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1. INTRODUCAO

A clonagem em equinos é uma técnica de reproducdo avancada que visa a
criacdo de cdpias geneticamente idénticas de um animal a partir de células sométicas.
Durante esse processo, 0s nucleos dessas células sdo transferidos para um évulo
enucleado. As células resultantes sdo estimuladas a se dividir e formar um embrido,
este é implantado em uma égua receptora (CAMPBELL et al., 1996).

Os dois principais tipos de células utilizados nesse processo sao 0S
fibroblastos oriundas do tecido conjuntivo e as células-tronco mesenquimais. Os
fibroblastos sdo frequentemente utilizados devido a sua facilidade de obtencao por
bidpsia cutéanea, enquanto as células-tronco mesenquimais, de tecidos como a
medula Ossea sao preferidas pela sua plasticidade e potencial regenerativo
(OLIVEIRA et al., 2018).

Além da relevancia cientifica do estudo da reprogramacédo nuclear e do
desenvolvimento embrionario do cavalo por esta técnica, o interesse na clonagem
aumentou para manter e reproduzir a composi¢cdo genética de alta qualidade de
animais esportivos. Por esta razdo, desde que o primeiro cavalo clonado nasceu
(GALLI et al., 2003), pesquisadores tém buscado aprimorar a metodologia para
aumentar as taxas de descendentes saudaveis (OLIVEIRA et al., 2018).

Potros clonados de programas de clonagem nos EUA, Argentina e na
Colébmbia mais recentemente, apresentaram uma série de patologias desde a
gestacdo até periodo neonatal, como mortalidade embrionaria precoce, abortos,
natimortos e nascimento de potros fracos (JOHNSON et al., 2010; JOHNSON &
HINRICHS, 2015). Entretanto, essas alteracdes ocorreram em menor frequéncia em
gestacdes de potros clonados de células da medula 6ssea quando comparados aos
obtidos a partir de células de fibroblastos (OLIVERA et al., 2018).

Esses ultimos autores argumentam que a eficiéncia da transferéncia nuclear
se deve a capacidade da célula doadora de estar em um estagio totipotente
comandado pelo receptor do odécito, que justificaria melhores indices das células
mesenquimais. Dessa forma, o objetivo deste estudo € comparar o potencial de
desenvolvimento de potros derivados de células mesenquimais (MSQ) com potros
derivados de fibroblastos (FB), com foco na avaliacdo clinica patolégica para
determinar o efeito da célula doadora nuclear nos clones.

2. METODOLOGIA
Foram utilizados no total, dados de 298 potros clones oriundos de

Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (SCNT), sendo 109 potros clones
oriundos de fibroblastos (FB) e 189 oriundos de células mesenquimais da medula
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O0ssea (MSQ), advindos de centros de clonagem da Argentina, nascidos nas
temporadas de 2014 a 2022. As gestacoes foram diagnosticadas por ultrassonografia
transretal 7—15 dias apos a transferéncia do embrido clone. Entre 20 e 30 dias antes
do parto previsto, as éguas prenhes foram transportadas para um hospital de equinos
(KAWELL, Equine Rehabilitation Center, Solis, Argentina) para parir. Durante a fase
final da gestacéo, a frequéncia cardiaca e a atividade fetal, a qualidade da placenta e
anormalidades umbilicais foram monitoradas por ultrassonografia transabdominal,
todos os dias e em casos necessarios, duas vezes ao dia, ja a ultrassonografia
transretal, era realizada a cada 15 dias ou se necessario, toda semana.

Quando as éguas apresentavam sinais iminentes de parto, as mesmas eram
conduzidas para baia maternidade para o monitoramento do parto. Apds a expulsao
do neonato, esperava-se a eliminacdo das membranas fetais naturalmente, as quais
foram coletadas e avaliadas quanto ao peso e a presenca de anormalidades.
Amostras sanguineas foram coletadas por punc¢éo jugular do neonato clone, em tubos
sem anticoagulante, apds decantacdo, as amostras foram centrifugadas, e 0 soro
obtido, armazenados em eppendorfs em freezer -20° até as dosagens. As coletas
foram realizadas nas primeiras 3 horas apds o0 hascimento. Os niveis plasmaticos de
creatinina foram aferidos pelo método de espectrofotometria (Byosystem bts 300®).
Foram comparados os dados de tempo de gestacdo em dias, sobrevivéncia ou néo
ao nascer até 15 dias ap0s nascimento, peso ao nascer (kg), peso da placenta (kg),
relacdo entre o peso do potro e peso da placenta, e a concentracdo de creatinina
(mg/dL) dos potros provenientes de clonagem a partir de fibroblastos e células
mesenquimais.

