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RESUMO
QUEIROZ, A. T. Z. Estudo comparativo entre o0s parametros clinicos,
hematoldgicos, bioquimicos e de hemogasometria de b ezerros clonados por
SCNT e de bezerros gerados por inseminacéo artifici  al. [Comparative study of
clinical, hematologic and biochemical profiles of SCNT cloned cattle with artificial
insemination produced cattle]. 2016. 104 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2016.
A clonagem animal por transferéncia nuclear de células sométicas (SCNT) € uma
técnica de reproducéo assistida que consiste em transferir o ndcleo de uma célula de
interesse a um o0cito previamente enucleado. Sua utilizacdo ainda apresenta
eficiéncia baixa, com perdas embrionéarias principalmente no inicio da gestacao, ou
em outras fases da gestacao e no periodo perinatal devido a interacdo materno-fetal
anormal com malformacgdes diversas na placenta. Apds o nascimento, a mortalidade
esta entre 12,5 e 42% devido as anormalidades neonatais ja descritas como a
sindrome do “large offspring”, com fetos exageradamente grandes, desenvolvimento
anormal da placenta e crescimento ndo sincronizado de 6Orgdos. Também s&o
relatadas malformacdes musculoesqueléticas, aumento do diametro do cordao
umbilical, dificuldades respiratorias e anormalidades metabdlicas. Acredita-se que o
mecanismo desta sindrome esteja relacionado com a reprogramacgdo nuclear.
Alinhando a gravidade das alteragcbes e o0 custo elevado da técnica, torna-se
necessario entender os mecanismos dessas alteracdes e desenvolver estratégias
para prevencdo e terapias para minimizar perdas. A avaliacdo dos parametros
hematolégicos e bioquimicos pode auxiliar no diagndstico e acompanhamento
terapéutico do neonato. O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros clinicos,
hematolégicos, bioquimicos e de hemogasometria de bezerros clonados por SCNT,
comparando o0s resultados com aqueles de bezerros gerados a partir de
inseminacéo artificial. Dos bezerros clonados deste estudo, quatro vieram a Obito no
periodo pds-natal. Alteracbes comuns nestes bezerros e que ndo ocorreram com 0S
demais foram: pesos extremos ao nascimento, muito altos ou muito baixos;
avaliacao baixa no APGAR, principalmente apds 5 minutos do nascimento; presenca
de liguido amnidtico com viscosidade elevada; pH sanguineo baixo imediatamente
apos o0 nascimento e elevacdo da creatinina sérica. As alteracdes nestes parametros
em bezerros neonatos clonados podem indicar um risco de complicagdo no quadro

geral dos clones, forcando medidas intensivas no tratamento para preservar a vida



dos mesmos. Outras alteragcdes frequentes nos clones, mas que n&o estavam
necessariamente relacionadas a um quadro de risco foram: aumento do diametro
dos vasos umbilicais; pH elevado ao nascimento e que evoluiu para acidose
respiratoria, acidose metabdlica ou acidose mista respiratoria e metabdlica; elevacao
do volume celular médio; leucocitose por neutrofilia que foi observado em todos os
clones devido a administracdo de corticoides ao nascimento; elevacao gradual da
contagem de plaquetas; diminuicdo da concentracdo de creatinina sérica e da
atividade de AST. A gamaglutamiltransferase apresentou uma elevacdo mais
discreta nos clones, podendo indicar uma falha na transferéncia de imunidade
passiva. A concentragdo de lactado apresentou-se elevada em todos os clones em

algum momento do periodo perinatal, indicando o quadro de acidose metabdlica.

Palavras-chave: Clonagem por SCNT. Neonatos. Alteracdes clinicas. Patologia

clinica. Bovinos.



ABSTRACT

QUEIROZ, A. T. Z. Comparative study of clinical, hematologic and bio chemical
profiles of SCNT cloned cattle with artificial inse mination produced cattle.
[Estudo comparativo entre os parametros clinicos, hematoldgicos, bioquimicos e de
hemogasometria de bezerros clonados por SCNT e de bezerros gerados por
inseminacao artificial]. 2016. 104 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.
Animal cloning by somatic cell nuclear transfer (SCNT) is an assisted reproductive
technique in which the nucleus of a donor cell is transferred to a previously
enucleated oocyte. Despite its potential benefits to research and agriculture, only 1%
of the reconstructed oocytes develop into live healthy neonates. Embryo losses may
occur early in pregnancy or in other stages of gestation, and during the perinatal
period. These losses have been associated to abnormalities in maternal-fetal
interaction, probably due to a deficient placental vascularization. Mortality rates after
birth range between 12,5 to 42%, and the main abnormalities are related to the large
offspring syndrome, with overly large cattle, abnormal placental development, and
desynchronized organ development. Other problems reported include muscle-
skeletal disorders, enlarged umbilical cord, respiratory distress and metabolic
disorders. The mechanism of this syndrome is probably related to nuclear
reprogramming. Considering the severity of these abnormalities and the high costs of
the technique, it is necessary to understand the mechanisms that lead to the
pathology and develop strategies for preventing and treating the affected animals,
minimizing financial losses. The evaluation of hematological and biochemical
parameters is a very important tool for diagnosis and therapeutics. The aim of this
study was to evaluate clinical, hematological and biochemical profiles, including
blood gas analysis in calves originated by SCNT embryos, as well as comparing the
same results from artificial insemination (Al) bred calves (control group). Amongst the
cloned calves in this study, four died in the post-natal period. The most common
abnormalities seen in these calves and that did not affect the others were: extreme
birth weights (low or high), low APGAR score, especially when evaluated 5 minutes
after birth, viscous amniotic fluid, low blood pH measured immediately after birth and
high serum levels of creatinine. These abnormalities may present a risk of general
health impairment in cloned calves, imposing better intensive care treatment in order

to minimize death losses. Other frequent abnormalities in clones, but not necessarily



related to risk of neonatal death immediately after birth are: enlarged umbilical
vessels, high blood pH at birth that progresses to respiratory acidosis, metabolic
acidosis or mixed respiratory metabolic acidosis, high mean cell volume, leukocytosis
with neutrophilia due to glucocorticoids therapy after birth was observed in all of our
clones, gradual increase in platelet count, low creatinine levels and low aspartate
aminotransferase levels. There was a slight increase in gamma glutamyltransferase
in clones compared to controls, which represent a poor passive immunity transfer.
Lactate levels were high in all of the cloned animals at some point of the perinatal

period, showing that they suffer from some degree of metabolic acidosis.

Keywords: Cloning by SCNT. Neonate calf. Clinical abnormalities. Clinical pathology.

Bovine.
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1. INTRODUCAO

A clonagem animal por transferéncia nuclear de célula somatica
(SCNT) é uma biotécnica que consiste em transferir o nucleo de uma célula de
interesse a um od0cito previamente enucleado (CAMPBELL et al., 1996). A utilizacdo
desta biotecnologia pode beneficiar a pesquisa e a agricultura. E defendida sob o
propésito da producéo de individuos com perfil de alta producdo ou qualquer outra
caracteristica que se queira manter no rebanho, para a conservagéo de espécies em
extincdo, para gerar individuos que produzam determinadas substancias de
interesse farmacologico ou para xenotransplantes (CAMPBELL et al.,, 1996;
EDWARDS et al., 2003; BUHLER, 2004).

Mesmo apos todos 0s avangos recentes neste campo, a clonagem
por SCNT ainda n&do apresenta uma eficiéncia adequada a ponto de permitir sua
expansdo comercial em larga escala. Cerca de 1% dos od0citos reconstruidos
resultam em produtos viaveis e saudaveis. Existe uma incidéncia alta de perdas
embrionérias, a maioria no inicio da gestagcédo, podendo ocorrer, também, em outras
fases da gestacao, assim como no periodo perinatal (HILL et al., 2000; FARIN et al.,
2006; SMITH et al., 2012). Em vacas e ovelhas, essas perdas tém sido associadas a
uma interacdo materno-fetal anormal devido a malformacdes diversas na placenta,
entre elas, uma vascularizagéo deficiente deste 6rgédo (HILL et al., 2000; DE SOUZA
et AL, 2001; FARIN et al., 2006; SMITH et al., 2012).

Ainda nos casos de gestacdes a termo, também existem relatos de
problemas com os neonatos. Nesta fase, as taxas de mortalidade circulam em torno
de 12,5 a 42% (HILL et al., 1999; PANARACE, 2007). As alteracbes observadas nos
neonatos foram caracterizadas como pertencentes a sindrome do bezerro grande.
Relatada na fase final da gestacdo é uma causa importante de morte de bezerros
clonados. As mortes fetais tardias presentes nesta sindrome estéo relacionadas com
a presenca de fetos exageradamente grandes, desenvolvimento anormal de
placenta e crescimento nao sincronizado de o6rgaos (FARIN e FARIN, 1995;
WILSON et al., 1995; YOUNG et al., 1998). Por haver uma maior incidéncia em
bovinos clonados por SCNT do que por transferéncia nuclear de células

embrionérias, acredita-se que o mecanismo desta sindrome esteja relacionado com



11

a reprogramacdo nuclear (HEYMAN et al., 2002). Também s&o descritas outras
doencas tais como malformagbes musculoesqueléticas (GARRY et al.,, 1996),
dificuldades respiratorias (PANARACE et al.,, 2007; BRISVILLE et al.,, 2011) e
anormalidades metabolicas (BATCHELDER et al, 2007a).

Em clones observa-se um periodo gestacional mais longo e os
bezerros neonatos podem exibir a sindrome da dificuldade respiratéria e outras
alteracdes que prejudicam sua sobrevivéncia (KRUIP e DEN DAAS, 1997; HILL et
al., 1999). Entre as causas de morte de bezerros clonados, citam-se a insuficiéncia
cardiaca esquerda e a dificuldade respiratéria. Podem ser observados sinais como
hiperventilagdo, dilatacdo ventricular esquerda, taquicardia, auséncia do reflexo de
succao e vasos umbilicais aumentados (HILL et al., 1999; CHAVATTE-PALMER et
al., 2002). Ha relatos de infeccbes, como ruminites e abomasites, coccidiose,
infeccdo apds trauma, aplasia timica, insuficiéncia renal e hipertermia paradoxal
(RENARD et al., 1999; WELLS et al.,, 1999; LEWIS et al.,, 2000; CHAVATTE-
PALMER et al., 2002).

Em virtude de todas essas alteracées graves que ocorrem em animais clonados e,
considerando o0s altos investimentos para a realizacdo da técnica, ha uma
necessidade de estudos controlados para entender 0os mecanismos dessas
alteracdes e desenvolver estratégias para prevencdo e terapias para minimizar
perdas por morte neonatal. A avaliacdo dos parametros hematologicos e
bioquimicos nestes casos funciona como uma ferramenta para auxilio no diagnéstico
das alteracbes presentes em cada animal, assim como para monitoramento da
terapéutica instituida (FELDMAN et al., 2000). O objetivo deste trabalho foi avaliar e
descrever as principais alteracbes nos parametros clinicos, hematologicos,
bioquimicos e hemogasometria de bezerros clonados por SCNT. Utilizamos como
referéncia, bezerros controles higidos, nascidos e tratados nas mesmas condi¢cfes
dos clones. O segundo objetivo deste trabalho foi determinar, a partir dos casos dos
clones que vieram a o6bito, quais foram as principais suspeitas da causa da morte e
as alteracdes dos parametros laboratoriais que coincidiram nos momentos proximos
ao Obito. Dessa forma, a presenca destas alteragfes pode chamar a atencao para a
gravidade do quadro geral de animais mais debilitados, para que os cuidados se

intensifiguem e as perdas sejam evitadas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CLONAGEM POR TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS SOMATICAS

O primeiro relato do nascimento de um animal por meio de uma
técnica de clonagem ocorreu em 1997, quando Wilmut et al. (1997) anunciaram o
nascimento de uma ovelha. Dolly, como foi chamada, foi clonada a partir de uma
célula da glandula mamaria de uma ovelha adulta.

O processo de clonagem por transferéncia nuclear de célula
somatica consiste em unir o nucleo da célula doadora e um odécito nucleado por meio
de um estimulo elétrico. Tanto células embrionarias quanto células adultas ndo tém
a capacidade de ativar odcitos, portanto estas células precisam ser ativadas de
forma artificial. O estimulo elétrico tem sido o mais utilizado, mas o estimulo quimico
ou a combinacédo de ambos também podem ser utilizados (WAKAYAMA et al., 1998;
LOIl et al., 1998; CIBELLI et al., 1998; WELLS et al., 1999).

O principal objetivo, assim como o maior desafio do processo de
clonagem é obter animais higidos e férteis. Desta forma, a eficiéncia da técnica é
calculada como a relacdo entre fetos desenvolvidos a partir do blastocisto e
transferidos para as receptoras, ou pela propor¢cdo entre animais nascidos vivos e
todos os odcitos transferidos (YANAGIMACHI, 2002; OBACK, 2009).

Embora tenha sido postulado que a habilidade da célula doadora em
ser reprogramada fosse inversamente proporcional ao seu estado de diferenciacéao,
experimentos tém mostrado que a eficiéncia da clonagem tem pouca relagdo com a
idade da célula. A eficiéncia do processo de clonagem depende da capacidade da
célula receptora enucleada em completar todas as reacdes de reprogramacédo e da
célula doadora de ser reprogramada (YANAGIMACHI, 2002; OBACK, 2009). A taxa
de sucesso da clonagem é em torno de 3% independentemente do tipo de célula
utiizado como doadora ou do estagio de desenvolvimento desta célula —
embrionaria ou senil (YANAGIMACHI, 2002). Por outro lado, células receptoras
podem ter uma maior habilidade de reprogramar seu genoma. Em bovinos, o uso de

zigotos ao invés de odcitos elevou a eficiéncia da clonagem (OBACK, 2009).
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2.2. ANORMALIDADES PLACENTARIAS EM GESTACOES DE CLONES POR
SCNT

A placentacdo em ruminantes apresenta algumas particularidades
em relacdo a outras espécies. Classificada como cotiledonaria sinepiteliocorial,
apresenta inumeros placentomas constituidos por caruncula (parte materna) e
cotilédone (parte fetal), ao invés de uma Unica area grande de contato materno-fetal
(ARNOLD et al., 2008; PETER, 2013). Os placentomas fornecem o aumento da
superficie necesséria para as trocas de substancias entre mae e feto. Um grande
namero de células binucleadas oriundas do trofoblasto deixa de seguir a citocinese
apos a divisdo celular. Entdo elas invadem e fundem-se com ceélulas epiteliais
carunculares para formar um pequeno sincicio e secretar proteinas da gestacdo. As
células do trofoectoderma estdo relacionadas com as modificagbes do epitélio
uterino, desde a implantacdo até o termo. As células uninucleadas produzem
interferon-tau que mantém o embrido no inicio da gestacdo, e tem funcdo no
reconhecimento materno. As células binucleadas produzem lactogénio placentario,
estrdgeno, progesterona e prostaglandinas. O estrogeno parece ter um efeito
positivo no processo de maturacdo da placenta, auxiliando no controle do
crescimento, diferenciacéo e funcao caruncular (PETER, 2013).

O desenvolvimento placentario, seu crescimento, vascularizacdo e
diferenciacdo ocorrem em grande velocidade no inicio da gestacdo. Fatores como
nutricdo, stress (principalmente hipotermia) e infeccdes afetam o desenvolvimento
da placenta. A restricdo ou o0 excesso de nutrientes podem suprimir a proliferacéo
celular e a vascularizacdo placentédrias (PETER, 2013). A expressdo de fatores
angiogénicos e seus receptores também séo afetados pela ma nutricdo. Para que o
desenvolvimento fetal seja adequado, € fundamental que haja um desenvolvimento
placentario correspondente, desde a implantacdo até seu crescimento e
vascularizagdo. Qualquer problema neste processo pode comprometer o
crescimento fetal (PETER, 2013). Placentas de animais originados a partir de
técnicas reprodutivas nao assistidas costumam ser normais funcional e
estruturalmente. Embrides originados a partir de técnicas assistidas tais como

fertilizacdo in vitro e transferéncia nuclear de células somaticas, costumam
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apresentar problemas de placentagdo que, aparentemente, estao relacionados com
a reprogramacdo genética (CHAVATTE-PALMER et al., 2012; PETER, 2013).
Acredita-se que o desenvolvimento deficiente da placenta possa ser um fator
importante para o desenvolvimento dos disturbios observados nos neonatos
oriundos da clonagem por SCNT.

A transferéncia nuclear de células somaticas é uma técnica
reprodutiva que, embora tenha sido aprimorada significativamente nos ultimos anos,
apresenta baixa eficiéncia. Cerca de 50 a 100% dos embrides clonados por SCNT
morrem entre 30 e 60 dias de gestacdo, antes ou logo depois da implantacao,
levando a absorcdo pelo utero ou eliminacdo do embrido. H& evidéncias de
hipoplasia e reducdo do desenvolvimento cotiledonario e consequente
desenvolvimento de uma placenta afuncional. Dentre as anomalias placentarias
observadas, podem-se citar placentomegalia, vascularizacdo deficiente do saco
alantoide, niumeros e tamanhos alterados dos placentomas (YOUNG et al., 1998;
HILL et al., 2000; EDWARDS et al., 2003; SMITH et al., 2012). O desenvolvimento
do alantoide e de sua vascularizacdo é essencial para a formacdo e funcdo da
placenta (HILL et al., 2000).

Alguns bezerros nascidos por meio dessa técnica também
apresentam anomalias descritas na sindrome do bezerro grande, primeiramente
descrita por Cibelli et al. (1998). Essa sindrome parece ser causada mais pela
manipulacédo dos odcitos in vitro do que pelo processo de clonagem (YOUNG et al.,
1998). Outras pesquisas descrevem o desenvolvimento de fetos clonados e suas
placentas com uma ampla gama de problemas sutis ou graves de desenvolvimento
(WILSON et al., 1995; KRUIP & DEN HAAS, 1997; FARIN et al., 2001). Portanto,
mesmo animais clonados com peso considerado normal, podem exibir diversas
modalidades de anomalias. O termo “sindrome do bezerro anormal”, sugerido por
Farin et al. (2006) seria a nomenclatura mais adequada para o quadro.

As principais alteragcbes macro e microscopicas de placentas de
animais clonados por SCNT e alguns mecanismos moleculares ja foram descritos.
Aparentemente, pouco pode ser feito de forma a evitar que essas alteracdes
ocorram. As pesquisas tém direcionado seus focos em descobrir as raizes do

desenvolvimento da placenta em bovinos clonados (ARNOLD et al., 2008).
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Durante o inicio do desenvolvimento placentario, embrides derivados
da clonagem pr SCNT podem apresentar tanto uma deficiéncia na formacéo dos
cotilédones, quanto um crescimento e vascularizacdo exacerbados. Muitas
interacOes entre carancula e cotilédone ndo formam placentomas, o que resulta num
namero reduzido destas estruturas. Essa reducdo de até 80% no numero de
placentomas pode acarretar em perda gestacional por volta do dia 90 de gestacao
(LEE et al., 2004). A observacao da forma e arranjo dos placentomas sugere que 0s
cotilédones tenham sido formados a partir da juncdo de varios outros cotilédones
pequenos. Histologicamente, a morfologia dos placentomas de bezerros clonados
por SCNT é similar ao de bezerros normais, embora haja indicios de um
desenvolvimento anormal. Também foi notada a presenca de cotilédones muito
pequenos, com menos de 1lcm de diametro, nas membranas fetais.
Histologicamente, embora pequenos, esses cotilédones sdo funcionais (MIGLINO et
al., 2007; CHAVATTE-PALMER et al., 2012).

A partir do dia 90 de gestacdo, as perdas esporadicas giram em
torno de 25 a 75%. Independente do namero de placentomas, o peso da placenta
tende a aumentar. Entre os dias 150 e 200 pode se estabelecer o hidroalantoide,
qgue corresponde a 50% das causas de morte neste periodo, e edema das
membranas fetais (CHAVATTE-PALMER, 2002; LEE et al., 2004; CHAVATTE-
PALMER, 2004).

O diametro do corddo umbilical em bezerros clonados por SCNT é
maior do que em animais gerados por inseminacao artificial. Histologicamente h&
auséncia das dobras no lumen arterial e venoso, com edema nas paredes
vasculares externas e engrossamento da camada muscular dos vasos. Isso implica
em hemorragia umbilical ao nascimento e predisposi¢cao a infec¢des, embora néo
esteja diretamente relacionado as perdas durante a gestacdo (MIGLINO et al., 2007,
BATCHELDER et al., 2007a; SMITH et al., 2012).

As anormalidades placentarias tém sido também associadas a
outras lesdes fetais como ascite, aumento do coracdo, esteatose hepatica, e lesdes
renais como hidronefrose, que podem afetar a viabilidade fetal, seu desenvolvimento
e sobrevivéncia apés o nascimento (MIGLINO et al., 2007). Os mecanismos destas

alteracdes ainda ndo foram completamente elucidados, porém foi proposto que seja
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devido & expressdo alterada de genes impressos importantes na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento fetal (BERTOLINI et al., 2002; FARIN et al., 2004).

2.3. ENFERMIDADES EM BEZERROS CLONADOS POR SCNT

Embora seja possivel a obtencdo de animais higidos e férteis
originados pela clonagem por SCNT, ainda existe uma alta incidéncia de perdas
embrionérias no inicio da gestacdo e nos periodos final da gestagdo e perinatal
(WILMUT et al., 1997; CIBELLI et al., 1998; KATO et al., 1998). Em bovinos e
ovinos, as perdas iniciais da gestacdo estdo associadas a ma formacao placentaria,
principalmente no que se refere a sua vascularizacao (HILL et al., 2000; DE SOUSA
et al., 2001). A gestacdo em clones costuma ser mais longa e 0s animais recém-
nascidos podem apresentar dificuldade respiratoria e varios tipos de anomalias que
prejudicam sua sobrevivéncia (WILSON et al.,, 1995; KRUIP & DEN HAAS, 1997,
HILL et al., 1999).

A sindrome do bezerro grande ou “large offspring syndrome” é uma
causa importante de morte no periodo perinatal de bezerros originados de embrides
manipulados em cultivos, como na fertilizacdo in vitro e na clonagem por SCNT
(YOUNG et al., 1998; CIBELLLI et al., 1998; FARIN et al., 2006; SMITH et al., 2012).
Essa sindrome ¢€é caracterizada por bezerros de tamanho exagerado,
desenvolvimento anormal da placenta (hidroalantoide, placentomas edemaciados e
em menor quantidade) e crescimento irregular dos orgaos incluindo coracao,
cérebro, medula espinhal, masculos esqueléticos (FARIN & FARIN, 1995; WALKER
et al., 1996; KRUIP & DEN HAAS, 1997; HILL et al., 1999). H4 uma maior incidéncia
desta sindrome em bezerros clonados a partir de células somaticas, quando
comparado aqueles originados de células embrionarias, mesmo quanto os embrides
sdo cultivados nas mesmas condigbes. Isso indica que h& um efeito da
reprogramacéao nuclear sobre esta sindrome (CHAVATTE-PALMER et al., 2004).

