino durante a fase inicial da
gestacdo. O estabelecimento e desenvolvimento adequado da gestagdo ap0s o periodo de
reconhecimento materno e durante o processo de vascularizagdo placentéria é crucial para a
manutencdo da gestacdo, sendo 0 momento critico para a ocorréncia das perdas gestacionais
nas gestacbes incompetentes. O presente estudo abre portas para novas investigacoes
utilizando o modelo experimental de gestacGes bovinas de embrides clonados por SCNT para
se compreender os mecanismos de modulacdo e regulacdo do desenvolvimento morfovascular

do complexo utero-placentario-fetal durante a gestacao inicial.
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