A comparagdo entre grupos foi realizada por Qui-quadrado para variaveis
categoricas e Test T para variaveis quantitativas. As diferencas nos valores médios
foram consideradas significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrao. Potros clones
gerados a patrtir de fibroblastos (FB) apresentaram maior peso ao nascer em relagao
aos potros clones oriundos de células mesenquimais (MSQ) (p < 0,05), os valores
estdo descritos na Tabela 1. Considerando que os cavalos da raga Al Polo Argentino
nascem com 45-55 kg em média (de acordo com informacdes obtidas do hospital
equino argentino Kawell), ambos os grupos de clonagem estavam na faixa de
normalidade.

Tabela 1 - Parametros clinicos e taxa de mortalidade em potros a termo, clonados
a partir de células mesenquimais e fibroblastos

Parametros Células mesenquimais Fibroblastos
n= 189 n= 109
Peso placenta (kg) 4,75+ 1,12 5,64 +2,1°
Peso potro (kg) 43,5+ 6,22 45,3 +6,9°
Peso potro/ peso placenta 9,5+2,22 9,1+4,42
Tempo de gestacao (dias) 347,7 £13,12 348,2 £ 15,22
Creatinina (mg/dL) 2,37+1,22 2,54 +1,62
Mortalidade (%) 5,82 16,7°

Letras diferentes na mesma linha denotam diferenca estatistica no Teste T e Qui- quadrado
(mortalidade).

A taxa de mortalidade ao nascer também foi maior para o grupo FB (16,7%,
n=18/109) do que no grupo MSQ (5,8%, n=11/189). Resultados semelhantes foram
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vistos por OLIVERA et al., (2017) e OLIVERA et al., (2018), com clones da raca Polo
Argentino em até 3 semanas de vida. Recentemente, um estudo semelhante
conduzido na Colémbia, buscou, além de outras analises, verificar o risco de morte
em clones em cada linhagem celular. A analise revelou que o grupo de origem
fibroblastica apresentou maior risco de morte, com uma razao de chances (OR) de 9.1
(p<0,01) em relacdo aos potros clonados de células da medula 6ssea e nao clonados.
Além disso, observou probabilidade significativamente maior de mortalidade (OR 4.4,
IC 1.03-17) (AYALA & ESPINOSA, 2024). Considerando que as células fibroblasticas
sejam menos eficazes na reprogramacdo nuclear e adaptacdo ao ambiente
embrionério do que as células mesenquimais, resultando nos indices inferiores na
viabilidade da prole.

Placentas provenientes do grupo FB apresentaram maior peso que placentas
do grupo MSQ (Tabela 1). Apesar disso, a placenta de clones FB néo ultrapassou a
relacdo de 10-11% no indice peso da placenta/peso do potro ao nascer, considerado
fisiologico. No presente estudo ndo foram colhidos dados das caracteristicas
macroscopicas das placentas, entretanto, essas alteracdes sédo frequentemente
relatadas em programas de clonagem de diferentes espécies, como edema
placentario, aumento de espessura da juncdo uteroplacentaria, corddo umbilical
espesso associado a vasos umbilicais dilatados e edema umbilical, dilatacéo do uraco,
foram relatados anteriormente em gestacdes equinas resultantes de clonagem. Mais
uma vez, essas alteracdes parecem estar associadas a reprogramacao genética
andmala da célula receptora, resultando em modificagdo epigenética inadequada no
desenvolvimento placentario (PALMIERI et al., 2008). Dessa forma mais estudos sao
necessarios para avaliar a morfologia placentéria a nivel histoldgico e ultra estrutural
e assim, corroborar com a técnica.

Neste estudo o tempo de gestacdo dos potros provenientes de células e MSQ
ndo apresentou diferenca (Tabela 1), e estava dentro do intervalo fisiolégico nesta
raca, que pode variar entre 310 e 365 dias (OLIVEIRA et al., 2018). Por fim, os niveis
de creatinina ndo diferiram entre grupos (Tabela 1) e nem extrapolaram os valores
esperados para neonatos equinos (1,1-2,0 mg/dL). Valores aumentados de creatinina
em neonatos sugerem disfuncdo placentaria, uma vez que ela atua como 6rgao
excretor fetal (MORRESEY, 2005; OLIVEIRA et al., 2018).

4. CONCLUSOES

Conclui-se que potros clonados a partir de células-tronco mesenquimais tiveram
menor taxa de mortalidade e menores pesos de placenta e potros, em comparacao
com aqueles clonados a partir de fibroblastos, sugerindo que a clonagem com células
mesenquimais pode ser uma alternativa mais segura e viavel para a producéo de
potros saudaveis.
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