Uma pesquisa comparando bezerros gerados por SCNT e bezerros
oriundos de inseminacéo artificial observou ascite abdominal e edema em fetos

clonados abortados. Nestes animais, as placentas apresentavam cotilédones
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grandes e edematosos, em quantidade reduzida. Um dos rins de um feto (n=12) era
exageradamente grande e, num natimorto, os dois rins estavam autolisados. Apenas
um animal apresentava figado gorduroso e varios fetos apresentavam quantidade
maior de gordura abdominal (CHAVATTE-PALMER et al., 2002). O peso corpéreo
dos bezerros clonados era maior do que nos bezerros do grupo controle (oriundos
de inseminacao artificial e fertilizacdo in vitro). A temperatura retal em clones
também foi mais elevada do que nos bezerros controle. Picos de 41°C na
temperatura retal em clones foram observados sem qualquer sinal clinico ou relagéo
com temperatura ambiente. Os parametros hematoldgicos neste trabalho foram
avaliados em 21 clones e oito controles. Hematdcrito, contagem de hemacias,
concentracdo de hemoglobina, contagem total e diferencial de leucdcitos, bioquimica
clinica (ureia, creatinina, AST e ALT) estavam dentro dos valores considerados
normais, exceto por um animal que, devido a aplasia linfoide (RENARD et al., 1999),
apresentou valores baixos na contagem total de leucdcitos e na contagem de
hemacias. Entretanto, o volume celular médio (VCM) foi significativamente maior em
clones. Esses valores tendem a decrescer no decorrer da gestacdo, porém as
idades gestacionais eram as mesmas para clones e controle. A relacdo
neutrofilo:linfécito, que reflete a maturagdo da adrenal, estava significativamente
elevada em clones. A concentracdo basal de cortisol estava diminuida em clones,
assim como nos bezerros controle, todos nascidos de cesariana. Aparentemente,
esta diminuicdo est4 mais relacionada com a cesariana do que com a clonagem em
Si.

Outro trabalho estudou as caracteristicas clinicas e patoldgicas de
13 bezerros da raca Holandesa clonados por transferéncia nuclear. Dos 13 bezerros,
dois morreram apOs 0 nascimento, cinco morreram no Utero e seis sobreviveram.
Apenas dois bezerros nasceram de parto natural e seis nasceram por cesariana,
pesando entre 44 a 58,6Kg. Dos oito bezerros, os dois que apresentaram
hidroalantoide, espessamento dos vasos umbilicais, edema do alantoide,
hidroamnio, edema do amnio, morreram quatro dias e seis semanas ap6s o
nascimento. As anormalidades das placentas observadas em alguns bezerros
coincidiram com as anormalidades cardiopulmonares, inclusive a hipertenséo
pulmonar congénita grave. Apos a morte do primeiro bezerro apresentando sinais de

imaturidade pulmonar, o grupo resolveu tratar todos os outros bezerros com
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oxigénio, além dos outros tratamentos especificos para as enfermidades
apresentadas. Outras alteracdes apresentadas por este bezerro foram degeneracéo
hepatica, dilatacdo do ventriculo direito. O segundo bezerro morreu devido a
pneumonia. Natimortos e fetos abortados apresentaram sinais de doenca
cardiovascular (congestdo hepética passiva cronica, aumento do ventriculo direito) e
anormalidades placentarias. Dos cinco fetos, dois apresentavam edema de placenta
e veias umbilicais com o dobro do diametro esperado para a idade dos fetos (HILL et
al., 1999).

Onze bezerros nelores clonados e necropsiados no Laboratério de
Patologia Animal da Universidade de Sao Paulo — USP apresentaram outras
alteracbes tais como aumento das dimensdes das  articulacdes
metacarpofalangeanas e metatarsofalangeanas, efusdo abundante de fibrina na
cavidade toracica, conteddo pulmonar corado com mecbnio proveniente de
aspiracdo, enfisema pulmonar difuso, atelectasia pulmonar difusa, edema pulmonar,
hemorragia e congestao pulmonar. Coragéo e grandes vasos também apresentaram
malformacdes: cistos hematicos, persisténcia do forame oval, persisténcia do ducto
arterial, dilatacdo do ventriculo direito, justaposicdo de musculos papilares,
hipertrofia excéntrica do miocardio ventricular e sufusdes. No sistema digestorio
havia sufusdes e vibices distribuidos pelas mucosas ruminal e abomasal, congestao
hepatica, coloracdo amarelada do parénquima e bordos irregulares. Havia poucas
lesBes renais sendo estas caracterizadas por calices dilatados. A hipoplasia de timo
foi observada em 84,6% dos animais necropsiados (SANTOS et al., 2010).

Tem sido descrito que bezerros clonados apresentam parametros
hematoldgicos, bioquimicos, gases sanguineos e eletrolitos semelhantes aos
bezerros controle no periodo pés-parto imediato. A diferenga mais notavel foi a
reducdo da contagem de hemacias e leucdcitos totais até uma hora apds o
nascimento. No perfil eletrolitico, houve elevacdo das concentracées de sodio e
cloreto e reducdo das concentracfes de potassio e bicarbonato quando comparados
aos controles. No perfil bioquimico, observou-se hipoglicemia e hiperfrutosemia nos
bezerros clonados. Embrides clonados por SCNT cujas placentas apresentavam
placentomas grandes e em pequena quantidade apresentavam concentracfes
reduzidas de glicose nos liquidos fetais. Dessa forma, os fetos podiam apresentar

privacdo de nutrientes. Considerando que a placenta é a fonte de frutose para o
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recém-nascido, a elevacdo de sua producdo pela placenta pode ser um fator
importante na etiologia das alteracdes cardiacas e umbilicais. Segundo os autores,
essas diferencas séo resultado da maior dificuldade dos clones em se adaptar a vida
extrauterina. Também € necessario determinar qual a relacdo destas alteracdes com
a morfologia anormal da placenta nesses animais (BATCHELDER et al., 2007a;
BATCHELDER et al., 2007b).

As perdas observadas na técnica de clonagem por SCNT ainda séo
um fator limitante e representam uma parcela importante dos investimentos
econdmicos e uma preocupacédo justificAvel com questdes relacionadas ao bem
estar animal. Ainda h& questbes relacionadas aos mecanismos e causas de
alteracdes que precisam ser elucidadas e inteiramente compreendidas para que se

elaborem alternativas preventivas e terapéuticas para reduzir estas perdas.
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3. OBJETIVOS

1) Descrever os parametros clinicos e laboratoriais de bezerros neonatos clonados
por SCNT, relatando as principais alteracdes presentes.

2) Estabelecer um grupo de bezerros controle sujeitos ao mesmo tratamento dos
clones para eliminar a possivel interferéncia do tratamento.

3) Comparar as alteracdes laboratoriais com o quadro clinico dos bezerros clonados
por SCNT utilizando, como referéncia, os valores obtidos com os bezerros gerados
por inseminacgao artificial ou monta natural.

4) Determinar, por meio de comparagdo entre o0s bezerros clonados que
sobreviveram ao periodo perinatal e os que nao sobreviveram a este periodo, quais
as alteracbes que revelam sinais de deterioracdo do estado de saude geral dos

clones e que coincidem com a morte do bezerro.
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4, HIPOTESE

A andlise das alteracbes de alguns parametros hematologicos,
bioquimicos e de hemogasometria podem predizer a evolucdo do quadro clinico de
bezerros neonatos clonados por SCNT, indicando a sobrevivéncia ou nao do

bezerro.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. LOCAL

O experimento foi realizado nas instalacbes da Fazenda
Experimental da Universidade Norte do Parana — UNOPAR, no municipio de
Tamarana, Parana, localizado a uma altitude de 753m, tendo como coordenadas
geograficas, 23°43'24" de latitude Sul e 51°05'50” de longitude Oeste, no periodo de
junho de 2010 a novembro de 2011.

5.2.  ANIMAIS UTILIZADOS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

As receptoras dos clones e dos controles eram vacas da raca
Girolanda, criadas a pasto, com suplementacdao de mistura mineral (Sal Mineral
Fosbovi Reproducdo ®Tortuga), vacinadas contra brucelose aos oito meses, febre
aftosa, clostridioses, IBR, BVD e leptospirose, segundo protocolo pré-estabelecido
pela fazenda experimental. Foram vermifugadas com ivermectina de longa acao no
periodo da campanha de vacinacéo contra febre aftosa, em maio e novembro.

A monta natural foi feita em trés dos controles. Para os demais
controles e clones, foi realizado o seguinte protocolo de sincronizagdo: no dia zero
(DO) foram colocados implantes intravaginais de progesterona e administrados 2mL
de benzoato de estradiol. No dia 8 (D8) os implantes foram retirados e foram
administrados 2mL de prostaglandina, 1mL de cipionato de estradiol e 1,5mL de
gonadotrofina coribnica equina. No dia 10 (D10) foram realizadas as inseminacdes
artificiais em tempo fixo (IATF) nas vacas sincronizadas para a obtencdo dos
controles (quatro animais). No dia 17 (D17) foram feitas as transferéncias de
embrides em tempo fixo nas receptoras dos clones.

Para estudar as diferencas entre os parametros hematoldgicos,

bioquimicos e de hemogasometria de bezerros clonados por SCNT e de bezerros



23

gerados por inseminacao artificial ou monta natural, dois grupos foram formados: (1)
Grupo Controle formado por sete bezerros neonatos machos da raca Girolanda
gerados por inseminacgao artificial ou monta natural; (2) Grupo Clone formado por
bezerros neonatos machos (nove animais oriundos da clonagem de um touro) e
bezerros neonatos fémeas (trés animais oriundos da clonagem de uma vaca), todos

da raca Girolanda, gerados a partir de embrides clonados pela técnica de SCNT.

5.3. PRODUCAO DE EMBRIOES CLONADOS POR SCNT

Colheita de od6citos. Os ovarios de fémeas bovinas foram coletados
num abatedouro na cidade de Londrina, PR, logo apds o abate e transportados em
solucéo fisiolégica estéril (NaCl 0,9%) com 50 mg/ml de gentamicina (Sigma, G1397)
a 30° C. Foram lavados em NaCl 0,9% e aspirados com auxilio de uma agulha (1,20
X 40 mm). O liquido folicular com os odcitos foi depositado em tubos conicos de 50
mL e mantido em repouso para decantagdo por 5 minutos. O pellet foi adicionado a
5 ml de meio H199 [Meio 199 com 25 mM de hepes (Sigma, M7528) acrescido de
50 mg/ml de gentamicina e 5% de soro fetal bovino]. Cultivo de maturacgao in vitro.
Apos a classificacdo, os oocitos foram transferidos para o meio de maturacdo Meio
199 (Sigma, M4530) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 5,0 pg/mL de LH
(horménio luteinizante), 0,5 pg/mL de FSH (horménio foliculo estimulante), 0,2 mM
de piruvato e 50 mg/mL de gentamicina. Os odcitos foram cultivados in vitro durante
18 horas, em gotas de 100 pl de meio de maturacédo sob 6leo mineral, a 38,5° C e
atmosfera de 5% de CO,. Cada gota continha aproximadamente 20 o6citos (ADONA
et al., 2011). Cultivo das células doadoras de nucleo. Uma amostra de tecido (pele)
com aproximadamente 3 mm? foi coletada dos animais que seriam clonados. A
amostra foi transportada a 4°C em PBS com 50 pg/mL de gentamicina. A amostra foi
dividida em pequenos fragmentos que foram depositados no fundo de placas de
Petri (35 mm) com 500 pL de meio de cultivo celular (DMEM suplementado com
20% de soro fetal bovino, 0,4 uM de piruvato, 50 pg/mL de glutamina e 50 ug/mL de
gentamicina). Apos a agregacado das ceélulas (fibroblastos) no fundo da placa, as

amostras de tecidos foram removidas e o meio substituido por DMEM suplementado
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com 10% de soro fetal bovino até atingirem a confluéncia (ADONA et al., 2011).
Congelacdo das células. ApOs as células atingirem a confluéncia elas foram
desagregadas das placas com tripsina 0,25% em DMEM. A inativacéo da tripsina foi
com DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,4 uM de piruvato, 50
pHg/mL de glutamina e 50 pg/mL de gentamicina durante a centrifugacdo da amostra
a 200 ‘g’ por 10 minutos. Cinco dias antes dos procedimentos de transferéncia de
nacleo, um criotubo foi descongelado a 37°C e adicionado em um tubo com 10 ml de
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,4 uM de piruvato, 50
ug/mL de glutamina e 50 pg/mL de gentamicina e centrifugado a 200 ‘g’ por 10
minutos. No precipitado de células foi adicionado 1 mL do meio DMEM
suplementado e utilizado para transferéncia de nucleo (ADONA et al., 2011).

Transferéncia de nucleos. Apdés 18 horas de maturacdo in vitro os
oocitos foram transferidos para o meio B199 com 0,2% de hialuronidase e
submetidos a agitacdo mecéanica com auxilio de micropipetador para remocédo das
células do cumulos. Os odcitos com o 1°corpusculo polar foram incubados em estufa
de CO; por 15 minutos em meio SOF (synthetic oviductal fluid) suplementado com
7,5 ng/mL de citocalasina B e com 5 pg/mL de Hoescht 33342. Com o auxilio de
micropipetas montadas em um micromanipulador, os odécitos foram enucleados
(apbs 20 horas do inicio da maturacdo) um a um pela aspiracdo do 1° corpusculo
polar e da placa metafasica com aproximadamente 10% do citoplasma adjacente.
Os fibroblastos presentes na gota de micromanipulagcdo foram aspirados um a um
para o interior da micropipeta de injecdo e inseridos (um fibroblasto por oécito) no
espaco perivitelinico do odcito. Para reconstrucdo, foram mantidos durante 3
minutos em solucdo de manitol (0,3 M), transferidos para a camara de fusdo com
manitol, posicionados entre dois eletrodos paralelos de platina (200 um de distancia)
e submetidos a uma descarga elétrica de 1KV/cm de corrente continua durante 5
segundos, seguida de duas descargas elétricas de 1,75KV/cm por 65 us para
promover a fusdo das membranas do odécito e do fibroblasto. Os od0citos foram
incubados em meio SOF e avaliados quanto a fusdo uma hora ap6s o inicio da fusao
os que fundiram foram submetidos a ativacdo partenogenética apos 26 horas do
inicio da maturacdo. No 2° dia de cultivo foi avaliada a taxa de clivagem e no 7° foi
avaliada a producao de embrides (ADONA, 2011).
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Transferéncia de embrides e acompanhamento das gestacdes. No
sétimo dia de cultivo in vitro, os embrides que atingiram o estadio de blastocisto
foram transferidos para receptoras previamente sincronizadas para o
estabelecimento de gestacbes. As receptoras foram submetidas ao exame
ultrassonogréfico transretal no 30° e no 60° dia de gestacdo (Aloka SSD- 500V). As
fémeas com diagndstico de prenhez positivo apés o 60° dia foram separadas das

demais para o acompanhamento do desenvolvimento da gestacao.

5.4. INDUCAO DO PARTO, CESARIANAS E CUIDADOS NEONATAIS

Inducdo do parto e cesarianas. As receptoras foram observadas
diariamente para a detec¢do do inicio do trabalho de parto. A induc¢do do parto foi
realizada por volta de 280 dias de gestacdo, tempo médio para a raca (BALL e
PETERS, 2006), em todos os bezerros do Grupo Clone e do Grupo Controle. O
protocolo para a inducdo do parto estad citado na Tabela 1. Todos os bezerros
nasceram por meio de seccao cesariana paralombar esquerda apos o protocolo de
inducao do parto (NEWMAN, 2008).

Cuidados neonatais. Durante a cesariana, 0s conceptos foram
mantidos em nivel abaixo da linha de incisdo durante 30 a 40 segundos, tempo de
realizacdo da coleta de sangue do corddo umbilical e remogéo de contetdo nasal e
oral por meio de mangueira de silicone acoplada a um sugador cirargico.
Subsequentemente foi realizada a obliteracdo temporaria dos vasos umbilicais com
“clamp” umbilical estéril. Apés o nascimento, uma equipe promovia os cuidados com
as receptoras, enquanto os bezerros recebiam atendimento neonatal emergencial
em mesa apropriada. Inicialmente os bezerros receberam banho com agua fria,
seguido de banho de agua morna e secagem vigorosa, massageando
principalmente a regido toracica. Também era feita a lavagem com detergente e
agua morna para remover tragos de meconio na pele.

E importante ressaltar que todo o protocolo de tratamento realizado
nos bezerros clonados foi repetido nos controles, de forma que se pudesse

comparar os clones com animais na mesma situacao, sob as mesmas interferéncias
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de estresse pela manipulagio e sob o0s mesmos efeitos das medicacdes

administradas.

Tabela 1 — Medicamentos utilizados na indugdo do parto de receptoras da raca Girolando, na
Fazenda Experimental UNOPAR, no periodo de setembro/2010 a setembro/2011 — Sdo Paulo, 2016.

Medicamento Dose e via de administracao Momento da administracdo
Acetonido de triancinolona o 72 horas antes da data prevista
8mg via intramuscular
(20mg/mL) para o parto
o 48 horas antes da data prevista
Dexametasona (2mg/mL) 25mg via intramuscular
para o parto
Cloridrato de isoxsuprine o No inicio da intervencao
50mg via intravenosa .
(5mg/mL) cirdrgica

Fonte: (BIRGEL JUNIOR et al., 2011)

A presenca de tingimento por meconio, peso ao nascer, avaliacao de
APGAR (BIRGEL JUNIOR et al., 2011), presenca do reflexo de succéo, intervalo de
tempo entre o nascimento e a tentativa de permanecer em estacao foram registrados
em quase todos os nascimentos. No exame fisico foi realizada a avaliacdo das
funcBes vitais: frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, auscultacdo pulmonar e
cardiaca, afericdo da temperatura retal, avaliacdo da coloracdo das mucosas.

ApOs a estabilizacdo do animal, foram feitas avaliagbes mais
especificas do sistema circulatorio e respiratorio por meios semiolégicos como
inspecéo, palpacgéo, e auscultacdo conforme proposto por Dirksen et al. (1993). Em
seguida foi realizada a inspecao e avaliacdo do umbigo. Colostro obtido a partir do
banco de colostro da propriedade foi fornecido logo apés o nascimento por
mamadeira, se houvesse reflexo de succdo. Se o bezerro ndo apresentasse o
reflexo, o colostro era administrado por sonda nasoesofagica. Apos esse periodo,
leite era dado na mamadeira em quantidade e horarios determinados para cada
bezerro.

Todos os bezerros, clones ou controles, receberam um protocolo de
tratamento pré-estabelecido que consistia em oxigenioterapia (5 a 10L/min),
massagem cardiaca, fluidos intravenosos e medicamentos para a funcdo cardiaca
que eram administrados ap0s o parto de forma continua, ou caso houvesse
necessidade, conforme observado na Tabela 2 (BIRGEL JUNIOR et al., 2011). Este
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tratamento foi mantido até a estabilizagcdo dos bezerros indicada por meio de

exames fisicos e exames laboratoriais complementares.

Tabela 2 — Medicamentos fornecidos aos bezerros do Grupo Clone e Grupo Controle imediatamente

apos 0 nascimento.

Medicamento

Dose

Via

Frequéncia

Medicamentos fornecidos a todos os bezerros recém-nascidos

Surfactante pulmonar
suino (Butantd, USP)

Dexametasona
(2mg/mL)

Citrato de sildenafila
(5mg)

Bromexina (3mg/mL)
Aminofilina (24mg/mL)

Complexo vitaminico
A, D, E injetavel

ESSE
Hemolitan
Ceftiofur (0,05mg/mL)

Oxigénio

30 a 60mg/Kg

0,1mg/Kg

0,6mg/Kg

0,15 mg a 0,30 mg de
bromexina/Kg d
5,5mg/Kg
0,1mL/Kg
27.000U vit. A/Kg
5.000U vit. D/Kg
5,5U vit. E/Kg
ImL
10mL
1mg/Kg
5a 10L/min

Intratraqueal

Intravenosa

Via oral

Intravenosa

Intravenosa lenta

Intramuscular

Via oral
Via oral
Via intramuscular

Intranasal

5 administracdes nas
primeiras 2 horas de

vida

6 em 6 horas

6 em 6 horas

A cada 24 horas

A cada 24 horas

A cada 24 horas

A cada 12 horas
A cada 24 horas
1 vez ao dia — 3 dias

Infusdo continua

Medicamentos e suplementos fornecidos segundo a necessidade do bezerro

Sulfato de atropina 1%

Cloridrato de

doxapram (0,02mg/mL)

1,2mg/Kg

1mL

Intravenosa

Intravenosa

De acordo com a
necessidade
De acordo com a

necessidade

O surfactante pulmonar ndo foi administrado a todos os bezerros.

Esse medicamento tinha a funcdo de diminuir a tensdo superficial alveolar e manter
a expansao alveolar. Era administrado mesmo antes de se diagnosticar alteracoes
pulmonares. A oxigenioterapia foi fornecida para todos os bezerros, tanto do Grupo

Controle quanto do Grupo Clones visando minimizar os efeitos de uma possivel
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hipertensdo pulmonar congénita e com o objetivo de iniciar o fechamento do ducto
arterioso e evitar vasoconstricdo dos vasos pulmonares causada pela hipoxia (HILL
et al., 1999). Optou-se pela oxigenioterapia por um periodo prolongado (acima de
sete dias, dependendo das condi¢cdes de cada bezerro), visto que alguns estudos
suspeitaram que periodos mais curtos (3 dias) seriam insuficientes para a correcéo
dos parametros hematoldgicos e gasométricos (BRISVILLE et al., 2011). Todas as

amostras de sangue foram coletadas com os clones e controles sob oxigenioterapia.

5.5. METODOS DE COLETA DE SANGUE

Amostras de sangue venoso foram coletadas de todos os animais
(dos grupos clones e controles) por puncao da veia jugular externa e armazenadas
em trés frascos estéreis: um com o anticoagulante EDTA de potassio (BD
Preanalytical Systems, Brasil) utilizado para a confeccdo do hemograma, um com
fluoreto de sédio (BD Preanalytical Systems, Brasil) para a determinacdo de glicose
e outro sem aditivo (BD Preanalytical Systems, Brasil) para as analises bioquimicas.
Amostras de sangue venoso e arterial direcionadas para a hemogasometria foram
coletadas com seringa estéril contendo heparina litica (BD Preanalytical Systems,
Brasil). As andlises foram realizadas imediatamente no Laboratorio de Patologia
Clinica da UNOPAR. As amostras de sangue venoso para a hemogasometria foram
coletadas a partir da puncdo da veia jugular, enquanto as amostras de sangue
arterial foram coletadas a partir da puncédo da artéria femoral. As amostras foram
coletadas nos seguintes tempos: 30 minutos (Hps), uma hora (H;), 12 horas (Hi2), 24
horas (H24), 36 horas (Hsg), 48 horas (Hsg), 72 horas (H72), 96 horas (Hgs) € 120
horas (Hi20) ap0s o nascimento. Os exames fisicos foram realizados de acordo com
Dirksen (1993) nos mesmos tempos de coleta das amostras de sangue. Embora
amostras tivessem sido coletadas nos tempos acima, as interpretacdes ficaram
restritas aos tempos entre 0 e uma hora (H1), 12 horas (H12), 24 horas (H24) e 48
horas (H48) por serem 0s momentos em que se obteve um ndmero mais consistente

de coletas e, consequentemente, de parametros avaliados.
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5.6. ANALISES CLINICAS

Os hemogramas completos foram realizados em analisador
automético (PocH-100i Vet, Roche, Alemanha). Proteina plasmatica total foi
mensurada em refratbmetro portatil de bancada (Instrutherm, Brasil). A contagem
diferencial de leucdcitos e a observacdo da morfologia celular foram realizadas em
microscopia optica (E-100, Nikon, Japao) a partir de laminas coradas com Panadtico
Rapido (LB, Brasil). As andlises bioquimicas foram realizadas em equipamento
automatizado (Reflotron, Roche, Alemanha) e foram avaliados: ureia, creatinina,
gamaglutamiltransferase (GGT), aspartato aminotransferase (AST), bilirrubina total,
glicose, acido latico, fosfatase alcalina (FA). A determinacéo do lactato sanguineo foi
feita por fotometria de reflexdo (Accutrend® - Roche, Alemanha). A hemogasometria
foi realizada no aparelho Cobas b121 (Roche, Alemanha) que mensurou os pH,
pressdo parcial de oxigénio (pO,), pressao parcial de dioxido de carbono (pCO.,),
sédio (Na*), potassio (K", cloretos (CI), célcio (Ca?"), bicarbonato (HCO3), excesso
de base (BE), saturacdo de oxigénio (SO,) e intervalo anibnico (AG). Todos os
resultados serdo comparados com 0s animais do grupo controle e com os relatérios

meédicos, evocando os exames fisicos realizados na rotina hospitalar dos animais.

5.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados de forma descritiva por animal devido
aos tratamentos serem realizados individualmente ndo observando 0s mesmos
momentos cronoldgicos, mas 0os momentos relacionados as necessidades clinicas.
Os resultados dos exames dos bezerros clonados foram comparados utilizando,
como valor de referéncia, as meédias aritméticas dos resultados do Grupo Controle
em relacdo a cada tempo de coleta. Estes dados foram analisados por ANOVA para
efeito de tempo e pelo teste T-student para comparacdes entre médias. Resultados
do Grupo Controle sdo apresentados como média * desvio padrdo. Probabilidade de

P< 0,05 indica diferenca significativa.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Relatorios médicos e laudos de exames laboratoriais foram
analisados, sendo sete bezerros da raga Girolanda oriundos de inseminagéo artificial
e monta natural (Grupo Controle) e 12 bezerros clonados por SCNT (Grupo Clones)
foram analisados, todos nascidos vivos. Dentre os bezerros clonados, quatro vieram
a Obito nos periodos de uma hora, trés horas, 36 horas, 72 horas apdés o
nascimento. Dados de duas necropsias foram descritos e duas necropsias nao foram
realizadas.

Considerando que os animais clonados possuiam enfermidades
diversas, optou-se por discutir as alteracdes apresentadas por cada clone, desde o
nascimento até o momento do ébito, caso este fosse o desfecho. Dessa forma, foi
possivel identificar as altera¢cdes mais marcantes que, provavelmente, se relacionam
com a enfermidade que determinou a morte do animal. Portanto, serdao mostrados, a
principio os dados de cada bezerro clonado neonato, detalhando sua histéria clinica
para, em seguida, comparar esses dados com os dos animais controle. Para fins de

identificacdo dos animais, os animais seréo nominados conforme a tabela 3.

Tabela 3 — Denominacédo dos bezerros do Grupo Controle e Grupo Clone.

Grupo Controle (grupo 1) (n=7) Grupo Clone (grupo 2) (n=12)
11 21 211
12 22 212
13 23 213
14 24
15 25
16 26
17 27
28

29
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HEMATOLOGICOS,

e

hemogasométricas dos bezerros do Grupo Controle se encontram descritos abaixo.

Os bezerros do Grupo Controle nasceram na mesma época e foram manipulados e

tratados da mesma forma que os do Grupo Clone. Todas as amostras de material

bioldégico, assim como no Grupo Clone, foram coletadas com o0s animais em

oxigenioterapia. Assim, foram avaliados animais nas mesmas condi¢des para que se

pudessem excluir as interferéncias do tratamento. A analise do hemograma (tabela

4) revela que ndo houve variacdes significativas na contagem de hemacias e na

concentracdo de hemoglobina nas idades avaliadas. Alguns autores relataram

diminuicdo da concentracdo de hemoglobina e hematdcrito a partir do nascimento

(FAGLIARI et al., 1998). Nossos valores de volume celular médio (VCM) estao

menores do que o da literatura utilizada como referéncia (FAGLIARI et al., 1998).

Tabela 4 — Médias e desvios padrées dos parametros hematolégicos do Grupo Controle (n=7).

Momento (X + sd)

Variavel

H1 H12 H24 H48
Hemécias (x10°/mm°) 8,1+0,7 7,741,2 7,6+0,9 7,5+1,2
Hematdcrito (%) 34,6+4,5 33,345,8 32,1+4,5 30,745,5
Hemoglobina (g/dL) 10,6+1,5 10,2+1,9 10,1+1,4 9,8+1,8
VCM (fL) 43,442 8 41,8455 41,7+4,3 40,2+4,9
CHCM (%) 30,4+1,1 30,7+1,3 32,8+4,1 31,8+1,1
Plaquetas (x10°/mm®)  620,5+38,2 595,2+59,1 538,3+118,3 553,4+136,4
Leucécitos (/mm®) 87083072 9.400+3241 10043+4.955 90004750
Bastonetes (/mm®) 0,0 156,9+225 143,6+299 58,4130
Segmentados (/mm?®) 637412031 6572+3502 8391+5105 747014504
Linfécitos (/mm?®) 2165+1121 1892+1025 10844537 9174541
Eosindfilos (/mm?®) 0,0 0,0 43480 27459
Monécitos (/mm?®) 2461279 123+146 15+37 41+60
Baséfilos (/mm®) 0,0 0,0 0,0 0,0
PPT (g/dL) 4,7+0,2 4,8+0,7 5,5+1,1 5,8+0,9

Médias para todos os parametros nado diferiram estatisticamente (P>0,05)
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As contagens de leucdcitos (tabela 4) apresentaram um aumento
leve e gradual até as 24 horas de vida, voltando a diminuir ao segundo dia de vida.
Tais valores estdo um pouco abaixo da média citada por Fagliari et al. (1998). Na
contagem diferencial os valores da contagem de neutrofilos segmentados foram
maiores do que a de linfécitos em todos os tempos analisados e também foi maior
do que a referéncia citada (FAGLIARI et al., 1998). No entanto, os bezerros do grupo
controle passaram pelo mesmo tratamento fornecido aos clones, 0 que incluia a
administracao de glicocorticoides que podem interferir nestes valores.

Ao analisar os parametros bioquimicos de bezerros neonatos (tabela
5), nota-se que ha diferencas significativas de acordo com a idade. A concentracao
de ureia ndo variou com o tempo, mas a de creatinina apresentou-se elevada ao
nascimento, resultado semelhante ao de Fagliari et al. (1998). A atividade da
aspartato aminotransferase se elevou com a idade provavelmente devido a maior
atividade muscular (KANEKO, 1997). A atividade da fosfatase alcalina, ao contrario
do observado por Fagliari et al.(1998) se elevou, discretamente, do nascimento até
as 12 horas de vida, porém sem significancia estatistica. A atividade da gama
glutamiltransferase  (GGT) estava baixa ao nascimento, elevando-se
acentuadamente 12 horas depois e diminuindo até as 24 horas de vida. Estes
resultados sdo semelhantes aos de Fagliari et al. (1998) e também estdo de acordo
com Costa et al. (2008) que culpam este aumento a absorcdo de GGT presente nas
células da glandula mamaria e, consequentemente, no colostro. Aproximadamente
24 horas apo0s a ingestdo do colostro, a atividade da GGT se eleva 10 a 50 vezes
comparada com bezerros que nao ingeriram o colostro. Sua elevacdo sérica em
neonatos bovinos esta mais relacionada com a absorcdo adequada de colostro do
que com uma doenca hepatica (RUSSEL e ROUSSEL, 2007; COSTA et al., 2008).
As médias das concentragfes de bilirrubina se elevaram no avancar da idade. I1sso
pode ter ocorrido devido a hemolise ou a administracéo de fluidos e medicamentos.
Fagliari et al. (1998) relataram reducéo da glicemia, possivelmente devido ao gasto
de energia que, nos primeiros dias de vida podem superar a reserva organica. Tal
fato ndo foi observado em nosso estudo. Ressaltamos, porém, que as coletas eram

realizadas sem a observacéo do periodo adequado de jejum.
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Tabela 5 — Médias e desvios padrdes dos parametros bioquimicos do Grupo Controle (n=7).
Momento (X + sd)

Variavel
H1 H12 H24 H48

Uréia (mg/dL) 41,5455 26,7+7,2 29,7+13,8 51,4+25,6
Creatinina (mg/dL) 3,9+1,8% 1,7+0,3" 1,3+0,2" 1,0+0,1°
AST (UI/L) 18,8+8,9° 86,6+44,7° 99,9+24,9% 122,7+469,1%
FA (UI/L) 426,7+99,0 681,7+433,6 500,3+238,2 582,3+443,7
GGT (UI/L) 6,11,2° 1896,7+436,5° 1665+459,6" 577,0+602,3"
Bilirrubina (mg/dL) 0,5+0,1 0,8+0,2 1,3+0,2 0,90, 3
Glicose (mg/dL) 83,0+33,1 101,0+39,9 96,5+30,1 109, 4+25,9

Efeito principal de tempo: Creatinina: P<0,0001. AST: P<0,008. GGT: P<0,0001.
Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferencas entre as médias (P<0,05)

N&o foi realizada a determinacédo da concentracdo de lactato sérico
no Grupo Controle. Para a interpretacdo deste parametro entre os animais clonados
foi utilizado como valor de referéncia a avaliacdo de Kaneko (1997) conforme consta

na tabela 6.

Tabela 6 — Intervalo de referéncia dos parametros bioguimicos ndo mensurados no Grupo Controle.
Variavel Valor Fonte

Lactato (mmol/L) 0,56-2,22 KANEKO (1997)

Para descartar possiveis interferéncias dos tratamentos sobre o0s
parametros sanguineos, todos os bezerros do Grupo Controle receberam o mesmo
tratamento que os clones. Por esse motivo, foram utilizadas as médias do Grupo
Controle como referéncia. Os valores dos parametros hemogasométricos para
sangue venoso e sangue arterial encontram-se nas tabelas 7 e 8, respectivamente.
Ha poucas variacbes entre os tempos de coleta no que se refere ao pH e as
concentragdes de eletrdlitos no sangue venoso. As pressdes parciais de oxigénio e
de dioxido de carbono, no entanto, apresentaram variagdes entre os tempos. Houve
variacdo dos valores de pH no sangue arterial entre os tempos de coleta. Como o
mesmo ndo aconteceu com O sangue venoso, conclui-se que ndo se pode utilizar
valores de referéncia de sangue venoso para a interpretacdo de gasometria de

sangue arterial. Os valores dos eletrélitos foram muito semelhantes entre os tempos
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de coleta tanto para sangue venoso quanto para arterial. Shirani et al. (2011) ja
haviam demonstrado a utilidade do sangue venoso na avaliagdo dos parametros
hemogasomeétricos. Havia discordancia apenas na pressao parcial de oxigénio e na
saturacao de oxigénio. Nosso estudo também observou discordancia nos valores de

pH entre os resultados obtidos para sangue venoso e para sangue arterial.

Tabela 7 — Médias e desvios padrées de hemogasometria venosa do Grupo Controle (n=7).
Momento (X + sd)

Variavel
H1 H12 H24 H48
Ph 7,35+0,02 7,40+0,01 7,44+0,03 7,4+0,02
PO2 (mmHg) 22,9+4,2° 28,8+3,4° 44,4+8,9% 29,8+1,9"
PCO2 (mmHg) 60,0+3,6° 47,3+4,8° 47,3+3,5° 53,4+7,5%
S02 (%) 36,4+10,4° 54,7+8,3" 80,7+10,6% 57,645,5"
Na (mmol/L) 139,5+1,3 141,5+3,5 139,1+0,6 139,7+3,0
K (mmol/L) 3,740,7 4,2+0,3 4,2+0,4 4,5+0,4
iCa (mmol/L) 1,2+0,2 1,2+0,2 1,3+0,1 1,3+0,03
Cl (mmol/L) 97,7425 100,6+2,1 98,4+0,6 99,9+3,2
cHCO3 (mmol/L) 32,3+0,6 28,8+2,7 31,1+1,1 32,1429
BE (mmol/L) 5,3+0,4 3,442,3 6,0+1,2 6,242,1
AG (mmol/) 13,3+0,8 16,3+3,7 13,8+0,7 12,1+2,3

Efeito principal de tempo: PO,: P<0,0001. PCO,: P<0,001. SO,:P<0,0001
Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferencas entre as médias (P<0,05)

Tabela 8 — Médias e desvios padrdes de hemogasometria arterial do Grupo Controle (n=7).
Momento (X + sd)

Variavel
H1 H12 H24 H48
pH 7,34+0,04 7,43+0,04 7,57+0,03 7,54 + 0,07
PO2 (mmHg) 44,3+20,9 66,1+22,6 106,7+84,9 69,9+21,2
PCO2 (mmHg) 56,4+4,6% 42,442 5° 44,1+2 6° 35,8+11,3"
S02 (%) 75,8+10,6 89,0+2,9 92,5+3,3 87,4+0,0
Na (mmol/L) 138,6+2,4 140,9+1,4 137,8+1,0 134,5+2,4
K (mmol/L) 3,840,2 4,2+0,5 4,1+0,3 4,3+0,4
iCa (mmol/L) 1,3+0,1 1,2+0,1 1,3+0,1 1,2+0,02
Cl (mmol/L) 97,8+2,6 100,9+2,1 98,2+1,3 99,0+2,4
cHCO3 (mmol/L) 29,8+3,2 27,9424 31,1+0,7 28,9453
BE (mmol/L) 3,1+3,3" 3,3+2,7° 6,6+1,1% 6,6+2,6%
AG (mmol/) 14,8+2,6 16,3+1,2 12,7+1,6 13,10,6

Efeito principal de tempo: PCO,: P<0,0001. BE: P<0,033
Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferencas entre as médias (P<0,05)
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Os parametros clinicos avaliados no Grupo Clone estédo citados na
tabela 9. Foram avaliados a temperatura (°C), a frequéncia cardiaca (bpm) a

frequéncia respiratoria (mpm) e 0 peso ao nascer.

Tabela 9 — Médias e desvios padrdes dos parametros clinicos dos bezerros controle (n=7)

Momento (X + sd)

Variavel
H1 H12 H24 H48
Temperatura (°C) 38,4+0,8 38,7+0,4 38,6+0,2 38,50, 2
Frequéncia cardiaca (bpm) 146+23,8 136+22,2 130,1+19,5 151,4+17,8
Frequéncia respiratdria (mpm) 65,1+12,4 68,1+23,1 74,7+34,8 63+24,1
Peso ao nascer (Kg) 27,2+0,9 - - -

Médias para todos os parametros néo diferiram estatisticamente (P>0,05)

6.2. ANALISE TEMPORAL DA EVOLUCAO DOS BEZERROS CLONADOS
(GRUPO CLONES)

6.2.1. Clone 21

O primeiro bezerro clonado nascido neste estudo era, assim como
todos os outros bezerros, da raca Girolanda. O nascimento ocorreu no dia
15/10/2010 as 09h10min. A receptora deste animal apresentava, no momento do
parto, relaxamento parcial do ligamento sacro isquiatico (indicando fase inicial do
trabalho de parto), edema de vulva discreto e auséncia de preparo da glandula
mamdaria. O parto foi induzido com a administracdo de corticoides conforme
mostrado na tabela 1. A cesariana foi realizada 32 horas apdés a administracéo de
dexametasona. As principais caracteristicas clinicas deste bezerro observadas ao
seu nascimento encontram-se no quadro 1.

O bezerro nasceu com peso superior a média do grupo controle. O
fato de ter eliminado meconio imediatamente apds o parto pode indicar que havia
sofrimento fetal no momento do parto. Neste bezerro também foi observado aumento
do didmetro dos vasos umbilicais, persisténcia do Uraco e hiperextensdo das
articulagdes do boleto tanto dos membros anteriores quanto posteriores.
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Quadro 1 — Principais caracteristicas clinicas do clone 21 ao nascer

Parametro Avaliacéo
Peso ao nascer 52Kg
APGAR imediatamente apés o parto 8
APGAR aos 5 minutos de vida 8

Tingido por mecénio Sim

Tempo até a liberagdo do mecbnio

Imediatamente apos o parto

Tentativa de permanecer em estacao

3 horas

Aparecimento do reflexo de sucgéo

1,5 hora apés o parto

Temperatura ao nascer 39°C
Frequéncia cardiaca 132 bpm
Frequéncia respiratéria 32 mpm
Coloracédo de mucosas Réseas

Funcdes vitais

Auséncia de edema e desidratacdo, auséncia de
sinais de insuficiéncia cardiaca. Ndo apresenta
sopro. Reforgo de 12 bulha, mas h& propagacéo

do ruido cardiaco em campos pulmonares

Avaliacéo pulmonar

Respiracéo costoabdominal, de amplitude
normal, auséncia de insuficiéncia respiratoria,
fluxo nasal catarral misturado ao mecénio. Na
auscultacdo pulmonar, presenca de respiracéo

rude e estertor umido crepitante

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do corddo: 8cm

Espessura: 3 dedos

Estruturas visiveis: 2 artérias

Pulso arterial: positivo, intenso

Auséncia de hematoma no entorno da artéria
umbilical

Persisténcia do Uraco

Outras observactes

Hiperextensdo das articulacdes do boleto

(anterior e posterior)

Apés os primeiros cuidados com o bezerro neonato, tais como

banho com agua quente e secagem com secador e toalhas, cateterizagdo de um

acesso venoso e administracdo de medicamentos e insercdo do cateter nasal para

oxigenioterapia (tabela 2), foram realizadas as coletas de sangue para 0s exames

laboratoriais: hemograma (tabela 10), bioquimica sérica (tabela 11), hemogasometria
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venosa (tabela 12), hemogasometria arterial (tabela 13) e parametros vitais (tabela
14).

Aproximadamente sete horas apds o nascimento foram realizadas
as avaliacbes semioldgicas dos sistemas cardiaco e respiratorio, assim como da
cicatriz umbilical. Pela avaliacdo semiologica, pode-se observar que ndo havia
alteracdes no sistema cardiorrespiratorio. O exame do corddo umbilical revelou

aumento de sua espessura e persisténcia do uraco.

Tabela 10 — Parametros hematol6gicos do bezerro clonado 21 nos tempos determinados para a
coleta (H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H Hio Has Hsg Hag Heo Hzz Hggs Hi20
Hemécias (x10°/mm°®) 6,8 5,8 6,2 6,2 6,1 7,7
Hematdcrito (%) 37,9 29,8 30,9 305 299 33,4
Hemoglobina (g/dL) 11,2 9,5 10,2 10,1 10 11,0
VCM (fL) 52,4 51,4 50,2 48,9 488 47,2
CHCM (%) 31,6 31,9 330 331 334 32,9
Plaquetas (x10%/mm® 399 394 581 663 847 1791
Leucdcitos (/mm®) 11800 ... 20500 ... 18400 23100 29200 ... 10600
Bastonetes (/mm?®) 0 2050 0 0 0 0
Segmentados (/mm®) 7670 ... 16810 .. 17480 22060 27127 ... 8268
Linfécitos (/mm?®) 3776 1230 920 1040 2073 2332
Eosinéfilos (/mm?®) 0 205 0 0 0 0
Monécitos (/mm?®) 354 205 0 0 0 0
Basdfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0
Relag&o N:L 2,0 13,7 190 21,2 261 35
PPT (g/dL) 5,8 6,0 6,4 6,4 6,4 6,0

Embora ndo tenha nascido anémico, o hematocrito, assim como
outros parametros eritrocitarios, diminuiu discretamente com a idade (tabela 10). A
influéncia da idade sobre o eritrograma de bezerros neonatos foi demonstrado
anteriormente por Birgel Junior et al. (2001a). O bezerro nasceu com 0s parametros
eritrocitarios normais, porém com o VCM elevado, que s6 retornou aos valores
normais ap6s o quinto dia, contrariando Brun-Hansen et al. (2006), que observaram
reducdo no VCM de bovinos, embora ndo especificassem a presenca de neonatos
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no estudo. As plaquetas, baixas ao nascimento, se elevaram aos niveis normais
apos 48 horas. Quando comparado ao Grupo Controle, notou-se que o bezerro
nasceu com leucocitose por neutrofilia, que persistiu nos primeiros dias, retornando
ao normal apds aproximadamente 5 dias. A concentracdo de proteinas plasmaticas
totais (PPT) estava elevada no inicio, mas retornou aos valores normais apés 48
horas. Aparentemente, 48 horas é o periodo critico para a estabilizacdo dos animais
(BLEUL, 2009).

Tabela 11 — Parametros bioquimicos do bezerro clonado 21 nos tempos preconizados para coleta
(HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hio Ho, Has Hasg Hoo Hoe H1x0
Ureia (mg/dL) 53 21,3 29,2 22,3
Creatinina (mg/dL) 1,4 0,7 0,7 1,0
AST (UI/L) 59 87,5 54,9 55,3
FA (UIL) 463 759 387 236
Bilirrubina (mg/dL) 2,7 2,7
GGT (UI/L)

Glicose (mg/dL) 454 148 230 68 101
Lactato (mmol/L) 7,7 59 4,1 4,6 4,3

Ao nascer, o animal apresentava elevacdo de ureia sérica e
elevacdo de lactato. Embora a dindmica da producdo e concentracdo sérica do
lactato ainda necessite ser estudado em neonatos (BRISVILLE et al.,, 2011),
observa-se que, juntamente com a reducdo da PO,, estas alteracbes acabaram
conduzindo o animal a um quadro de acidose 24 horas ap0s o parto. O bezerro se
manteve aciddtico no periodo estudado e a concentracdo de lactato acompanhou
este quadro. Segundo Russel e Roussel (2007), a elevacdo do lactato pode estar
relacionada a diminuicdo da perfusdo tecidual e a consequente elevacdo do
metabolismo anaerobico. A AST se apresentava baixa ao nascimento, mas seus
valores se elevaram no avangar da idade. A FA se elevou em 24 horas, mas este
resultado é esperado em animais jovens devido a isoforma Ossea da enzima que é
liberada na circulacdo nesses animais (KANEKO, 1997). Concordando com o0s

resultados de Garry et al. (1996), o bezerro apresentou hipoglicemia no momento do
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parto, e elevacao no decorrer do tempo. Esta elevacéo pode estar relacionada com
o fato de néo ter sido respeitado o jejum para a coleta de sangue. Dessa forma, a
interpretacdo deste parametro acaba ficando prejudicada nos demais momentos. A
creatinina seérica estava normal logo ap0s o parto, mas apresentou queda nos
momentos seguintes. A bilirrubina também estava alta quando comparada com 0s

controles. Isso pode indicar uma deficiéncia das func¢des hepaticas no bezerro

clonado.

Tabela 12 — Parametros hemogasomeétricos do sangue venoso do bezerro clonado 21 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Ho,s H; Hio Has Hse Has Hzz Hoe Ha20
pH 7,21 7,27 7,39 7,39 7,38 7,36 7,37
PO2 (mmHg) 32,5 24,9 22,5 28,5 29,2 30,6 29,3
PCO2 (mmHg) 64,9 52,9 50,2 49 50,4 52,7 52,3
SO2 (%) 47,2 35,6 38 53,5 54,5 56,1 54
Na (mmol/L) 134,8 133,8 141,2 1393 137,5 126,8 127,6
K (mmol/L) 4,5 4,7 4,3 3,6 3,9 4,2 4,3
iCa (mmol/L) 1,3 1,2 1,2 1,2 1,3 1,2 1,2
Cl (mmol/L) 95,3 94,4 98,3 97,2 96,0 89,5 90,8
cHCO3 (mmol/L) 25,3 26,8 29,8 29,1 29,3 29,4 29,8
BE (mmol/L) -3,3 -0,7 4,1 3,5 3,4 3,0 3,6

Tabela 13 — Parametros hemogasométricos do sangue arterial do bezerro clonado 21 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Ho,s H; Hio Has Hse Has Hzz Hoe Ha20
pH 7,46 7,43 7,44 7,44 7,41 7,45 7,44 7,44
PO2 (mmHg) 40,4 34,6 56,1 51,5 45,8 63 80,9 77,7
PCO2 (mmHg) 39,9 43,7 39,8 41,6 39 40,5 419 43,4
S02 (%) 79,5 69,4 90,1 88 81,8 93,1 96,5 96
Na (mmol/L) 139,5 140,4 1376 136,8 1374 1374 1254 1273
K (mmol/L) 51 4,3 3,6 3,9 3,7 3,9 4,3 4,3
iCa (mmol/L) 1,2 11 1,2 1,3 1,3 1,23 11 11
Cl (mmol/L) 99,2 99,5 98 96,8 97,8 96,8 90,4 91,7
cHCO3 (mmol/L) 27,8 28,5 26,2 27,8 24 27,6 28,1 28,8
BE (mmol/L) 3,7 3,8 1,9 3,4 -0,6 3,4 3,6 4,2
AG (mmol/L) 17,6 16,7 17,1 16,1 19,4 16,9 11,2 111




40

Tabela 14 — Sinais vitais do bezerro clonado 21 nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Hos H Hiz Ha4 Hse Hag Hz2 Hoe Hi20
Temperatura retal (°C) 390 376 390 383 395 390 391 391 388
Frequéncia cardiaca (bpm) 132 128 130 140 160 168 180 120 136

Frequéncia respiratoria (mpm) 32 60 42 36 52 40 36 32 32

As tabelas 12 e 13 apresentam os valores da hemogasometria
venosa e arterial, respectivamente, do clone 21. A partir delas podemos avaliar o
equilibrio acido-basico e eletrolitico do bezerro. Bleul (2009) afirma que a maioria
dos bezerros nasce com leve acidose metabdlica e respiratéria que se normaliza em
pouco tempo. Entretanto, este bezerro apresentou alcalose mista respiratéria e
metabdlica, hipercalemia e hipocalcemia no momento do nascimento. Em 12 horas,
0 pH estava normal, porém a presséo e a saturacdo de oxigénio estavam baixas,
mesmo com a oxigenioterapia. Em 24 horas, no entanto, apresentou uma acidose
metabdlica acompanhada por hipocalemia que persistiu até 48 horas.

A hipercalemia observada logo apds o nascimento foi revertida para
hipocalemia 24 horas apds o nascimento. A hipocalcemia presente no nascimento foi
revertida para hipercalcemia nas 48 horas de vida. Esses resultados concordam com
Russel e Roussel (2007), que afirmaram que, bovinos com acidose tendem a
apresentar concentracdes elevadas de calcio. Nessa situagéo, o calcio ionizado se
desliga da albumina, resultando numa elevacao de sua concentragéo.

Quanto ao exame clinico (tabela 14), a alteracdo mais marcante foi a
diminuicdo da frequéncia respiratéria. Este bezerro nasceu com alteracdes muito
semelhantes a outros bezerros clonados de outros estudos (WILSON et al., 1995;
GARRY et al., 1996; WELLS et al., 1998; HILL et al., 1999; BATCHELDER et al.,
2007a; MEIRELLES et al., 2010; BRISVILLE et al., 2011), mas, embora alguns
parametros tenham alcancado valores normais, seu quadro se complicou no avanco

dos dias devido ao aumento do didmetro dos vasos umbilicais.
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6.2.2. Clone 22

O bezerro clonado 22 nasceu no dia 15/09/2010 as 14h28min. Era
da mesma linhagem celular do clone 21. Nasceu inducdo do parto, por cesariana. A
receptora deste bezerro apresentava, no momento do parto, inicio de relaxamento
do ligamento sacro isquiatico, auséncia de alteragcdes na vulva ou nas glandulas
mamarias antes da administracdo de 25mg dexametasona. Depois deste
procedimento, houve relaxamento intenso do ligamento e edema de vulva e o animal
entrou em trabalho de parto, sendo a cesariana realizada com o animal
apresentando dilatacdo cervical completa. A cesariana foi realizada 40 horas apos a
inducdo com dexametasona. Todos os procedimentos foram semelhantes aos
realizados com o clone 21.

As principais caracteristicas clinicas deste bezerro observadas ao
seu nascimento encontram-se no quadro 2. Este bezerro nasceu com peso acima
dos valores do Grupo Controle e com alteracbes importantes nos vasos umbilicais
gue precisaram ser obliteradas individualmente para que ndo houvesse hemorragia.
A avaliacdo semiolégica do sistema cardiorrespiratério ndo revelou alteractes
significativas, exceto algumas caracteristicas comuns em bezerros neonatos. A
avaliacdo do coto umbilical revelou alteragcbes importantes na espessura da
estrutura, que evidenciou a necessidade de bloquear cada vaso isoladamente para
que nao houvesse hemorragia, nem servisse como porta de entrada para
microrganismos patogénicos. Apresentava, também, hiperextensao das articulacbes

do boleto.

Quadro 2 — Principais caracteristicas clinicas do clone 22 ao nascer

(continua)
Parametro Avaliacéao
Peso ao nascer 61Kg
APGAR imediatamente apdés o parto 6
APGAR aos 5 minutos de vida 8
Tingido por mecénio N&o
Tempo até a liberacdo do mecénio 6 minutos apo6s o0 nascimento
Tentativa de permanecer em estacao 2 horas ap6s o0 nascimento
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(concluséo)

Parametro

Avaliacéo

Aparecimento do reflexo de sucgéo

4 horas e 13 minutos ap0s 0 nascimento

Tem peratura ao nascer

39,3°C

Frequéncia cardiaca

144 batimentos por minuto

Frequéncia respiratéria

80 movimentos por minuto

Coloragéo de mucosas

Normocoradas

Func®es vitais

Auséncia de edema e desidratagdo. Sem sinais
de insuficiéncia cardiaca. Na auscultacao

cardiaca, foi observado reforco de 12 bulha

Avaliacédo pulmonar

Dispneia mista, auséncia de insuficiéncia
respiratdria e fluxo nasal. Na auscultacdo
pulmonar notou-se a presenca de estertor seco

sibilante e estertor imido crepitante

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do cord&o: 5cm

Espessura: 3 dedos

Estruturas visiveis: 2 artérias e 2 veias

Pulso arterial: negativo

Alteracdes graves no umbigo, cada vaso foi
obliterado isoladamente para evitar hemorragia

Auséncia de persisténcia do Uraco

Outras observactes

Hiperextensdo das articulacdes do boleto

(anterior e posterior)

Os parametros eritrocitarios (tabela 15) ndo apresentaram alteracdes

ao nascimento e ao longo do periodo estudado. Havia baixa contagem de plaquetas

ao nascimento, que se elevou apos 48 horas. Apresentou leucocitose por neutrofilia

a partir das 12 horas de vida, que somente se normalizou a partir de 96 horas. A

leucocitose por neutrofilia observada nos animais deste estudo pode estar

relacionada a liberacdo de glicocorticoides enddgenos no momento do parto e a

administracdo de glicocorticoides, que provocam, inicialmente, uma elevacdo dos
neutrofilos (KRAMER, 2000; BENESI et al., 2012). Além disso, havia a preocupacao

com o0 umbigo com espessura aumentada que demora a involuir e serve como porta

de entrada para organismos patogénicos. A concentracdo de proteinas plasmaticas

totais (PPT) estava alta ao nascimento, mas voltou aos valores normais apos 24

horas.
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Tabela 15 — Parametros hematoldgicos do bezerro clonado 22 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hi, Ho, Hasg Hag Hso Hoo Hoe His0
Hemacias (x10°mm® 8,1 7,7 7.6 7,7 8,1 8,6 8,1
Hematocrito (%) 37,9 35,8 35,0 34,2 35,8 38,6 35,9
Hemoglobina (g/dL) 11,8 11,5 11,3 11,4 11,7 12,5 11,8
VCM (fL) 47,1 46,5 46,1 44,6 444 446 443
CHCM (%) 31,1 321 323 33,3 32,7 324 329
Plaquetas (x10*/mm®) 405 458 460 570 855 1142 1267
Leucdcitos (/mm?®) 11200 14000 20700 16100 19800 12500 12500
Bastonetes (/mm?®) 0 560 1449 322 0 0 0
Segmentados (/mm®) 7616 12320 17181 14329 18810 11000 10375
Linfécitos (/mm?®) 3584 980 1863 1288 990 1625 2125
Eosinéfilos (/mm?®) 0 0 0 0 0 0 0
Monécitos (/mm?®) 0 140 207 161 0 0 0
Basdfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0 0
PPT (g/dL) 5,2 5,8 6,0 6,2 6,4 6,8 6,4

Os exames bioquimicos (tabela 16) ndo revelaram alteracfes renais
ou hepaticas. A Bilirrubina estava elevada, assim como a glicose e o lactato. A
glicemia € um parametro dificil de ser avaliado nas condigbes deste estudo, visto
gue ndo se preparavam 0s animais com jejum. Valores altos na glicemia destes

animais ndo devem ser vistos com desconfianca.

Tabela 16 — Parametros bioquimicos do bezerro clonado 22 nos tempos preconizados para coleta
(HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hio Ho, Has Hasg Hoo Hge H1x0
Ureia (mg/dL) 40,4 225 24,9 29,8 19

Creatinina (mg/dL) 1,2 0,7 0,7 0,6 0,8 0,7
AST (UI/L) 7,19 489 65,0 57,7 48,8 60,8
FA (UI/L) 179 535 619 449 175 60,8
Bilirrubina (mg/dL) 1,97 1,47 1,53
GGT (Ul 552 228 198
Glicose (mg/dL) 53,3 187 133 178 131 99,8

Lactato (mmol/L) 10,3 7,4 3,4 3,4 1,8 3,6
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estao

dispostos nas tabelas 17 e 18, respectivamente e 0s parametros vitais estdo na

tabela 19.

Tabela 17 — Parametros hemogasomeétricos do sangue venoso do bezerro clonado 22 nos tempos

preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H; Hio Hoy Hze Has H.» Hoe Hi2o
pH 7,28 7,19 7,38 7,39 7,41 7,35 7,41
PO2 (mmHg) 9,4 25,6 26,5 25,4 34,5 41,4 33,6
PCO2 (mmHg) 55,9 71,2 52,0 47,8 48,6 54,0 51,6
SO2 (%) 7,2 31,9 48,1 45,4 67,2 74,3 66,7
Na (mmol/L) 135,7 1355 141,7 141,3 142,1 139,2 140,0
K (mmol/L) 4,4 3,8 4,1 3,8 3,3 3,7 3,67
iCa (mmol/L) 1,2 1,2 1,2 1,3 1,2 1,2 1,2
Cl (mmol/L) 93,9 94,5 99,5 100,6 100,2 97,7 98,6
cHCO3 (mmol/L) 25,7 27,0 30,4 28,3 29,7 29,3 32,3
BE (mmol/L) -2 -2,4 4,3 2,7 4,2 2,5 6,2

Tabela 18 — Parametros hemogasométricos do sangue arterial do bezerro clonado 22 nos tempos

preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Paréametro Hos H; Hi, Has Has Has Ho, Hos Hizo
pH 7,46 7,20 7,45 7,42 7,44 7,39 7,48 7,52
PO2 (mmHg) 37,7 56,4 41,3 42,9 38,7 50,9 56,2 41
PCO2 (mmHg) 31,2 66,8 44 411 427 47,4 42,2 351
SO2 (%) 75,5 80,6 80,3 79,6 75,8 85,9 91,6 83
Na (mmol/L) 133,7 1355 1422 1411 142,1 1385 1395 139,5
K (mmol/L) 3,9 3,7 4,1 3,9 3,6 3,7 3,6 3,6
iCa (mmol/L) 1,2 1,2 1,2 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3
Cl (mmol/L) 93,2 95,2 100,3 101,2 99,7 98,3 98,8 98,8
cHCO3 (mmol/L) 22 25,7 30,1 25,8 28,1 28,6 30,7 30,8
BE (mmol/L) -0,9 -3,5 5,5 1,2 3,5 3,0 6,5 6,5
AG (mmol/L) 22,5 18,4 15,8 18,5 17,9 15,3 13,7 13,7

Na hemogasometria arterial foi observada acidose mista respiratoria

e metabdlica uma hora apdés o0 nascimento. Foi revertida 12 horas depois,

provavelmente como consequéncia da terapia instaurada, mas retornou 12 horas
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depois, acompanhada de hipernatremia e hipercloremia. A acidose persistiu até 48
horas de vida. A acidose respiratoria é relatada em bezerros sadios ndo clonados
imediatamente apds o parto, mas que € revertida nos dois primeiros dias (BENESI,
1993; LISBOA et al., 2002). Neste animal ela foi revertida no quarto dia. Os niveis
séricos de lactato também se mantiveram alto durante o periodo estudado e
somente se normalizou no quinto dia apds o nascimento. Os niveis altos de lactato
poderiam estar relacionados com o metabolismo anaerdbico provocado pela hipoxia
e isso deve ter causado a acidose metabdlica (RUSSEL e ROUSSEL, 2007).

Os sinais vitais do bezerro clonado 22 se encontram em valores

muito préximos as médias dos controles, sem alteracdes.

Tabela 19 — Sinais vitais do bezerro clonado 22 associados com a pressao de oxigénio e dioxido de
carbono nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Hos H; Hio Has Has Hasg Hoo Hos Hi0
Temperatura retal (°C) 390 383 391 391 394 395 391 39 39,2
Frequéncia cardiaca (bpm) 144 96 144 164 164 152 140 140 132

Frequéncia respiratdria (mpm) 80 64 56 48 40 68 48 40 36

6.2.3. Clone 23

O bezerro clonado 23 nasceu no dia 15/09/2010 as 17h0Omin.
Todos os procedimentos desde o tratamento da receptora para a inducdo do parto, a
cesariana e os cuidados neonatais foram iguais aos dos bezerros clonados 21 e 23.
No entanto, o bezerro morreu trés horas apds o0 nascimento. A tentativa de
estabilizar o quadro clinico foi priorizada e amostras de material biolégico deixaram
de ser coletadas. Por este motivo, ndo ha dados fornecidos pelo hemograma,
bioquimica sérica ou hemogasometria. Foram realizadas apenas uma
hemogasometria venosa e a necropsia. Os resultados da hemogasometria venosa

podem ser observados na tabela 20.
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Tabela 20 — Parametros hemogasomeétricos do sangue venoso do bezerro clonado 23 observados
duas horas ap0s o nascimento

Parametro H,

pH 6,65
PO2 (mmHg) 47,4
PCO2 (mmHg) 130,9
SO2 (%) 29,7
Na (mmol/L) 142,2
K (mmol/L) 54

iCa (mmol/L) 15

Cl (mmol/L) 103,3
cHCO3 (mmol/L) 14,3
BE (mmol/L) -23,3

Em virtude dos procedimentos para a estabilizacdo do bezerro, nao
foi possivel coletar amostras de materiais bioldégicos para outras analises. Na
hemogasometria venosa pode-se notar acidose mista respiratoria e metabdlica e
hipercalemia, hipercalcemia e hipercloremia. A elevagédo intensa da pressao de
diéxido de carbono revela a dificuldade para realizar trocas gasosas manter o
equilibrio eletrolitico.

Durante a necropsia foi observado hidropericardio discreto, coracao
levemente dilatado, pesando aproximadamente 400g. Apresentava defeito de septo
interatrial. As dimensdes do corac¢do do bezerro foram: perimetro da aorta 5,5cm;
parede livre do ventriculo esquerdo 2cm; parede livre do ventriculo direito 1,3cm;
septo interventricular 1,8cm. De acordo com Batchelder et al. (2006), os valores de
referéncia desses parametros para bezerros neonatos sao de 0,93 a 1,65cm para a
parede livre do ventriculo esquerdo e 1,12 a 1,28cm para parede livre do ventriculo
direito. Estes achados podem indicar hipertrofia congénita concéntrica do miocardio,
que pode conduzir a hipertensdo da artéria pulmonar. Apés 0 nascimento, esse
quadro pode ser agravado pela insuficiéncia respiratdria e pela falta do efeito do
surfactante pulmonar (BLEUL, 2009; POGLIANI, 2010; BIRGEL JUNIOR et al.,
2011ab).

No exame dos pulmdes observou-se que 0S mesmos pareciam nao

ter inflado, estavam colabados e hipocrepitantes. Havia mecénio nos brénquios e na
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traqueia, demonstrando ter havido sofrimento fetal. O bago estava aparentemente
normal. Os rins tinham aspecto normal, mas coloracao esverdeada.

A associacdo da hemogasometria com os achados de necropsia
revela dificuldade de estabelecer trocas gasosas provocada, provavelmente pela
hipertrofia congénita concéntrica do coracgéo, aspiracdo de liquidos fetais (BLEUL,
2009).

6.2.4. Clone 24

O bezerro clonado 24 nasceu no dia 16/09/20110 as 07h27min. Era
da mesma linhagem celular dos clones 21, 22 e 23. Nasceu por meio de cesariana
realizada 42 horas apés inducdo do parto com a administracdo de dexametasona
conforme citado na tabela 1. A receptora apresentava, no momento da cesariana,
um dedo de dilatacdo e auséncia de preparo da glandula mamaria. Apés o
nascimento do bezerro, todos o0s procedimentos foram realizados de forma
semelhante aos realizados com o0s demais clones. As principais caracteristicas
clinicas deste bezerro observadas ao seu nascimento encontram-se no quadro 3.

ApoOs os primeiros cuidados foram realizadas as coletas de sangue
para 0s exames laboratoriais cujos resultados estdo citados nas tabelas 21
(hemograma), 22 (bioquimica sérica) e 23 (hemogasometria).

Este bezerro apresentava-se normal ao nascer, exceto pelo
tingimento leve por mecoénio, presenca de liquido na traqueia e mecénio nas narinas,
além de ruidos pulmonares indicando presenca de liquido na traqueia. A auséncia
de sinais de disturbios cardiacos e respiratérios levou a equipe a suspender a
medicacdo (dexametasona, aminofilina e citrato de sildenafila) 48 horas depois do
nascimento. Apresentava involugdo normal do corddo umbilical, sem persisténcia do
araco. Apresentou hematuria logo apés o nascimento, mas que reverteu em menos
de 24 horas. A avaliacdo das atividades séricas das enzimas creatinoquinase (CK) e
aspartato aminotransferase (AST) descartaram a possibilidade de ter sido causada
por hemolise ou lesdo muscular. Possivelmente foi devido a um hematoma na regiao

do Uraco.
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Quadro 3 — Principais caracteristicas clinicas do bezerro clonado 24 ao nascer

Parametro Avaliacéo
Peso ao nascer 42Kg
APGAR imediatamente apés o parto 8
APGAR aos 5 minutos de vida 8

Tingido por mecénio

Levemente tingido por meconio

Tempo até a liberagdo do meconio

5 horas ap6s o nascimento

Tentativa de permanecer em estacao

1 hora apds o nascimento

Aparecimento do reflexo de succ¢éo

1 hora apds o nascimento

Temperatura ao nascer 39,2
Frequéncia cardiaca 132 bpm
Frequéncia respiratéria 48 mpm
Coloracédo de mucosas Rosa palido

Funcdes vitais

Mucosa résea palida, auséncia de desidratacéo
e edema. Parametros cardiocirculatérios normais

na auscultacéo e palpacgéo

Avaliacéo pulmonar

N&o havia alteragBes marcantes. Na palpacdo do
térax, notou-se estertor vibrante sonoro de
origem traqueal. Na ausculta¢do dos pulmdes
notou-se estertor seco roncoso, estertor tmido
crepitante e estertor iUmido bolhoso. Observou-
se auséncia de estridores, fluxo nasal ou tosse
Havia grande quantidade de liquido, na traqueia
e mecodnio dentro das narinas. Nao foi usado

surfactante

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do cord&o: 4cm

Espessura: 1 dedo

Estruturas visiveis: nenhuma

Pulso arterial: negativo

Auséncia de edema no entorno da artéria
umbilical, ndo h& persisténcia do Uraco

Involucdo normal do cordao

Outras observactes

Hematuria logo apos o nascimento devido a
hematoma na regido do Uraco. Descartou-se a

possibilidade de hemdlise ou lesdo muscular

Os resultados do hemograma (tabela 21) revelam que o eritrograma

deste bezerro mostrou poucas alteracdes, seguindo o padrdo dos outros bezerros.
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Apresentou apenas VCM ao nascimento. Também havia trombocitopenia discreta ao
nascimento, mas que se normalizou apdés 48 horas. O leucograma revelou
leucocitose por neutrofilia desde o nascimento, que retornou aos valores de

referéncia apds 120 horas (5 dias).

Tabela 21 — Parametros hematoldgicos do bezerro clonado 24 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H Hio Has Hsg Hag Heo Hzz Hges Hi20
Hemacias (x10°mm®) 7,3 6,4 6,3 6,1 6,6 6,6 6,5
Hematdcrito (%) 3,2 306 30,1 281 292 291 282
Hemoglobina (g/dL) 11,0 9,8 9,5 91 9,9 9,7 9,6
VCM (fL) 497 47,6 475 46,2 442 444 437
CHCM (%) 304 320 316 324 339 333 340
Plaquetas (x10°/mm® 405 409 437 478 745 919 1574
Leucdcitos (/mm®) 13600 24500 24700 23000 21100 ... ... 18800 8000
Bastonetes (/mm?®) 0 735 1729 460 0 0 0
Segmentados (/mm®) 8704 21315 19760 20930 13926 ... ... 17296 5840
Linfécitos (/mm?®) 4488 1960 2717 1380 844 1504 2160
Eosindfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0 0
Monécitos (/mm?®) 408 490 494 230 0 0 0
Basdfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0 0
PPT (g/dL) 5,0 6,0 6,2 6,0 6,8 5,6

Tabela 22 — Parametros bioquimicos do bezerro clonado 24 nos tempos preconizados para coleta
(HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hio Hoa Hag Hasg Hyo Hgg H120
Ureia (mg/dL) 37,7 245 21,7 22,9 19,0 19,0
Creatinina (mg/dL) 1,65 1,10 0,92 0,95 0,72 1,00
AST (UI/L) 8,9 70,5 81,2 44,6 48,3 50,0
FA (UIL) 742 1430 1190 210 285 177
CK (UI/L) 570 636

Bilirrubina (mg/dL) 0,90 0,66 0,98 0,4

GGT (Ul 109 113
Glicose (mg/dL) 73 137 202 121 139 78

Lactato (mmol/L) 8,3 7,2 3,2 1,9 2,7
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Os exames bioquimicos estdo apresentados na tabela 22. A
hiperglicemia observada neste bezerro de 12 horas de vida deve ser observada com
cautela visto que as coletas de sangue nédo eram realizadas em jejum. A elevacéo
da atividade sérica da FA pode estar relacionada com o fato de ser um animal
jovem, em fase de crescimento quando se eleva a isoenzima do tecido 6sseo
(KANEKO, 1997). Por volta de 48 horas de vida, esses parametros j4 haviam voltado
aos valores normais e 0 bezerro ja se apresentava como um bezerro normal de
acordo com os parametros clinicos (tabela 25) e laboratoriais.

Nas tabelas 23 e 24 estdo contidos os dados referentes as
hemogasometrias venosa e arterial, respectivamente. A analise da hemogasometria
arterial (tabela 23) revelou que o bezerro nasceu com alcalose mista respiratoria e
metabdlica. Uma hora apds o nascimento, apresentava um quadro normal no que se
refere aos gases sanguineos, embora houvesse redugdo na concentracdo de
cloretos e elevacao do intervalo aniénico (AG), o que pode estar relacionado a um
possivel quadro de acidose, que foi corrigido a seguir pela terapia. Com 24 horas de
vida, a gasometria mantinha-se nos valores de referéncia, exceto pela hipernatremia
e uma redugéo discreta no bicarbonato, que determinou uma elevagao do intervalo
aniénico. Com 48 horas de vida, a Unica alteracdo da hemogasometria era, ainda, a

hipernatremia.

Tabela 23 — Parametros hemogasomeétricos do sangue venoso do bezerro clonado 24 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Ho,s H; Hio Has Hse Has Hzz Hoe Ha20
pH 7,36 7,33 7,39 7,43 7,40 7,39
PO2 (mmHg) 15,1 20,9 26,9 28,0 25,7 49,6
PCO2 (mmHg) 84,1 60,4 50,2 48,1 56,5 59,0
SO2 (%) 12,1 30,0 49,6 56,3 47,9 85,0
Na (mmol/L) 137,2 137,2 141,8 139,9 138,2 134,3
K (mmol/L) 53 4,5 4,1 3,7 3,3 4,3

iCa (mmol/L) 1,4 1,3 1,3 1,2 1,3 1,3

Cl (mmol/L) 95,1 93,8 99,3 97,5 96,0 94,0
cHCO3 (mmol/L) 29,2 30,9 29,8 31,6 34,1 34,6

BE (mmol/L) -1,2 3,7 4,2 6,5 7,8 8,0
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Tabela 24 — Parametros hemogasométricos do sangue arterial do bezerro clonado 24 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H; Hio Hoy Hze Hys H-, Hoe Hi2o
pH 7,46 7,33 7,45 7,49 7,48 7,50 7,48 7,46
PO2 (mmHg) 24,2 59,4 62,8 53,5 81,9 55,7 69,3 126,8
PCO2 (mmHg) 429 53,7 42,8 39,8 43,4 41,3 43,7 45,6
SO2 (%) 47,8 88,1 93 90,8 97 92 95,5 99,1
Na (mmol/L) 133,6 137 140,6 139,1 140,7 137,4 137,5 132,4
K (mmol/L) 4,3 3,8 4,1 3,8 3,4 3,4 3,7 4,2
iCa (mmol/L) 1,3 1,3 1,3 1,2 1,27 1,3 1,3 1.2
Cl (mmol/L) 92,5 93,2 100,7 98,3 98 96,5 96,7 94,4
cHCO3 (mmol/L) 29,7 27,4 28,8 29,9 315 31,7 31,2 31,7
BE (mmol/L) 52 0,7 4,3 6,2 7.3 7.8 7.4 7,0
AG (mmol/L) 15,8 20,3 15,2 14,7 14,6 12,6 13,3 10,5

Os sinais vitais deste bezerro (tabela 25) se apresentam dentro dos

parametros normais quando comparados as médias do Grupo Controle.

Tabela 25 — Sinais vitais do bezerro clonado 24 nos tempos de coleta preconizados.

Temperatura retal (°C) 378 383 391 391 394 388 389 388 388
Frequéncia cardiaca (bpm) 128 120 152 140 144 164 158 158 152

Frequéncia respiratdria (mpm) 80 52 42 40 52 a7 45 40 40

6.2.5. Clone 25

O bezerro clonado 25 nasceu no dia 16/09/2010 as 11h00min. Era
da mesma linhagem celular dos clones 21, 22, 23 e 24. A cesariana ocorreu 42
horas apos a inducéo do parto com a administracdo de dexametasona, A receptora
tinha um dedo de dilatagdo no momento da cesariana. Nao foi utilizado isoxsuprine.
Todos os procedimentos de cuidados neonatais foram semelhantes aos dos outros
bezerros. O bezerro apresentou hipotermia 30 minutos apdés o nascimento, mas a

temperatura voltou aos valores normais apos 30 minutos. As principais
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caracteristicas clinicas deste bezerro observadas ao seu nascimento encontram-se

no quadro 4.

Quadro 4 — Principais caracteristicas clinicas do bezerro clonado 25 ao nascer

Parametro Avaliacéo
Peso ao nascer 35,5Kg
APGAR imediatamente apds o parto 6
APGAR aos 5 minutos de vida 8

Tingido por mecdnio N&ao

Tempo até a liberacdo do mecénio

Um minuto apds o0 nascimento

Tentativa de permanecer em estacao

Desde o nascimento

Aparecimento do reflexo de succéo

40 minutos apds 0 nascimento

Temperatura ao nascer 39,2°C
Frequéncia cardiaca 130bpm
Frequéncia respiratéria

Coloragéo de mucosas Normocoradas

Funcbes vitais

Auséncia de edema ou desidratacdo. Sem

alterac6es cardiocirculatérias

Avaliacéo pulmonar

Na&o foi utilizado surfactante

Respiracéo costo-abdominal, de amplitude e
frequéncia normais. Apresentava estridor nasal e
fluxo nasal catarral com coloracdo amarelada de
meconio.

Na auscultacdo pulmonar, presenca de estertor
Seco roncoso, estertor seco sibilante, estertor
umido crepitante e estertor imido bolhoso,
caracteristicos de bezerros neonatos com
sistema cardio-respiratério sem muitas

alteracoes.

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do corddo: 3 a 4cm

Espessura: 2 dedos

Estruturas visiveis: 1 artéria umbilical (diametro
menor do que um lapis)

Pulso arterial: presente, de intensidade
moderada. Desapareceu em 48 horas

N&o havia persisténcia do Uraco
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Aproximadamente 48 horas ap0s o nascimento, a medicacdo para
as alteracOes cardio-respiratorias (dexametasona, aminofilina e citrato de sildenafila)
foi suspensa. Nao houve alteracdes eritrocitarias neste bezerro durante o periodo
estudado. Ao nascimento havia trombocitopenia, hipoproteinemia e leucocitose por
neutrofilia discretas. A leucocitose, no entanto, se tornou mais evidente e somente

voltou aos valores de referéncia ao 5° dia de vida (tabela 26).

Tabela 26 — Parametros hematolégicos do bezerro clonado 25 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H; Hio Has Has Hasg Heo Hzo Hos Hi0
Hemacias (x10°/mm® 7,3 7.1 6,7 6,7 6,9 6,9
Hematocrito (%) 32,8 30,6 28,5 27 28,1 27,8
Hemoglobina (g/dL) 10,1 9,7 9,4 9,2 9,4 9,5
VCM (fL) 44,8 43,2 42,3 40,4 40,8 40,0
CHCM (%) 30,8 31,7 33,0 34,1 33,5 34,2
Plaquetas (x10*/mm®) 473 488 456 548 797 1442
Leucécitos (/mm3) 13400 21600 24100 17400 16000 7100
Bastonetes (/mm?®) 0 216 0 0 0 0
Segmentados (/mm®) 8442 17712 20967 16530 14560 5254
Linfécitos (/mm?®) 4288 3240 1928 ... 870 . .. 1440 1846
Eosinéfilos (/mm?®) 0 0 0 0 0 0
Mondcitos (/mm?®) 670 432 241 0 0 0
Basdfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0
PPT (g/dL) 5,0 5,2 5.4 6,2 5,2

Tabela 27 — Parametros bioquimicos do bezerro clonado 25 nos tempos preconizados para coleta
(HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hio Ho, Has Hasg Hoo Hge H1x0
Ureia (mg/dL) 26,5 21,9 19 21,9
Creatinina (mg/dL) 1,3 1,03 1,2 0,8
AST (UI/L) 64,6 85,3 479 59,7
FA (UI/L) 1690 2000 240 462
Bilirrubina (mg/dL) 0,7 0,8
GGT (Ul 574 77,3 156
Glicose (mg/dL) 110 117 177 94 84

Lactato (mmol/L) 4,7 3,3 2,7 3,0 1,7 1,8
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Houve diminuicdo das concentragOes de ureia, creatinina e AST
quando comparadas ao Grupo Controle. Comparadas com dados de Benesi et al.
(2003), nota-se reducdo da GGT, elevacdo da bilirrubina a partir do quarto dia,
elevacdo da AST. A elevacdo da AST pode estar relacionada a maior atividade
muscular em neonatos e a GGT reduzida gerou suspeitas a respeito da absorcao
inadequada de anticorpos colostrais e, consequentemente, falha na transferéncia da
imunidade passiva (COSTA et al., 2008). Apresentou hiperglicemia uma hora depois
do nascimento. A concentracao de lactato, discretamente elevada nos primeiros trés
dias de vida, alcancou niveis normais apods quarto dia de vida. A elevacdo da
atividade da FA sem elevagdo concomitante da AST e da bilirrubina n&o indica
alteracdo hepatica, mas sim, sinais de crescimento.

A analise dos achados na hemogasometria venosa (tabela 28)
revelou acidose, enquanto a arterial (tabela 29) revelou que, com uma hora de vida,
0 bezerro apresentou alcalose respiratoria, pois houve elevagédo da presséo parcial
de oxigénio provavelmente devido a oxigenioterapia. Mesmo sem a utilizacdo de
surfactante e cloridrato de isoxsuprine, que inibe as contracdes uterinas e melhora
as condicdes de oxigenacgao para o feto (BIRGEL et al., 2011b; MEIRELLES et al.,
2010), o animal conseguiu manter as trocas gasosas nesse periodo. Com 12 horas
de vida, hemogasometria apresentava hiponatremia como unica alteracdo. Com 24
horas de vida, o bezerro apresentou uma acidose respiratéria discreta. Com 48

horas, a Unica alteracdo presente na hemogasometria arterial era a hipocalemia.

Tabela 28 — Parametros hemogasométricos do sangue venoso do bezerro clonado 25 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H Hio Ha4 Hse Has Hz2 Hoe Hai2o
pH 7,09 7,29 7,36 7,39 7,41 7,42
PO2 (mmHg) 13,0 21,8 28,9 31,1 35,3 34,8
PCO2 (mmHg) 78,9 61,8 57,3 51,8 52,6 52,8
S02 (%) 8,3 29,7 52,3 60,3 69,3 69,8
Na (mmol/L) 137,2 137,1 141,2 138,3 134,7 133,7
K (mmol/L) 5,2 4,0 4,6 4,0 4,0 4,1

iCa (mmol/L) 15 1,3 1,3 1,3 1,2 1,1

Cl (mmol/L) 98,0 97,5 100,0 97,3 94,9 94,1
cHCO3 (mmol/L) 23,4 29,2 31,7 31,2 32,4 33,8

BE (mmol/L) -8,2 15 4,6 5,4 6,6 7,7




55

Tabela 29 — Parametros hemogasométricos do sangue arterial do bezerro clonado 25 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H; Hio Hoy Hze Hys H-, Hoe Hi2o
pH 7,32 7,45 7,45 7,44 7,47 7,50 7,41 7,48
PO2 (mmHg) 54 107,7 71,2 934 107,7 89,3 39,8 66,4
PCO2 (mmHg) 54,3 42,6 40,5 46,9 45,9 43,9 54,8 42,7
SO2 (%) 84,8 98,4 95 97,6 98,6 97,9 76,5 94,7
Na (mmol/L) 137,7 140,8 1389 139,1 137,7 137,3 137,7 134
K (mmol/L) 4,09 4,5 4,3 4,2 3,9 3,8 3,9 4,2
iCa (mmol/L) 1,3 1,3 1,3 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Cl (mmol/L) 97,8 101,2 99,9 98,4 98,3 97,1 96,7 96,8
cHCO3 (mmol/L) 27,4 28,6 27,3 30,8 32,6 33,5 34 31,1
BE (mmol/L) 0,6 4,1 3,1 5,8 8 9,4 7.5 6,8
AG (mmol/L) 16,5 15,5 16 14,1 10,8 10,5 11 11,3

Os parametros vitais apontam para hipotermia e taquipneia ao
nascimento, mas estes sinais voltaram aos valores normais apés 12 horas de vida.

Isso demonstra certa dificuldade de adaptacéo a vida extrauterina.

Tabela 30 — Sinais vitais do bezerro clonado 25 nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Hos H; Hiz Has Hsg Hag Hzz Hges Hi2o
Temperatura retal (°C) 368 378 39,1 384 393 381 390
Frequéncia cardiaca (bpm) 130 133 174 156 160 164 160

Frequéncia respiratdria (mpm) 81 62 64 44 40 a7 45

6.2.6. Clone 26

O bezerro 26 do Grupo Clones nasceu no dia 16/09/2010 as
15h14min. Era da mesma linhagem celular dos clones 21, 22, 23, 24 e 25. Todos 0s
procedimentos de inducdo do parto e cesariana, assim como todos os cuidados
neonatais foram semelhantes aos dos clones citados anteriormente. No entanto o
bezerro 26 apresentou inUmeras complica¢cdes que culminaram com sua morte 36

horas apdés o nascimento. Todos os dados referentes aos exames clinicos e
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laboratoriais deste bezerro estdo contidos no quadro 5 e nas tabelas 31, 32, 33,34 e

35.

Quadro 5 — Principais caracteristicas clinicas do bezerro clonado 26 ao nascer

Parametro

Avaliacéo

Peso ao nascer

52,5Kg

APGAR imediatamente apds o parto

APGAR aos 5 minutos de vida

Tingido por mecdnio

Tempo até a liberacdo do mecénio

Tentativa de permanecer em estacao

Aparecimento do reflexo de succgéo

N&o apresentou (colostro foi administrado por

sonda nasoesofagica)

Tem peratura ao nascer

40,5°C

Frequéncia cardiaca

200

Frequéncia respiratéria

40mpm (2 horas apés o nascimento)

Coloragéo de mucosas

Rosa palida

Funcbes vitais

Hipertermia e bradicardia. Apds a administragao
de atropina e adrenalina, a FC se elevou para
200bpm

Avaliacédo pulmonar

Dispneia expiratoria, respiracéo costo-
abdominal, frequéncia normal, sem sinais de
insuficiéncia respiratdria. Pausa breve entre
inspiracdo e expiracdo, tornando a expiracdo

profunda

Avaliacdo do umbigo

Hematoma da artéria umbilical de

aproximadamente 3cm de diametro

Outras observactes

Grande quantidade de liquido amniético de

viscosidade elevada

Devido as complicacbes cardiorrespiratorias apresentadas ao

nascimento, nao foi possivel coletar todos os dados (grafico 5). A prioridade foi dada

para a estabilizagcdo do quadro clinico. Logo ao nascer apresentou hipertermia

(40,5°C), e bradicardia. Foi administrado sulfato de atropina e adrenalina. A

temperatura logo voltou aos valores de referéncia e a frequéncia cardiaca se elevou

(200bpm). A concentracao de lactato sérico estava elevada (8,0mmol/L). Foi feita a
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correcdo da acidose com solucdo de bicarbonato de sédio 8,4% em solucdo de NaCl
0,9%. Duas horas ap0s 0 nascimento, a concentracao do lactato sérico ainda estava
muito elevada (12,9mmol/L) e, mesmo com o tratamento, nas 24 horas que se
seguiram, ainda ndo havia baixado. Uma hora apds o nascimento, havia dilatacédo
abdominal, com timbre metalico na percussdo, possivelmente devido a uma
disfuncédo vagal. O bezerro recebia colostro via sonda nasoesofégica, o que pode ter
causado o timpanismo.

O exame fisico realizado 20 horas ap06s o parto revelou enoftalmia e
desidratacdo de 5%. N&o havia sinais de insuficiéncia cardiaca, porém apresentava
taquicardia, ruido adventicio sistolico e diastdlico com ponto maximo de auscultagdo
na valva semilunar adrtica. Apos o uso de citrato de sildenafila, o sopro cardiaco
regrediu, mas voltou apés 40 minutos com intensidade leve, voltando a ser
auscultado no foco aortico (12 e 22 bulha). Com 30 horas de vida, o bezerro
apresentou dispneia expiratéria, respiracdo rude e estertor umido crepitante, com
propagacdo de batimentos cardiacos no 12° espaco intercostal. O quadro
respiratorio ndo evoluiu de forma positiva e o bezerro continuou apresentando
respiragao intensa e rude. Com, aproximadamente, 37 horas de vida, teve uma

parada cardiorrespiratéria e veio a Obito.

Tabela 31 — Parametros hematolégicos do bezerro clonado 26 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hi, Hoa Hasg
Hemacias (x10°/mm®) 8,7 8,7 8,3
Hematocrito (%) 40,4 39,8 37,7
Hemoglobina (g/dL) 11,4 12,2 11,7
VCM (fL) 46,3 45,9 45,2
CHCM (%) 30,7 30,7 31,0
Plaquetas (x10*/mm®) 445 413 508
Leucécitos (/mm®) 12300 ... 17500 18900
Bastonetes (/mm?®) 0 350 1323
Segmentados (/mm®) 7872 ... 13125 14742
Linfécitos (/mm?®) 3567 3850 2646
Eosindfilos (/mm®) 0 0 0
Mondcitos (/mm?®) 0 0 0
Basdfilos (/mm®) 0 0 0

PPT (g/dL) 5,0 5,0
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O hemograma (Tabela 31) mostrou algumas altera¢des importantes,
tais como a elevacdo discreta do hematocrito, da contagem de hemacias, da
concentracdo de hemoglobina e da concentracdo das plasmaticas totais, causados
pelo quadro de desidratacdo, também detectado no exame fisico. A contagem de
plaguetas manteve-se como nos outros animais: baixa no inicio, mas elevando-se no
avanco da idade. No leucograma, observou-se leucocitose por neutrofilia que se
agravou no decorrer do tempo e persistiu durante as 37 horas de vida do animal.

A analise dos parametros bioquimicos (tabela 32) deste bezerro
mostrou elevacdo da concentracdo sérica de ureia 12 horas apds o nascimento e a
concentragdo seérica de creatinina, ao contrdrio dos demais clones, estava mais
elevada quando comparada a média do Grupo Controle na ultima anélise realizada
antes do Obito. Este achado pode indicar que as alteracbes cardiorrespiratorias
tenham afetado a funcao renal (BLEUL, 2009).

Tabela 32 — Parametros bioquimicos do bezerro clonado 26 nos tempos preconizados para coleta
(HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hi, Hoa Hag
Ureia (mg/dL) 46 56,5 31,6 41,8
Creatinina (mg/dL) 2,1 1,7 11 1,7
AST (UI/L) 10,2 9,9 101 109
FA (UI/L) 1130 273 380 424
Bilirrubina (mg/dL) 0,4

GGT (UIN)

Glicose (mg/dL) 74,4 89,0 131,0 1010
Lactato (mmol/L) 8,0 12,9 9,4

O bezerro clonado 26 apresentou niveis elevados de lactato no
sangue desde os primeiros momentos (30 minutos) apés o parto. A hemogasometria
arterial (tabela 34) confirma a acidose metabdlica e respiratéria. A hiperlactemia
pode ser responsavel pela acidose mista com origem respiratéria e metabdlica
apresentada na primeira hora de vida. Esse desequilibrio comeca na fase expulsiva
do parto e se acentua no decorrer do evento. A hipoxemia experimentada no
momento do parto devido a reducdo das trocas materno-fetais induz a producao de
acido latico no metabolismo celular, resultando num agravamento do quadro
(BENESI et al., 1993; LISBOA et al., 2002; BLEUL, 2009;). Essa condicao se reverte
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com o inicio da atividade respiratéria, por volta do segundo dia de vida em bezerros
sadios (BENESI et al., 2012), embora a recuperacédo completa e definitiva do quadro
possa ocorrer até o quinto dia de idade (LECHOWSKI, 1997; LISBOA et al., 2002).
Durante as 36 horas de vida desse bezerro, ndo houve regressao do quadro de
acidose. Os dados da necropsia e 0 quadro de insuficiéncia respiratdria apresentado
pelo animal sustentam a causa da morte como sendo devido a ndo expansao
pulmonar no periodo de adaptacdo a vida extrauterina. Ainda foram observadas, na
hemogasometria arterial, hipernatremia e hipercloremia que persistiram até o

momento do ébito do animal.

Tabela 33 — Parametros hemogasométricos do sangue venoso do bezerro clonado 26 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos Hq Hi, Hoa
pH 7,11 6,94 7,29 7,33
PO2 (mmHg) 18,0 55,3 27,1 24,5
PCO2 (mmHg) 71,0 120,8 495 47,5
S02 (%) 14,5 62 40,9 37,7
Na (mmol/L) 1354 136,3 143,99 1426
K (mmol/L) 4,8 3,2 4.4 3,8
iCa (mmol/L) 1,3 1,3 1,3 1,3
Cl (mmol/L) 94,5 99,8 101,7 100,8
cHCO3 (mmol/L) 22,3 25,3 23,1 24,4
BE (mmol/L) -8,2 -9,2 -3,8 -1,9

Tabela 34 — Parametros hemogasométricos do sangue arterial do bezerro clonado 26 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos Hy Hi, Ho, Hss

pH 7,45 7,19 7,35 7,35 7,32
PO2 (mmHg) 40,8 66,4 45,3 37,5 43,1
PCO2 (mmHg) 32,1 66,6 44,3 43,0 50,0
SO2 (%) 78,7 86,6 78,3 67,1 73,9
Na (mmol/L) 133  140,8 141,6 142,6 143,2
K (mmol/L) 4,1 3,6 4,1 45 4,2

iCa (mmol/L) 1,2 1,2 1,2 1,3 1,3

Cl (mmol/L) 92,5 98,0 98,9 101,7 101,7
cHCO3 (mmol/L) 21,9 25 24 23 25,1
BE (mmol/L) -1,3 -3,9 -1,7 -2,6 -14
AG (mmol/L) 22,5 21,4 22,9 22,4 20,6
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Tabela 35 — Sinais vitais do bezerro clonado 26 nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Ho,s H Hio Has Hae* His Hzz  Hgs Hix
Temperatura retal (°C) 38,3 37,8 38,8 38,9 39,3

Frequéncia cardiaca (bpm) 180 174 144 164 126

Frequéncia respiratdria (mpm) 24 56 60 76

* parametros aferidos com 33 horas de vida

Os sinais vitais do animal (tabela 35) apontam para um quadro de
dificuldade de adaptacdo a vida extrauterina, com taquicardia nos primeiros minutos
de vida e bradipneia na primeira hora apds o nascimento. O 0Obito ocorreu no dia
18/09/2010 as 04h30min, quando o bezerro tinha, aproximadamente 37 horas de
vida. Na necropsia, foram observadas mucosas ciandticas e acumulo de liquido na
cavidade abdominal e no tecido subcutaneo, provavelmente oriundo da fluidoterapia.
Havia hematoma perivascular na regido da cicatriz umbilical, envolvendo ambas as
artérias e bexiga devido a ndo obliteracdo das artérias umbilicais, que retrairam no
momento do parto. As artérias umbilicais tinham aspecto normal, assim como a veia
umbilical. O Uraco ainda estava aberto, mas tinha aspecto normal. A artéria aorta e a
artéria pulmonar apresentavam aumento de volume, a base do coragdo estava
dilatada e havia hematomas valvulares no lado direito e esquerdo. A circunferéncia
da aorta media 5,5cm, a espessura do ventriculo direito era de 1,5cm e a do
ventriculo esquerdo era de 2,5cm. O septo tinha 1,7cm de espessura. Havia
pequenos focos de hemorragia subepicardica. O lobo cranial do pulmao esquerdo
estava crepitante e com grande area de enfisema, mas o lobo caudal apresentou
consisténcia firme devido a atelectasia. A traqueia tinha um diametro maior no terco
superior, diminuia no terco médio e voltava a aumentar levemente no terco final. Ndo
havia conteddo na traqueia, nem edema pulmonar. A insuficiéncia respiratoria
ocorreu devido a falha na expansao pulmonar e enfisema. No baco eram visiveis
pequenas formacgBes na capsula esplénica. Os rins tinham aspecto normal. Nao
havia alteragbes macroscopicas no figado, embora fossem notados esteatose leve,
bordos arredondados de um lado e finos do outro. O abomaso estava repleto de leite
coagulado e apresentava distensdo moderada. Nao havia alteragcbes macroscopicas

no cérebro, cerebelo, pancreas, adrenais, intestinos, testiculos e bexiga.
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6.2.7. Clone 27

O bezerro 27 nasceu no dia 16/09/2010 as 18h25min. Também
originado de um embrido clonado por SCNT da mesma linhagem celular dos
bezerros 21, 22, 23, 24, 25 e 26. Assim como nos outros bezerros, foi realizada a
inducdo do parto conforme a tabela 1. A cesariana ocorreu 26 horas apos a
administracdo de dexametasona, A receptora tinha menos de um dedo de dilatacéo
no momento da cesariana e ainda ndo estava em trabalho de parto e também
apresentava hidroalantoide.

Todos os procedimentos de cuidados neonatais foram semelhantes
aos dos outros bezerros, mas nao foi administrado o surfactante. O bezerro nasceu
com peso adequado, embora ainda fosse mais pesado que a média do Grupo
Controle. Apresentou avaliagdo de APGAR ruim 5 minutos apds o nascimento
(quadro 6). O fato de estar ligeiramente tingido por meconio pode indicar que houve
sofrimento fetal. Havia grande quantidade de liquido amniotico com viscosidade
muito alta. Durante o estimulo com o jato de agua, o bezerro eliminou uma
guantidade grande de liquido amniético pela boca. Tinha reflexos e frequéncia
cardiaca normais (135bpm) imediatamente apds o nascimento. No entanto, durante
os procedimentos de coleta de material biolégico para exames, o0 bezerro teve
bradicardia e parada cardiaca. A bradicardia foi corrigida com a administracdo de
20mg de sulfato de atropina intravenoso e a parada cardiaca foi revertida com
massagem cardiaca. O fato de a bradicardia ter sido revertida por meio da
administracdo de atropina pode indicar que o quadro tenha sido decorrente da
vagotonia. A quantidade de oxigénio administrada foi elevada de 5L/min para
10L/min nas primeiras horas de vida. Houve rompimento do corddo umbilical, o que
provocou a retracdo dos vasos umbilicais para a cavidade abdominal, impedindo que
fosse feita a obliteracdo de maneira adequada. As caracteristicas clinicas do bezerro

ao nascimento podem ser observadas no quadro 6.
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Quadro 6 — Principais caracteristicas clinicas do bezerro clonado 27 ao nascer

Parametros Avaliacéo
Peso ao nascer 41Kg
APGAR imediatamente apés o parto 6
APGAR aos 5 minutos de vida 3a4

Tingido por mecénio

Ligeiramente tingido por meconio

Tempo até a liberagdo do meconio

Tentativa de permanecer em estacao

No primeiro dia de vida

Aparecimento do reflexo de succ¢éo

11 horas ap6s 0 nascimento

Temperatura ao nascer

40,3°C

Frequéncia cardiaca

135bpm, arritmia, depois evoluiu para

bradicardia

Frequéncia respiratéria

Coloracdo de mucosas

Ciandéticas ao nascimento

Funcbes vitais

Mucosas cianoéticas ao nascimento, ficaram
normocoradas em 48 horas. Edema na
extremidade do membro anterior. Sem sinais de
desidratacao ou insuficiéncia cardiaca. Na

auscultacao cardiaca havia refor¢o da 12 bulha

Avaliacéo pulmonar

Respiracéo costoabdominal de amplitude
normal, auséncia de tose, estridor, fluxo nasal ou
muco na boca e sem altera¢gdes na palpacéo do
térax. Na auscultacdo dos pulmdes, observou-se

respiracéo rude

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do cord&o: Ocm

Espessura: 2 dedos

Estruturas visiveis: nenhuma

Pulso arterial: negativo

Houve rompimento do cordao umbilical, as
artérias retrairam para a cavidade abdominal.
Percebia-se pulso das duas estruturas e
hemorragia umbilical (hematoma umbilical de 3 a
5cm de didmetro)

Auséncia de persisténcia do Uraco

Outras observaces

Apresentou hipoglicemia, mas ndo apresentou
hipotermia, embora tivesse tido uma queda de
2°C de temperatura em 30 minutos

Precisou receber o colostro por sonda

nasoesofagica.
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Nao houve alteragBes eritrocitarias neste bezerro, exceto uma
elevacdo discreta do hematdcrito no 4° dia de vida (tabela 36). As plaquetas
seguiram o padrao normal dos outros bezerros, ou seja, estava baixa ao nascimento
e teve sua contagem elevada no avancar da idade. No leucograma observou-se

leucocitose por neutrofilia durante todo o periodo observado.

Tabela 36 — Parametros hematolégicos do bezerro clonado 27 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H; Hio Has Has Hasg Heo Hzo Hos Hi0
Hemacias (x10°/mm® 7,5 6,1 6,5 6,3 6,4 6,7
Hematocrito (%) 34,4 27,5 28,7 26,7 26,6 28,1
Hemoglobina (g/dL) 10,5 8,8 9,0 9,0 8,9 9,6
VCM (fL) 45,9 45,1 44,0 42,2 41,8 42,0
CHCM (%) 30,5 32,0 31,4 33,7 33,5 34,2
Plaquetas (x10*/mm®) 504 454 432 548 730 1615
Leucécitos (/mm3) 14900 13400 11400 14200 16500 19300
Bastonetes (/mm?®) 0 268 0 0 0 0
Segmentados (/mm® 10579 10988 10488 13348 15180 16598
Linfécitos (/mm?®) 4023 1742 912 852 1320 2702
Eosinéfilos (/mm?®) 0 134 0 0
Mondcitos (/mm?®) 298 268 0 0 0
Basdfilos (/mm®) 0 0 0 0
PPT (g/dL) 4.4 4,8 6,0 5,6 6,6 48

Tabela 37 — Parametros bioquimicos do bezerro clonado 27nos tempos preconizados para coleta

(HO,5; H1; H12; H24, H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hio Ho, Has Hasg Hoo Hge H1x0
Ureia (mg/dL) 58,4 59,3 31,8 215 19 22,4
Creatinina (mg/dL) 0,95 1,04 0,72 0,40 0,40 0,4
AST (UI/L) 14,3 10,4 64,5 139,0 68,3 77,2
FA (UI/L) 241 264 183 241 19 193
Bilirrubina (mg/dL) 0,50 0,52 1,67 3,84 3,96
GGT (UI/) 36,3 208,0 131 141
Glicose (mg/dL) 73,8 695 96,3 108 127 99,2
Lactato (mmol/L) 11,2 6,2 12,3 4,5 4,3
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A elevagéo da ureia nas primeiras 12 horas de vida foi a alteragéo
mais marcante na série bioquimica deste bezerro (tabela 37). A concentracdo de
ureia depende da nutricdo e esta relacionada com alteragcfes renais e desidratacao.
A ingestdo de colostro ndo afeta a concentracdo de ureia e, ao nascimento, ela se
apresenta diminuida, elevando-se apenas aos 60 dias de idade (KLINKON & JEZEK,
2012).

De acordo com a anélise da hemogasometria tanto venosa (tabela
38) quanto arterial (tabela 39), o bezerro apresentou acidose metabdlica e elevacéo
da concentragdo do lactato sérico durante todos os tempos de coleta, exceto no
altimo tempo, com 48 horas de vida, quando houve recuperacdo da acidose e
retorno do acido latico aos valores normais. Neste momento, houve hipocalemia e
hipercalcemia. E comum bezerros nascerem acidoticos, mas esse quadro se reverte
com a respiracdo e a filtragdo renal. A hipercapnia € frequente nos bezerros recém-
nascidos e costuma haver retorno aos valores normais apés o segundo dia de vida
(LISBOA et al., 2002). De acordo com a interpretacdo dos dados da hemogasometria
arterial, este bezerro jA mostrava sinais de adaptacdo adequada a vida extrauterina
48 horas ap0s 0 hascimento.

Os sinais vitais do bezerro clonado 27 (tabela 40) ndo mostra as
alteracdes que ocorreram durante a manipulacdo do bezerro porque foram aferida

apos a estabilizacdo do quadro clinico.

Tabela 38 — Parametros hemogasométricos do sangue venoso do bezerro clonado 27 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H Hio Ha4 Hse Has Hz2 Hoe Hai2o
pH 7,19 7,19 7,32 7,44 7,32
PO2 (mmHg) 22,3 29,7 27,7 28,0 23,2
PCO2 (mmHg) 55,0 60,5 45,0 41,3 57,8
S02 (%) 24,4 39,5 449 56,0 34,7
Na (mmol/L) 136,7 138,6 141,8 136,3 130,3
K (mmol/L) 54 4,1 4,1 3,6 4,0

iCa (mmol/L) 1,4 1,3 1,3 1,3 1,2

Cl (mmol/L) 98,1 98,4 100,6 96,4 92,9
cHCO3 (mmol/L) 20,7 22,7 22,6 27,6 29,0

BE (mmol/L) -7,6 -6,5 -3,3 3,2 1,9
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Tabela 39 — Parametros hemogasométricos do sangue arterial do bezerro clonado 27 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H; Hio Hoy Hze Hys H-, Hoe Hi2o
pH 7,41 7,36 7,33 7,37 7,45 7,47 7,23 7,50
PO2 (mmHg) 19,3 22,6 38,1 60,9 45,1 53,4 50,3 60,2
PCO2 (mmHg) 34 36,9 49,4 39,7 35,2 36,7 65,4 35,3
SO2 (%) 29,4 34,6 67,3 89,8 83,4 89,6 76,9 93,3
Na (mmol/L) 130,8 132,7 140,6 140,6 137,7 135,6 1349 131,6
K (mmol/L) 59 5,6 4,2 4,6 3,8 3,0 3,5 3,9

iCa (mmol/L) 1,2 1,3 1,2 1,3 1,3 1,3 1,2 1,2

Cl (mmol/L) 98,6 95,2 99,3 100,7 99,3 96,7 94,6 95,2
cHCO3 (mmol/L) 21 20,2 25,3 22,3 24,1 25,8 26,9 29,2
BE (mmol/L) -3 -4,7 -1,1 -2,8 0,4 2,3 -1,9 52

AG (mmol/L) 17,1 22,8 20,2 21,8 18,1 16,1 16,9 11,6

Tabela 40 — Sinais vitais do bezerro clonado 27 nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Hos H Hiz Has Hsg Hag Hzz Hges Ha20
Temperatura retal (°C) 386 385 39,0 405 394 393 396 39,2 395
Frequéncia cardiaca (bpm) 156 154 148 144 174 168 160 140 136

Frequéncia respiratéria (mpm) 52 60 40 52 50 32 44 30 32

6.2.8. Clone 28

O bezerro 28 nasceu no dia 17/09/2010 as 10h52min. Era da mesma
linhagem celular dos clones citados anteriormente. A inducéo do parto foi realizada
da mesma forma como nos outros bezerros. A cesariana ocorreu 37 horas apoés a
inducdo com dexametasona, A cérvix tinha 1,5 a 2,0 dedos de dilatacdo e havia
sinais de relaxamento do ligamento sacro-isquiatico e edema de vulva. As glandulas
mamarias ndo estavam desenvolvidas e a receptora apresentou cetonuria (+++) e
elevacdo do beta-hidroxibutirato. Apesar disso, o bezerro nasceu em O6timas
condi¢cbes. Os cuidados neonatais foram semelhantes ao dos outros animais. Nao foi
utilizado surfactante, mas foram administrados 50mg de cloridrato de isoxsuprine na
receptora no momento da cesariana. As principais caracteristicas clinicas deste
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bezerro observadas ao nascimento encontram-se no quadro 7 e os resultados dos

principais parametros sanguineos estao nas tabelas 41, 42, 43, 44 e 45.

Quadro 7 — Principais caracteristicas clinicas do bezerro clonado 28 ao nascer

Parametro Avaliacéo
Peso ao nascer 40,8Kg
APGAR imediatamente apds o parto 8
APGAR aos 5 minutos de vida 8

Tingido por mecdnio

Levemente tingido por meconio

Tempo até a liberacdo do mecénio

Trés minutos apés o nascimento

Tentativa de permanecer em estacao

Aparecimento do reflexo de succéo

30 minutos apds o0 nascimento

Temperatura ao nascer 39,8°C
Frequéncia cardiaca 136 bpm
Frequéncia respiratéria 96 mpm
Coloragéo de mucosas Normocoradas

Resposta aos estimulos

Avaliacao do aparelho circulatério

Auséncia de edema ou sinais de desidratacdo e
de insuficiéncia cardiaca. Apresenta auscultagao

normal.

Avaliacéo pulmonar

Na&o foi utilizado surfactante

Respiracéo costo-abdominal, amplitude normal
Apresentava fluxo nasal catarral levemente
amarelado. Na palpacédo do térax havia presenca
de estertor vibrante sonoro

Na auscultacdo pulmonar notou-se respiracéo
rude, presenca de estertor seco roncoso, estertor
seco sibilante, estertor Umido crepitante e

estertor imido bolhoso

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do corddo: 15cm
Espessura: 2 dedos

Estruturas visiveis: 1 artéria umbilical
Presenca de exsudato seroso

Pulso arterial: negativo

N&o havia persisténcia do Uraco
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N&o havia alteragBes clinicas no momento do nascimento (quadro
7). O bezerro nasceu aparentemente normal de acordo com as avaliacdes de seu

quadro clinicamente.

Tabela 41 — Parametros hematoldgicos do bezerro clonado 28 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H Hio Has Hsg Hag Heo Hzz Hges Hi20
Hemacias (x10°mm®) 7,98 7,26 7,93 776 753 7,46
Hematocrito (%) 39,1 335 36,6 35,2 33,7 33,1
Hemoglobina (g/dL) 11,9 11,2 12,0 11,7 11,4 11,4
VCM (fL) 49,0 46,1 46,2 454 44.8 44,4
CHCM (%) 30,4 33,4 32,8 33,2 33,8 34,4
Plaquetas (x10°/mm® 383 418 418 688 872 1156
Leucdcitos (/mm®) 13700 19000 19700 18600 8100 6200
Bastonetes (/mm?®) 0 0 0 0 0 0
Segmentados (/mm3) 8220 17860 18518 16926 6318 4154
Linfécitos (/mm3) 4932 1140 1182 1674 1782 2046
Eosindfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0
Monécitos (/mm?®) 548 0 0 0 0 0
Basdfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0
PPT (g/dL) 4,8 5,0 6,8 5,6 4,9 46

As caracteristicas do hemograma do bezerro 28 foram muito
parecidas com as dos demais bezerros clonados (tabela 41). N&o havia alteragbes
nos parametros eritrocitarios, exceto uma elevacéo discreta no VCM nos primeiros
dois dias de vida, indicando que a maturacdo das hemacias ndo € completa nesta
fase da vida dos bezerros clonados (CHAVATTE-PALMER et al.,, 2002). As
plaquetas tinham contagem baixa nos primeiros dias, atingindo o valor de referéncia
no 3° dia. No leucograma se observou, em todos os tempos estudados, leucocitose
por neutrofilia.

Na andlise dos parametros bioquimicos (tabela 42), notou-se
reducdo da concentracdo sérica de ureia e creatinina e da atividade de aspartato
aminotransferase. Houve elevagdao da concentragdo de bilirrubina, indicando uma

possivel hemolise ou obstrucdo intra ou extra hepatica (RUSSEL e ROUSSEL,
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2007). A hiperglicemia deve ser analisada com cautela pois n&o foi respeitado o
periodo de jejum antes da coleta. Este bezerro foi o Unico que ndo apresentou
concentracfes elevadas de lactato sérico desde o momento do nascimento até o

final do periodo estudado.

Tabela 42 — Parametros bioquimicos do bezerro clonado 28 nos tempos preconizados para coleta
(HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hio Ho, Has Hasg Hoo Hoe H120
Ureia (mg/dL) 235 20,6 19 19 19
Creatinina (mg/dL) 0,77 0,61 0,73 0,88 1,16

AST (UI/L) 52,4 32,3 352 44,7 494

FA (UIL) 491 351 277 261 193
Bilirrubina (mg/dL) 2,65 2,29 1,01 1,25 0,79

GGT (UI/) 101,0 723 51,4 36,5 328

Glicose (mg/dL) 165 187 111 924 90,7

Lactato (mmol/L) 3,4 15 4,3 3,1 2,6 3,3 3,3

A hemogasometria arterial imediatamente apdés 0 nascimento
revelou uma alcalose mista metabdlica e respiratéria (tabela 44). Aproximadamente
uma hora depois ocorreu uma inversao no quadro e o bezerro apresentou acidose
respiratoria. Nao havia acidose metabdlica associada porque os niveis de lactato
estavam normais. A recuperacao ocorreu logo no primeiro dia de vida, quando todos
0S parametros ja estavam normais. Esta recuperacéo rapida é relatada em bezerros

higidos por Benesi et al. (1992).

Tabela 43 — Parametros hemogasométricos do sangue venoso do bezerro clonado 28 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Ho,s H; Hio Has Hse Has Hzz Hoe Ha20
pH 7,35 7,39 7,42 7,41 7,41
PO2 (mmHg) 14,2 30,9 45,6 29,8 38,1
PCO2 (mmHg) 55,5 56,5 54,0 55,6 53,0
S02 (%) 16,1 59,5 83,3 58,8 73,9
Na (mmol/L) 134,4 137,6 138,2 133,3 132,2
K (mmol/L) 4,6 4,5 3,6 4,0 4,2

iCa (mmol/L) 1,3 1,3 1,1 1,3 1,2

Cl (mmol/L) 94,0 96,7 96,5 93,0 92,5
cHCO3 (mmol/L) 30,2 33,4 34,2 34,4 32,7

BE (mmol/L) 3,5 6,8 8,3 8,1 6,6
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Os achados da hemogasometria venosa podem ser observados na

tabela 43, com resultados muito semelhantes aos da hemogasometria arterial.

Tabela 44 — Parametros hemogasométricos do sangue arterial do bezerro clonado 28 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H Hio Ha4 Hse Has Hz2 Hoe Hai2o
pH 7,46 7,45 7,38 7,49 7,48 7,46
PO2 (mmHg) 35,7 64,2 30,8 62,1 118,9 110,6
PCO2 (mmHg) 38,6 46,7 55,5 42,6 44,6 46,0
S02 (%) 73,0 93,5 58,6 93,9 99,0 98,7
Na (mmol/L) 132,5 136,1 142 136,6 133 131,8
K (mmol/L) 4,2 4,1 3,9 3,6 4,0 4,1

iCa (mmol/L) 1,3 1,3 1,3 11 1,2 1,12
Cl (mmol/L) 93 98,9 100,6 98,2 93,7 92,8
cHCO3 (mmol/L) 26,9 31,5 32,4 32,0 32,2 32,1
BE (mmol/L) 31 6,5 5,7 7,9 7,7 7,3

AG (mmol/) 16,7 9,7 13 10 111 10,9

Os sinais vitais do bezerro clonado 28 estao contidos na tabela 45.

Eles revelam taquicardia até as 12 horas de vida. A frequéncia respiratéria e a

temperatura estavam normais.

Tabela 45 — Sinais vitais do bezerro clonado 28 nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Hos Hi, Hoq Hsg Hyg H-, Hgs Hi2o
Temperatura retal (°C) 39,8 38,6 389 383 386 391 386 389
Frequéncia cardiaca (bpm) 180 180 162 132 148 166 120 126
Frequéncia respiratdria (mpm) 72 40 28 38 32 30 24

6.2.9. Clone 29

O bezerro 29 nasceu no dia 17/09/2010 as 13h02min. Era da mesma

linhagem celular dos bezerros clonados citados anteriormente. A induc&o do parto foi

realizada da mesma forma como nos outros bezerros. A cesariana ocorreu 43 horas
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apo6s a inducdo com dexametasona, A ceérvix tinha um dedo de dilatacdo e havia
relaxamento do ligamento sacro-isquiatico, mas nao havia alteracdes no ubere. Os
cuidados neonatais foram semelhantes ao dos outros animais. Nao foi utilizado
surfactante, mas foram administradas 50mg de cloridrato de isoxsuprine na
receptora no momento do parto. O liquido amnidtico tinha aspecto viscoso e o
bezerro estava levemente tingido por mecénio. O bezerro nasceu pequeno e viavel,
mas estava com hipoglicemia e hiperlactemia ao nascimento. Teve parada cardiaca
que foi revertida com atropina (2mL intravenosa). Teve retorno dos batimentos
cardiacos, mas a apneia permanecia e as mucosas ficaram ciandticas. Foi
administrado 1mL de cloridrato de doxapram intravenoso. Uma sonda nasotraqueal
foi utilizada para a retirada de secrecbfes das vias aéreas anteriores, pois,
aparentemente, ocorrera aspiracao do liqguido abomasal. Logo em seguida o bezerro
vocalizou. Como os exames laboratoriais indicaram acidose metabdlica, foram
administrados 70mL de solu¢cdo de bicarbonato de sédio (8,4%) em solucdo
fisioloégica. Para que houvesse ingestdo adequada de colostro, foi preciso inserir
uma sonda nasoesofagica, pois houve demora em apresentar o reflexo de succéo. A
primeira mamada (250mL de colostro) ocorreu somente 8 horas apds o nascimento,
apos a estabilizacdo do quadro clinico. Aproximadamente 24 horas apds o
nascimento, o bezerro apresentou timpanismo.

A hemogasometria realizada as 12 horas de vida revelou inicio de
alcalose metabdlica compensada possivelmente decorrente do uso de glicocorticoide
ou da administracdo do bicarbonato de sédio. No terceiro dia apdés o nascimento, o
bezerro comecou a apresentar timpanismo novamente, que foi tratado com N-
butilborometo de hioscina (0,7mg/Kg) e escopolamina e dipirona (83mg/Kg). O animal
veio a o6bito no terceiro dia de vida. As principais caracteristicas clinicas deste
bezerro observadas ao seu nascimento encontram-se no quadro 8 e os resultados
dos principais parametros sanguineos estao nas tabelas 46, 47, 48, 49 e 50. Como
os dados da necropsia ndo foram recuperados, ndo foi possivel discutir as

alteracOes de necropsia em conjunto com 0s outros parametros laboratoriais.
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Quadro 8 — Principais caracteristicas clinicas do clone 29 ao nascer

Parametro

Avaliacéo

Peso ao nascer

31,8Kg

APGAR imediatamente apés o parto

7 a 8 (reflexo ocular e interdigital presentes)

APGAR aos 5 minutos de vida

4 (logo ap6s o parto teve parada cardiaca)

Tingido por mecénio

Levemente tingido por meconio

Tempo até a liberagdo do meconio

Tentativa de permanecer em estacao

7 horas ap@s o0 nascimento

Aparecimento do reflexo de succéo

12 mamada com 6 horas de vida

Temperatura ao nascer

39,9°C

Frequéncia cardiaca

Frequéncia respiratéria

Coloracédo de mucosas

Réseas (logo apds o parto)

Resposta aos estimulos

Reflexos ocular e interdigital presentes ao
nascimento. Apos parada cardiaca e ficou

cianético e sem reflexos.

Avaliacédo do aparelho circulatério

Auséncia de edema ou sinais de desidratacéo.
N&o havia sinais de sopro na auscultacdo logo
apo6s o nascimento. A ultrassonografia do
coracao nao revelou malformacao. Sinais de
sopro 20 horas ap6s 0 nascimento. Ruido
adventicio sistélico e diastélico com ponto
maximo de auscultacdo na valva semi-lunar

aortica e reforco da 12 bulha.

Avaliacéo pulmonar

Respiracéo costo-abdominal com amplitude
normal. Auséncia de fluxo nasal e tosse. A
auscultacdo da traqueia e pulmdes revelou
respiracdo rude, ruidosa com crepitacéo e
estertores. O ruido respiratdrio podia ser palpado

e auscultado na traqueia.

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do corddo: 5cm

Espessura: 2 dedos

Estruturas visiveis: uma artéria

Presenca de exsudato seroso

Pulso arterial: negativo

Auséncia de edema no entorno da artéria
umbilical, pouca alteracdo das estruturas

umbilicais espessura normal

Outras observacfes

Liquido amnidtico viscoso
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Tabela 46 — Parametros hematoldgicos do bezerro clonado 29 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H; Hio Hoy Hsg Hyg Heo H., Hgs Hi2o
Hemacias (x10°/mm® 8,9 7.9 10,6 9,07
Hematocrito (%) 35,7 32,9 43,4 37,1
Hemoglobina (g/dL) 10,8 10,3 13,6 11,7
VCM (fL) 44,2 41,6 411 409
CHCM (%) 30,3 31,3 31,3 31,5
Plaquetas (x10°/mm®) 567 646 346 717
Leucdcitos (/mm?®) 15800 21300 3300 11400
Bastonetes (/mm?®) 0 0 0 0
Segmentados (/mm®) 9638 20235 2211 10488
Linfécitos (/mm?®) 6162 1065 1089 912
Eosinéfilos (/mm?®) 0 0 0

Monécitos (/mm?®) 0 0 0

Basdfilos (/mm®) 0 0 0

PPT (g/dL) 5,0 5,8 5,0 5,4

N&o houve alteracOes eritrocitarias ou leucocitarias no bezerro 29
até as 60 horas de vida, quando houve elevacdo dos parametros eritrocitarios com
policitemia, porém sem hiperproteinemia (tabela 46). O leucograma apresentou o
mesmo comportamento dos outros clones, com leucocitose por neutrofilia. Houve
uma queda acentuada da contagem total de leucocitos com 60 horas de vida,
apontando uma leucopenia, mas sem neutropenia. As plaquetas, ao contrario dos
outros bezerros estiveram sempre dentro do valor de referéncia, com excecgéo para o
exame realizado com 60 horas de vida, quando houve reducao na contagem.

Havia indicios de alteracdo no perfil renal com a elevacdo da
concentragcdo de creatinina sérica. A elevacdo da concentracdo de bilirrubina sérica
indicou uma alteracdo na funcdo hepatica nas 48 horas apds o nascimento (tabela
47). Tais alteracbes podem ocorrer devido a hipoxia provocada pelo quadro

respiratorio que afeta a perfusédo e a funcéo destes 6rgaos (BLEUL, 2009).
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Tabela 47 — Parametros bioquimicos do bezerro clonado 29 nos tempos preconizados para coleta
(HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H; Hi, Hoy Hze Hys H., Hgs Hi2o
Ureia (mg/dL) 416 245 345 75,5
Creatinina (mg/dL) 1,8 1,0 0,9 2,4
AST (UI/L) 9,3 952 67,1 128
FA (UIIL) 975 655 357 461
Bilirrubina (mg/dL) 2,0 2,37
GGT (Ul 6,2 51,9 84,1
Glicose (mg/dL) 53 157 136 134
Lactato (mmol/L) 10,0 4,2 11 54

A anélise da hemogasometria venosa (tabela 48) mostra um quadro
de acidose mista respiratoria e metabodlica. No entanto, a hemogasometria arterial
mostra uma alcalose respiratéria discreta no mesmo momento em que a
hemogasometria venosa mostrava acidose (tabela 48). H4 uma divergéncia nos dois
exames. O bezerro clonado 29 nasceu com alcalose respiratoria. Porém, houve
reversao do quadro uma hora depois, quando todos os parametros estavam dentro
dos valores de referéncia. Houve um inicio de alcalose mista respiratéria e
metabdlica. No primeiro dia de vida, o bezerro ndo se apresentava com acidose de
acordo com a hemogasometria arterial, embora fosse notada uma elevacdo da
pressdo de didxido de carbono, hipocalemia e hipcloremia. Pouco tempo antes do
Obito, o bezerro apresentou hipercalemia, que pode acontecer secundariamente a
acidose metabdlica devido a perda de bicarbonato quando o potassio se move do
liquido intracelular para o liquido extracelular (RUSSEL E ROUSSEL, 2007). Em
bezerros neonatos deve ser feita uma investigacdo sobre a possibilidade de uma
fluidoterapia oral realizada incorretamente. Também foi observada a hipocalcemia.
Esta alteracdo pode estar relacionada a perda da funcéo da tireoide ou septicemia
(KANEKO, 1997). Esta alteracao fica inconclusiva uma vez que nao foi realizado
nenhum tipo de teste para avaliar as fun¢cdes enddcrinas, ou testes para detectar

possiveis infec¢gdes bacterianas.
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Tabela 48 — Parametros hemogasométricos do sangue venoso do bezerro clonado 29 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H; Hio Hoy Hze Has H-,

pH 7,11 7,07 7,39 7,23
PO2 (mmHg) 17,9 31,9 22,2 20,1
PCO2 (mmHg) 79,9 80,6 57,2 62,7
SO2 (%) 14,5 35,5 38,5 22,5
Na (mmol/L) 137,12 136,3 137,8 132,8
K (mmol/L) 4,9 4,2 4,3 7,67
iCa (mmol/L) 1,4 1.4 1,2 1,0

Cl (mmol/L) 96 96,2 94,5 90,7
cHCO3 (mmol/L) 25,1 22,9 34,4 25,8
BE (mmol/L) -5,5 -8,2 8,1 -3,1

Tabela 49 — Parametros hemogasométricos do sangue arterial do bezerro clonado 29 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos Hy Hi, Ho,
pH 7,48 7,31 7,41 7,41
PO2 (mmHg) 31,9 54,9 58,6 84,8
PCO2 (mmHg) 38,4 58,8 51,3 50,9
SO2 (%) 67,4 84,9 90,9 96,6
Na (mmol/L) 133,7 1375 1414 1374
K (mmol/L) 4,2 3,9 4,3 3,4
iCa (mmol/L) 1,3 1,3 1,3 1,3
Cl (mmol/L) 93,0 95,5 98,2 94,1
cHCO3 (mmol/L) 27,8 28,7 32 31,6
BE (mmol/L) 4,1 15 6,3 5,6
AG (mmol/L) 17,1 17,3 15,4 15

Poucos dados relativos aos sinais vitais haviam sido coletados e
armazenados, observou-se taquicardia com 24 horas de vida (tabela 50).

Tabela 50 — Sinais vitais do bezerro clonado 29 nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Hos H; Hiz Has Hsg Hag Hzz Hggs Hi2o
Temperatura retal (°C) 399 374 38,7 38,9 39,0
Frequéncia cardiaca (bpm) 196

Frequéncia respiratdria (mpm) 32
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6.2.10. Clone 211

A bezerra 211 nasceu no dia 18/09/2011 a 20h35min. Pertencia a
outra linhagem de células cuja doadora era uma vaca da raca Girolanda. A inducéo
do parto foi realizada da mesma forma como nos outros bezerros deste estudo. A
cesariana ocorreu 24 horas apos a inducdo com dexametasona. Havia sinais de
parto iminente, com relaxamento do ligamento sacro-isquiatico, leve edema na vulva,
mas pouco desenvolvimento da glandula mamaria. A bezerra nasceu com indice
APGAR 8, sem acidose respiratéria ou metabdlica. Porém seu quadro clinico piorou
nos 20 minutos seguintes ao seu nascimento. Apds a administracdo do surfactante
(53mg/Kg divido em 6 aplicacdes), a bezerra comecou a apresentar hipoxia, cianose
e diminuicdo da amplitude dos movimentos respiratérios. Teve parada cardiaca,
imediatamente revertida com a administracdo de sulfato de atropina. Também foi
realizada insuflacdo artificial dos pulmdes. O animal permaneceu nesse estado por
aproximadamente 30 segundos. Os cuidados neonatais foram semelhantes ao dos
outros animais, exceto pela administracdo do citrato de sildenafila. Neste caso o
animal recebeu 75mg do medicamento nas duas primeiras horas de vida, divididas
em trés administracbes cujas doses sdo apresentadas na tabela 51. Outra
particularidade no tratamento deste animal foi que o volume de oxigénio foi ajustado,
imediatamente apds o parto, para 10L/min, para estimular o fechamento do ducto
arterioso. O restante da medicacdo seguiu o protocolo que ja havia sido realizado
nos animais citados anteriormente. As principais caracteristicas clinicas deste
bezerro observadas ao seu nascimento encontram-se no quadro 9 e os resultados

dos principais parametros sanguineos estao nas tabelas 52, 53, 54, 55 e 56.

Tabela 51 — Modificagdo no protocolo de administracao do citrato de sildenafila por via oral para a

bezerra clonada 211.

Tempo apos o Quantidade (mg) Dose (mg/Kg)
nascimento (minutos)
12 administracéo 1 25 0,56
22 administracdo 55 25 0,56

3% administracéo 124 25 0,56
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Quadro 9 — Principais caracteristicas clinicas da bezerra clonada 211 ao nascimento

Peso ao nascer

45,0Kg

APGAR imediatamente apdés o parto

8

APGAR aos 5 minutos de vida

4 a 6 (respiracéo irregular e fraca, mucosas

cianoticas)

Tingido por mecdnio

Nao

Tempo até a liberacdo do mecénio

10 horas e 44 minutos apds o0 nascimento

Tentativa de permanecer em estacao

1 horas e 10 minutos ap6s 0 nascimento

Aparecimento do reflexo de succéo

1 horas e 10 minutos ap6s 0 nascimento

Temperatura ao nascer

39,8°C

Frequéncia cardiaca

160bpm

Frequéncia respiratéria

50

Coloragéo de mucosas

Ciandéticas ao nascimento

Avaliacao do aparelho circulatério

Desdobramento de bulha, taquicardia

Estertor tmido

Estertor sibilante

Estertor roncoso

Observou-se a presenca de sopro da 12 e 22
bulhas por volta das 4 horas de vida, indicando a

persisténcia do ducto arterioso

Avaliacéo pulmonar

A principio havia sinais de adaptacdo neonatal
ao meio externo, mas no decorrer do tempo,
houve falha na expanséo da caixa toracica e
bradipneia (frequéncia de 20 a 24 mpm)

ApOs a administracao de cloridrato de doxapram
(1mg/Kg intravenoso) houve aumento da
frequéncia respiratéria, a respiracao tornou-se
mais profunda, costoabdominal. Animal
apresentou dispneia expiratdria apds o seu uso,
mas houve melhoras nos parametros
gasométricos (pH, PO,, PCO,) cerca de 10

horas depois do nascimento

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do cord&o: 4 a 6¢cm
Espessura: 4 dedos

Estruturas visiveis:

Auséncia de exsudato

Pulso arterial: negativo

Pela palpacéo, nao foi identificado edema no

entorno da artéria umbilical
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Tabela 52 — Parametros hematoldgicos da bezerra clonada 211 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro Hy Hio Ho, Has Hag Heo H,, Hoe H120
Hemacias (x10°mm® 7,9 8,2 7,2 7,5 7,2 7.1 71 6,7
Hematdcrito (%) 3,3 368 31,1 31,2 289 284 286 271
Hemoglobina (g/dL) 10,4 10,8 9,3 9,7 9,4 9,3 9,3 8,9
VCM (fL) 457 447 433 41,7 40,4 40,1 40,3 404
CHCM (%) 28,7 293 299 31,1 325 327 325 328
Plaquetas (x10*/mm®) 569 327 499 494 557 715 1180 1749
Leucdcitos (/mm?®) 23000 29000 24900 ... 20900 14600 14400 15400 31400
Bastonetes (/mm?®) 0 3 0 0 0 0 0 0
Segmentados (/mm®) 17020 24360 24153 ... 20064 12994 12384 12936 27946
Linfécitos (/mm?®) 5520 3190 747 836 1606 2016 2464 2826
Eosinéfilos (/mm?®) 0 0 0 0 0 0 0 0
Monécitos (/mm?®) 460 580 0 0 0 0 0 628
Basdfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0 0 0
PPT (g/dL) 5,2 5,2 6,8 6,6 6,1

A bezerra clonada 211 ndo apresentou alteracfes eritrocitarias,
porém teve leucocitose por neutrofilia que persistiu durante quase todo o tempo do
estudo (tabela 52). Houve uma reducao por volta do terceiro dia, provavelmente
devido a administracdo de antibacterianos e anti-inflamatorios. Mas no 5° dia a
contagem de leucocitos voltou a aumentar. As plaquetas estavam baixas ao

nascimento, e atingiram valores normais no terceiro dia.

Tabela 53 — Parametros bioquimicos da bezerra clonada 211 nos tempos preconizados para coleta
(HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, His Hoa Hsg Hasg Hyo Hgg H120
Ureia (mg/dL) 52,3 40,1 33,9 27,8

Creatinina (mg/dL) 1,4 1,2 1,0 0,8 1,7

AST (UI/L) 10,1 21,7 58,8 148,0 51,3

FA (UI/L)

Bilirrubina (mg/dL) 0,5 0,5 1,0 1,7 0,7

GGT (Ul 4,9 6,7 15,6 374,0 78,5
Glicose (mg/dL) 73 129 57 127 131 124 146

Lactato (mmol/L) 10,9 8,4 10,7 4,2 5,8 3,9 2,1
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A ureia se apresentou elevada no primeiro momento apos o
nascimento, mas logo retornou aos valores normais (tabela 53). A concentracao
sérica de creatinina e a atividade sérica de AST estavam baixas. A GGT se
apresentou diminuida a partir das 12 horas de vida. Embora ndo haja suspeita de
alteracdo hepética, a preocupacao paira sobre a falha na transmissédo da imunidade
passiva (COSTA et al., 2008). Os niveis de lactato s6 baixaram apds o quinto dia.
N&o ocorreu hiperglicemia como nos outros clones, assemelhando-se aos resultados
de GARRY et al.(1996), CHAVATTE-PALMER et al.(2002) e BATCHELDER et al.
(2007Db).

Tabela 54 — Parametros hemogasométricos do sangue venoso da bezerra clonada 211 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos Hy Hio Has Hae Hag Hoo Hos Hizo
Ph 6,98 7,02 7,27 7,27 7,44 7,40 7,48 7,37 7,42
PO2 (mmHQ) 30,8 50,0 23,5 30,2 41,6 29,7 33,5 30,5 23,9
PCO2 (mmHg) 113,3 128,3 60,5 61,3 42,6 43,8 42,3 44,1 49,4
SO2 (%) 28,2 62,4 31,9 47,9 79,9 56,9 71 55,3 44,6
Na (mmol/L) 138,8 137,7 142,8 139,5 1356 141,3 141,8 146,7 1359
K (mmol/L) 3,7 4,2 49 4,3 3,9 49 4,2 4,4 3,2

iCa (mmol/L) 15 14 1,3 14 12 1,2 14 1,3 15

Cl (mmol/L) 97,8 959 1006 99,3 1004 101,12 100,2 107,5 93,9
cHCO3 (mmol/L) 25,9 32,0 27,0 27,7 28,5 26,8 30,7 24,6 31,6
BE (mmol/L) -7,5 -1,7 -0,8 0 4,0 1,8 6,6 -0,8 6,3

Tabela 55 — Parametros hemogasomeétricos do sangue arterial da bezerra clonada 211 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Paréametro Hos H; Hi, Has Has Has Ho, Hos Hizo
pH 7,015 7,197 7,347 7,364 7,441 7,500 7,455 7,442
PO2 (mmHg) 32,0 87,6 88,8 82,5 49,9 43,7 33,9 31,0
PCO2 (mmHg) 106,8 77,6 43,8 51,8 36,7 39,3 46,7 45,9
SO2 (%) 32,5 93,8 96,1 95,7 86,6 84,9 70,2 63,3
Na (mmol/L) 138,2 138,5 142,1 140,2 139,8 137,9 140,2 134,55
K (mmol/L) 3,67 3,84 4,65 4,47 4,36 3,96 3,5 3,29
iCa (mmol/L) 1,334 1,273 1,267 1,291 1,279 1,415 1,311 1,420
Cl (mmol/L) 99,3 97,6 101,8 984 99,3 100,5 95,6 93,2
cHCO3 (mmol/L) 26,7 29,4 23,4 28,8 24,4 30,0 32,2 30,6
BE (mmol/L) -6,1 -0,1 -2,2 2,7 0,5 6,3 7,3 5,7

AG (mmol/) 15,9 15,4 21,5 17,5 20,5 11,4 16,0 14,0
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Tabela 56 — Sinais vitais do bezerro clonado 211 nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Hos H Hi, Haa Has Has Hz, Hoe Hiz2o

Temperatura retal (°C) 398 377 383 387 387 391 393 395 388
Frequéncia cardiaca (bpm) 160 160 112 150 162 139 156 156 144
Frequéncia respiratéria

(mpm)

28 44 44 60 64 45 36 52

A bezerra clonada 211 apresentou acidose desde o momento do
nascimento, tanto na avaliacdo da hemogasometria venosa (tabela 54) quanto na
hemogasometria arterial (tabela 55). O quadro somente se reverteu no quarto dia. A
principio a acidose foi classificada como respiratoria (H1). Doze horas depois este
quadro evoluiu para acidose metabdlica com reducéo do ion bicarbonato e elevacéo
de lactato. As 24 horas de vida, ela apresentou acidose mista respiratoria e
metabdlica. Aos dois dias, contrariando Benesi (1992), ainda néo havia a regressao
das alteracbes gasométricas. Essa regressdo ocorreu somente no quinto dia. Os

parametros vitais da bezerra se apresentaram normais na maior parte do tempo.

6.2.11. Clone 212

A bezerra clonada 212 nasceu no dia 19/09/2011 as 12h51min. Era
da mesma linhagem celular da bezerra 211. A receptora apresentava poucos sinais
de aproximagdo do momento do parto: relaxamento discreto do ligamento sacro-
isquidtico, edema de mama ausente, cérvix completamente aberta indicando fase de
dilatacdo do parto. Apos o0 nascimento, ndo foi realizado o péndulo. Nasceu com
indice APGAR adequado, mas logo ap0s o parto comecou a apresentar depressao
respiratéria, bradicardia e arritmia. Foi feita a administracdo de sulfato de atropina
intravenosa e cloridrato de doxapram nas doses apresentadas na tabela 2, além de
respiracdo artificial para insuflar os pulmdes. Apés estes procedimentos, o animal
voltou a apresentar movimentos respiratorios normais. Este fato pode ter colaborado

com a elevacdo da presséo parcial de dioxido de carbono (PCO,). Foi realizada a
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medicacdo habitual, inclusive a administragéo de surfactante (cinco administragbes

de 400mg, somando 2000mg na primeira hora de vida).

Quadro 10 — Principais caracteristicas clinicas da bezerra cloneda 212 ao nascer

Parametro Avaliacéo
Peso ao nascer 43,4Kg
APGAR imediatamente apdés o parto 8

APGAR aos 5 minutos de vida

4 a 6 (mucosa ciandtica, respiragédo irregular e

fraca)

Tingido por mecdnio

Nao

Tempo até a liberacdo do mecénio

Tentativa de permanecer em estacao

2 horas e 30 minutos apds 0 nascimento

Aparecimento do reflexo de succ¢éo

5 horas e 22 minutos apds o0 nascimento

Temperatura ao nascer

39,0°C

Frequéncia cardiaca 80
Frequéncia respiratéria 22
Coloracédo de mucosas Ciandticas

Avaliacao do aparelho circulatério

Mucosas cianéticas e bradicardia no momento
do parto voltaram a cor normal apés
restabelecimento dos movimentos respiratérios.
Auséncia de edema e desidratagéo

Auséncia de sinais de insuficiéncia cardiaca
Observou-se sopro de base cardiaca na 12 e 22
bulha decorrente de peristéncia do ducto
arterioso, que desapareceu com a evolucdo do

quadro clinico

Avaliacéo pulmonar

Cianose foi revertida apos restabelecimento dos
movimentos respiratérios. Havia estertor amido,
seco, crepitagles, presenca de liquido

Traqueia tinha didmetro normal

Avaliacdo do umbigo

Comprimento do cordéo:

Espessura: 3 dedos

Estruturas visiveis: artérias e veia, Uraco
Presenca de exsudato: negativo

Pulso arterial: ausente

Auséncia de hematoma no entorno da artéria

Persisténcia do Uraco
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Tabela 57 — Parametros hematoldgicos da bezerra clonada 212 nos tempos preconizados para coleta
(H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H, Hi, Ho, Hasg Hag Hso Hoo Hoe His0
Hemacias (x10°/mm® 8,2 7,5 7,3 7.1 7,7 7,0 9,5 7.1
Hematdcrito (%) 38,1 327 302 287 313 286 284 2872
Hemoglobina (g/dL) 10,6 9,9 9,8 9,3 10,3 91 9,5 9,5
VCM (fL) 46,7 439 41,2 40,5 40,7 41,0 40,9 40,0
CHCM (%) 27,8 303 325 324 329 318 335 337
Plaquetas (x10*/mm®) 696 521 541 576 523 763 716 1009
Leucdcitos (/mm?®) 16200 20000 11400 16100 16900 24600 25900 29100
Bastonetes (/mm?®) 0 0 0 0 0 0 0 0
Segmentados (/mm®) 11016 19000 10374 14812 15041 22386 22792 26190
Linfécitos (/mm?®) 5184 1000 1026 1288 1859 2214 2590 2619
Eosinéfilos (/mm?®) 0 0 0 0 0 0 0 0
Monécitos (/mm?®) 0 0 0 0 0 0 518 291
Basdfilos (/mm®) 0 0 0 0 0 0 0 0
PPT (g/dL) 6,4 6,4 7.2 7,0 6,7

Os parametros eritrocitarios da bezerra 212 ndo apresentaram

alteracOes (tabela 57). A contagem de plaquetas mostrou-se com valores sempre

dentro do normal e crescente no avancar da idade. O leucograma revelou

leucocitose por neutrofilia em todos os tempos de coleta, mesmo com a

administracdo dos medicamentos.

Tabela 58 — Parametros bioquimicos da bezerra clonada 212 nos tempos preconizados para coleta

(HO,5; H1; H12; H24, H36; H48; H72; H96; H120).

Parametro H; Hi, Hoy Hze Has H., Hgs Hi2o
Ureia (mg/dL) 37,0 22,2

Creatinina (mg/dL) 15 1,0 0,8

AST (UI/L) 11,8 74,4 82,8

FA (UI/L)

Bilirrubina (mg/dL) 0,5 11 1,3

GGT (Ul 8,3 476,0 174,0

Glicose (mg/dL) 126,0 96,0 132,0 91,0 155,0 117,0 92,0
Lactato (mmol/L) 8,6 7,3 1,7 2,9 1,6 11 1,8
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Os parametros bioquimicos podem ser observados na tabela 58. A
GGT se elevou do momento do nascimento até 48 horas, mas nao o suficiente para
indicar a transmissao da imunidade passiva (COSTA et al., 2008). Como nos outros
controles havia hiperglicemia e elevacdo do lactato, esta Ultima alteracéo

caracterizou o quadro de acidose metabdlica.

Tabela 59 — Parametros hemogasométricos do sangue venoso da bezerra clonada 212 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos Hi Hiz Haa Hae Has Hz, Hoe Hiz20
pH 7,35 7,02 7,47 7,44 7,44 7,47 7,43 7,39 7,38
PO2 (mmHg) 13,6 50,0 33,7 34,1 22,1 35,3 25,0 28,4 42,9
PCO2 (mmHg) 615 128,3 46,1 52,2 49,2 44,3 50,9 44,0 46,3
SO2 (%) 15,1 62,4 71,2 69,9 40,4 73,6 47,9 52,6 77,6
Na (mmol/L) 133,4 137,7 138,7 139,8 137,4 138,0 140,2 138,2 139,0
K (mmol/L) 5,6 4,2 4,4 4,8 4,1 4,6 3,6 3,8 4,0
iCa (mmol/L) 1,4 14 13 1,2 1,2 1,2 13 14 1,2
Cl (mmol/L) 93,3 95,9 96,9 98,2 97,7 99,3 95,7 100,9 1015
cHCO3 (mmol/L) 33,2 32,0 32,8 34,7 32,3 31,7 32,8 26,9 26,8
BE (mmol/L) 55 -1,7 8,2 9,2 7,1 7,2 7,3 0,8 14

Tabela 60 — Parametros hemogasomeétricos do sangue arterial da bezerra clonada 212 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos H Hio Ha4 Hse Has Hz2 Hoe Hai2o
pH 7,37 7,41 7,49 7,49 7,50 7,46 7,45
PO2 (mmHg) 55,6 54,9 68,7 44,2 61,6 59,3 61,9
PCO2 (mmHg) 62,5 51,7 44,3 39,5 39,3 351 38,1
SO2 (%) 88,2 88,9 95,3 85,0 93,9 91,8 92,7
Na (mmol/L) 136,6 138,8 137,4 138,4 143,1 137,3 134,1
K (mmol/L) 4,7 4,6 4,5 4,2 4,2 3,8 4,5
iCa (mmol/L) 1.4 1,3 1,2 1,3 1,3 1,3 1,2
Cl (mmol/L) 95,6 98,8 97,1 99,0 100,21 101,8 100,12
cHCO3 (mmol/L) 35,2 21,8 32,7 29,8 30,2 24,1 25,9
BE (mmol/L) 8,0 6,0 8,4 6,1 6,6 0,5 1,9

AG (mmol/L) 10,5 12,8 12,1 13,7 12,9 15,2 12,6
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Tabela 61 — Sinais vitais do bezerro clonado 212 nos tempos de coleta preconizados.

Parametro Hos H Hio Has Hsg Hag Hzz Hoe  Hizo
Temperatura retal (°C) 381 374 383 386 391 386 395 39,1 389
Frequéncia cardiaca (bpm) 152 160 160 140 141 168 152 148 140

Frequéncia respiratéria (mpm) 64 56 80 80 88 60 94 40 50

De acordo com a analise da hemogasometria venosa (tabela 59) e
da hemogasometria arterial (tabela 60), notou-se que, logo apés o parto, a bezerra
apresentou um disturbio misto acidose alcalose (BOOKALLIL, 2009), sem alteracéo
no pH, mas com elevacdo da pressao parcial de diéxido de carbono e elevacdo de
bicarbonato. No dia seguinte o animal apresentava acidose metabdlica com
hipercalemia. Aos dois dias de idade, ndo havia alteracdo do pH sanguineo, mas
havia uma reducdo na presséao de oxigénio. No segundo dia de vida os parametros
ja haviam atingido os niveis normais. Os sinais vitais da bezerra clonada 212 nao

apresentaram muitas altera¢cdes durante o tempo do estudo (tabela 61).

6.2.12. Clone 213

A bezerra clonada 213 pertencia a mesma linhagem celular dos
clones 211 e 212. Esta bezerra morreu aproximadamente uma hora apdés o
nascimento. Os dados referentes ao seu nascimento ndo foram armazenados e
guardados. Foi possivel recuperar apenas os resultados de duas andlises de
hemogasometria venosa (tabela 62) e duas de hemogasometria arterial (tabela 63)
que foram realizadas nesse tempo. Ao nascimento, a bezerra apresentou acidose
mista respiratoria e metabdlica. A pressdo de didéxido de carbono estava
significativamente elevada. Nesse momento também foi notado hipercalemia,
hipercalcemia e hipocloremia, demonstrando um disturbio eletrolitico e acido-base
grave. Na segunda avaliacdo da hemogasometria arterial, o painel se manteve, mas
dessa vez, havia reducado do ion bicarbonato, o que agravou ainda mais o quadro de
acidose. O desfecho foi o Obito causado, possivelmente, pela ndo expansdo dos

pulmdes, o que impediu as trocas gasosas e a manutencao da homeostase.
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Tabela 62 — Parametros hemogasomeétricos do sangue venoso da bezerra clonada 213 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24,; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos Hy

pH 7,250 6,798
PO2 (mmHg) 17,2 20,1
PCO2 (mmHg) 61,7 186,9
SO2 (%) 17,8 9,7

Na (mmol/L) 133,2 142,3
K (mmol/L) 5,69 5,35
iCa (mmol/L) 1,422 1,351
Cl (mmol/L) 93,4 99,2
cHCO3 (mmol/L) 26,5 28,3
BE (mmol/L) -1,4 -11,0

Tabela 63 — Parametros hemogasomeétricos do sangue arterial do Bezerro clonado 213 nos tempos
preconizados para coleta (HO,5; H1; H12; H24; H36; H48; H72; H96; H120)

Parametro Hos Hy

pH 6,888 6,808
PO2 (mmHg) 27,6 51,5
PCO2 (mmHg) 120,8 123,6
SO2 (%) 19,3 46,1
Na (mmol/L) 137,5 138,6
K (mmol/L) 4,71 4,49
iCa (mmol/L) 1,398 1,415
Cl (mmol/L) 97,5 97,1
cHCO3 (mmol/L) 22,5 19,2
BE (mmol/L) -11,1 -15,5
AG (mmol/L) 22,2 26,8

6.3. DISCUSSAO SISTEMATICA DOS PRINCIPAIS ACHADOS NOS
PARAMETROS CLINICOS, HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E DE
HEMOGASOMETRIA EM BEZERROS CLONADOS POR SCNT

Neste estudo, 12 bezerros clonados por SCNT que nasceram vivos

foram estudados no periodo perinatal (até 72 horas) para avaliar suas condi¢cfes de
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saude. Os dados obtidos nos exames clinicos e laboratoriais fora comparados com
os dados de bezerros néo clonados, oriundos de inseminacéo artificial (n=4) e monta
natural (n=3). Quatro bezerros clonados (Grupo Clone) vieram a 6bito neste periodo.
Outros cinco bezerros morreram depois do periodo perinatal (até 30 dias apds o
nascimento) por causas diversas relacionadas a complicacbes decorrentes de
infeccbes como, por exemplo, onfaloflebite e pneumonia. Gary et al. (1996)
relataram que bezerros clonados retornaram ao hospital veterinario apos receberem
alta hospitalar, diagnosticados com infeccbes umbilicais, diarreia, pneumonia,
deformidades flexurais dos membros e septicemia. Em nosso estudo, de 12 bezerros
clonados nascidos vivos, trés bezerros sobreviveram apoés alta hospitalar (25%).
Essa alta mortalidade neonatal (75%) tem sido relatada em alguns trabalhos: quatro
de oito clones no trabalho de Kato et al. (1998); um de dois clones no trabalho de
Wells et al. (1998). Outros trabalhos foram mais bem sucedidos: Batchelder et al.
(2007a) tiveram um clone morto de oito; 21 de 31 no trabalho de Brisville et al.
(2011) e Wells et al. (1999) nédo tiveram nenhuma mortalidade neonatal em 10
clones.

A sindrome do bezerro gigante ou macrossomia € uma alteracdo
frequente em bovinos clonados. Houve uma variabilidade alta dos pesos dos
animais do Grupo Clone (31,8 a 61,0Kg) quando comparado ao Grupo Controle (26
a 28Kg). Curiosamente, os bezerros clonados mais pesados (61Kg e 52,5Kg) e o
bezerro mais leve (31,8Kg) apresentaram alteragBes que conduziram ao Obito no
periodo perinatal. Provavelmente, as alteragBes placentarias que ndo permitiram o
desenvolvimento adequado do feto atuaram sistemicamente sobre o organismo dos
animais. Outros trabalhos obtiveram animais com pesos entre 26,4 e 67,3Kg
(GARRY et al., 1996), 44,0 e 58,6 (HILL et al., 1999),16 e 62Kg (MEIRELLES et al.,
2010). O peso ao nascer variou muito entre 0s bezerros, mesmo naqueles
originados do mesmo embrido, sugerindo influéncias diversas no padrdo de
crescimento entre bezerros geneticamente idénticos. Wilson et al. (1995)
perceberam alta variabilidade de peso entre bezerros clonados quando comparados
aos bezerros com mesmo parentesco produzidos por inseminacéo artificial ou por
transferéncia de embribes, sugerindo que esta variagdo estaria limitada ao
desenvolvimento intrauterino. Alguns pesquisadores propdem que esta sindrome

esteja relacionada com alteracbes no metabolismo placentario ou fetal de
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carboidratos, semelhante ao observado nos quadros de diabetes gestacional em
humanos (DE SOUSA et al.,, 2001; BIRGEL JUNIOR et al., 2011). Alteracbes
hormonais encontradas em algumas pesquisas apontam para distirbios na
regulacédo da energia intrauterina que seriam responsaveis pela sindrome do bezerro
gigante e por outras anormalidades observadas nos clones (GARRY et al., 1996;
CHAVATTE-PALMER et al.,, 2004). Batchelder et al. (2007a), por outro lado,
sugeriram que o peso ao nascer elevado estaria relacionado a um efeito do doador
da célula, visto que observaram a elevacdo do peso em apenas uma raca das duas
estudadas.

Todos os bezerros clonados eram diferentes nas caracteristicas
clinicas em comparacdo com bezerros nédo clonados. Alguns nasceram debilitados e
apresentavam enfermidades diversas, principalmente de origem cardiorrespiratoria.
Algumas alteragBes nos parametros clinicos analisados indicam situacdes de risco
para qualquer bezerro neonato. Séao eles: tingimento do pélo por mecdnio, demora
em aparecer o reflexo de succdo, demora em permanecer em estacao,
deformidades flexurais nos membros, espessamento dos vasos do corddo umbilical,
persisténcia do uraco (BATCHELDER et al., 2007a). Todos os clones neste estudo
apresentaram pelo menos uma dessas alteragbes. O tingimento dos fetos por
meconio € um sinal de sofrimento fetal ou hipdxia (BLEUL, 2009). Cinco animais
neste estudo apresentaram esta caracteristica que foi avaliada com variacbes de
intensidade entre tingido por meconio (n=1), levemente tingido por meco6nio (n=4),
auséncia do tingimento por meconio (n=3) e animais que nao foram avaliados
quanto a esse parametro (n=4). O tempo entre 0 nascimento e a tentativa de
permanecer em estacdo foi importante na avaliacdo dos clones. Os bezerros
clonados que permaneceram vivos no periodo perinatal ndo apresentaram muita
variacdo nesse parametro quando comparados aos controles e dados da literatura
(DIESCH et al.,, 2004; BATCHELDER et al.,, 2007). No entanto, aqueles que
apresentavam uma condicdo pior de saude, demoraram mais para permanecer em
estacdo. O aparecimento do reflexo de sucgdo também foi maior entre os bezerros
mais debilitados e que vieram a 6bito no periodo perinatal. Apenas dois bezerros
apresentavam deformidades flexurais. O espessamento dos vasos umbilicais foi um
achado frequente nos clones. Foi observado em cinco dos 12 clones, embora dois

clones ndo tenham sido avaliados quanto a este parametro por terem vindo a ébito
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nas primeiras horas de vida. Dois dos animais com esta alteragdo umbilical também
apresentaram persisténcia do Uraco. E possivel que mais e uma doenca afete os
bezerros clonados e as causas exatas dos problemas respiratérios e metabdlicos
destes animais ainda precisa ser esclarecida.

Os valores de hematdcrito, contagem de hemacias e concentracdo
de hemoglobina dos bezerros clonados foram semelhantes aos controles em todos
0os tempos avaliados. Apenas um bezerro apresentou elevacdo do hematocrito na
primeira hora de vida, o que pode ser justificado pelo quadro de desidratacao
apresentado (KANEKO, 1997) ou pela resposta a hipoxia gerada pelo momento do
parto (KLINKON & JEZEK, 2012). Alguns estudos observaram reducao significativa
dos parametros eritrocitarios de clones quando comparados a bezerros clonados,
principalmente nas primeiras horas de vida (CHAVATTE-PALMER ET AL., 2004,
BATCHELDER et al., 2007; BIRGEL JUNIOR et al., 2011a) Trés animais de nosso
estudo apresentaram elevagdo do volume celular médio, porém sem elevagdo dos
demais parametros leucocitarios. Chavatte-Palmer et al. (2002) e Batchelder et al.
(2007b) também observaram uma grande variacdo deste parametro em clones, o
gue indica uma variabilidade grande nos tamanhos das heméacias. O bezerro que
teve elevacdo do hematdcrito apresentou um quadro de desidratacdo que ocasionou
a elevacdo, mesmo que discretamente e temporariamente, da concentracdo de
proteinas plasmaticas totais. Segundo Kaneko (1997), a desidratacdo € uma das
causas do aumento das proteinas plasmaticas totais. A contagem das plaquetas nos
bezerros do Grupo Controle néo alterou durante os tempos, permanecendo
constante. Em todos os clones, no entanto, as contagens de plaguetas foram
discretamente baixas na primeira hora de vida, elevando gradualmente até o terceiro
ou quinto dia. Ao contrario de nossos resultados, Batchelder et al. (2007b)
observaram um declinio até as 36 horas de vida. Poderia se suspeitar, em nosso
caso, de erro na contagem nos contadores hematologicos automaticos quando ha
uma variacdo no tamanho das hemacias ou das plaquetas. Na avaliacdo do
leucograma, houve também resultados homogéneos, embora alterados. Todos 0s
clones apresentaram leucocitose por neutrofilia desde o nascimento. A contagem
total de leucécitos elevou-se gradualmente no decorrer dos dias, com tendéncia a se
normalizar a partir do terceiro dia de vida. A leucocitose por neutrofilia observada em

todos os animais deste estudo pode estar relacionada a liberacdo de glicocorticoides
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enddgenos no momento do parto e a administracdo de glicocorticoides que podem
provocar uma elevacéo dos neutréfilos (BENESI, 1992; KRAMER, 2000; BENESI et
al., 2012; ROCHA et al., 2013). Alguns estudos, porém, apontam para a presenca de
neutrofilia sem leucocitose em ovinos neonatos tratados com glicocorticoides (FARIA
et al., 2013). Além disso, havia a preocupacdo com o umbigo com espessura
aumentada que demora a cicatrizar e serve como porta de entrada para organismos
patogénicos. Os bezerros que foram necropsiados durante o periodo nao
apresentaram sinais de infeccdo que justificasse esses valores. Batchelder et al.
(2007) relataram valores normais para a contagem total de leucécitos, mas que
cairam na primeira hora de vida, contrariando nossos resultados. As contagens de
linfécitos ndo apresentaram grandes alteracbes, assim como os demais tipos de
leucdcitos sanguineos. As contagens de linfocitos foram mais baixas que as
contagens de neutrofilos. Essa inversdo ocorre naturalmente no decorrer do primeiro
ano de vida (COSTA et al., 2000; BENESI et al., 2012). A concentracdo de proteinas
plasmaticas totais foi maior nos clones do que nos controles entre uma hora e 12
horas apds o nascimento. Nenhum clone nasceu com hipoproteinemia e, em ambos
0s grupos houve elevacdo discreta no avancar da idade até, pelo menos, nas
primeiras 48 horas de vida. No entanto, essa elevacao nao ultrapassou os limites de
referéncia. Resultados semelhantes foram obtidos por Rocha et al. (2013). Por outro
lado, Batchelder et al (2007b) mostraram uma reducdo deste parametro nas
primeiras horas de vida. Apenas um animal em nosso estudo apresentava-se
desidratado, o que justificaria esse aumento. Todos os bezerros clonados
apresentaram leucocitose, o que também justifica a elevacdo das proteinas
plasmaticas devido a presenca do fibrinogénio e outras proteinas de inflamacao
aguda (KANEKO, 1997). A absorcdo de imunoglobulinas do colostro também pode
ser um fator para a elevagéo destas proteinas (KANEKO, 1997; COSTA et al, 2008).

Muitas alteracdes foram encontradas em bezerros neonatos
clonados neste estudo. Nao se pode afirmar o mesmo quando se trata de exames
de bioquimica sérica. A hipoglicemia reportada por alguns estudos sobre bezerros
clonados (GARRY et al., 1996; BATCHELDER et al, 2007a) ndo foi observada no
periodo perinatal a ndo ser em um bezerro, logo ao nascimento. Bezerros clonados
neste estudo ndo apresentaram hipoglicemia, assim como em Chavatte-Palmer et al.

(2002). Como a fluidoterapia e a administracao de colostro se iniciavam rapidamente
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apos o parto e ndo havia controle sobre a realizacdo das coletas em jejum, discute-
se se o resultado esteja relacionado a tal tratamento. Estudos também apontam que
a hipdxia induz a resisténcia a insulina em bezerros neonatos, 0 que eleva as
concentracdes de glicose (CHENG et al., 1997). Considerando que alguns animais
apresentavam hipoxia, talvez os valores da glicemia estejam também relacionados a
este fator. A concentragdo sérica de lactato, no entanto, mostrou-se elevada em
todos os animais do Grupo Clone em algum momento do periodo perinatal. O valor
de referéncia utilizado para esta avaliacdo foi obtida da literatura e para animais
adultos (KANEKO, 1997). Infelizmente n&o foi dosada a concentragéo de lactato nos
neonatos do Grupo Controle para que tivéssemos uma comparacao mais adequada.
Estes animais com altas concentracdes de lactato sérico também apresentavam pH
sanguineo mais baixo (acidose metabdlica). Resultados divergentes foram
encontrados por Batchelder et al. (2007a), que reportaram diminui¢cdo dos valores de
lactato.

As elevacbes das concentracfes de ureia e creatinina séricas sao
indicativas de disturbios renais ou desidratacdo. Sete bezerros clonados
apresentaram concentragcbes normais de ureia, dois tiveram concentracdes
diminuidas, um bezerro apresentou elevacdo da ureia sérica e dois animais nao
tiveram esse parametro aferido por terem morrido antes que se pudesse realizar a
coleta de material para analise. Batchelder et al. (2007a) ndo observaram diferencas
entre clones e controles nas primeiras 24 horas, mas a partir de 48 horas houve
elevacéo deste parametro em bezerros clonados quando comparados aos controles.
As concentracdes de creatinina foram baixas em oito clones e altas em dois clones,
sendo que estes dois animais vieram a 0Obito no periodo perinatal. Os outros dois
bezerros que também morreram neste periodo ndo tiveram este parametro aferido.
Aparentemente, a elevagdo da creatinina nos clones € um sinal de que ha alteractes
graves no metabolismo do bezerro e que tais alteracdes podem conduzir a um
desfecho fatal. Batchelder et al. (2007a) observaram a diminuicdo das
concentracdes de creatinina.

Para avaliar a funcdo hepética, foram avaliadas a concentracdo
sérica de bilirrubina e as atividades séricas das enzimas fosfatase alcalina, aspartato
aminotransferase e gamaglutamiltransferase. As concentracdes séricas de bilirrubina

estavam elevadas em seis clones, normais em trés clones e nao foram avaliadas em
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trés clones. Elevagdes na concentracdo sérica de bilirrubina foram observadas em
bezerros clonados em outro estudo (BATCHELDER et al., 2007a). A elevacao na
concentracdo sérica de bilirrubina pode indicar hepatopatia ou hemolise (KANEKO,
1997). No entanto, ndo havia outros sinais que indicassem tais enfermidades. A
atividade da gamaglutamiltransferase foi muito mais elevada nos controles do que
nos clones. Em todos os clones em que ela foi avaliada com exce¢ao de um clone, a
atividade estava normal. Embora esse resultado possa indicar uma auséncia de
doenca hepatica aguda (KANEKO, 1997), bezerros normais costumam apresentar
elevacOes da atividade desta enzima quando conseguem absorver adequadamente
as imunoglobulinas do colostro (COSTA et al., 2008). Batchelder et al. (2007a) nao
observaram diferencas entre clones e controles com relacéo a fosfatase alcalina e a
gamaglutamiltransferase. Nossos resultados para a atividade da fosfatase alcalina
sdo semelhantes a esse estudo. As atividades da aspartato aminotransferase se
apresentaram nos valores de referéncia para os clones (n=8), exceto em dois clones
em que estava diminuida e em dois clones ela ndo foi avaliada. Na analise destes
resultados, pode-se deduzir que ndo havia alteracbes hepaticas nos bezerros
clonados neste estudo.

Varios estudos ja relataram a importancia das doencgas respiratorias
que, além de terem uma incidéncia alta, sdo consideradas um fator limitante para a
sobrevivéncia de bezerros clonados durante o periodo neonatal (GARRY et al.,
1996; HILL et al., 1999; PANARACE et al., 2002; BATCHELDER, 2007; BRISVILLE
et al., 2011). Estas alteragbes em bezerros clonados foram detectadas por meio de
hemogasometria arterial (HILL et al., 1999; BRISVILLE et al.,, 2011) ou venosa
(BRISVILLE et al., 2011). Fetos normais tém hipertensdo pulmonar com
vasoconstricdo da artéria pulmonar até o nascimento. Com a primeira inspiracdo, 0s
pulmbes se enchem de ar e a resisténcia pulmonar ao fluxo sanguineo diminui. O
oxigénio tem efeito vasodilatador sobre as arteriolas pulmonares. A hipdxia, acidose,
bacteremia, e elevacdo da pressao venosa pulmonar estimulam a vasoconstricao
dessas arteriolas, o que predispde o0s bovinos a desenvolverem hipertenséo
pulmonar primaria (CIBELLI et al., 1998; BLEUL, 2009). A interpretacdo dos diversos
parametros clinicos e laboratoriais realizada neste estudo indica que havia, em todos
os 12 clones observados, alteracdes respiratorias importantes possivelmente

causadas por algum grau de hipertensao pulmonar.
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E comum bezerros normais nascerem com leve acidose metabdlica
e respiratéria, que € normalizada ap06s o inicio da atividade respiratoria. Em bezerros
com sindrome da dificuldade respiratoria, doenca descrita detalhadamente em
prematuros humanos, ndo ha essa regressao; ocorre reducdo do pH e do excesso
de base e acumulo de di6xido de carbono no sangue devido a dificuldade de sua
eliminacdo pelos pulmdes. Por ser um acido fraco no sangue, o diéxido de carbono
causa diminuicdo do pH. Em seguida, a hipdxia e a reducéo da perfusdo dos tecidos
periféricos provocam o aumento da producdo de lactato a partir do metabolismo
anaerobico. Nesta fase, hd acidose mista respiratoria e metabdlica (BLEUL, 2009).
Neste estudo, esta alteracdo foi observada em sete bezerros clonados em algum
momento no periodo perinatal. Contrariando alguns estudos que afirmam que
neonatos, clonados ou nédo, nascem levemente acidoticos (BENESI et al., 1993;
LISBOA, et al.,, 2002; BLEUL, 2009), nosso estudo observou que oito bezerros
clonados nasceram com pH normal (n=4) ou com alcalose (n=4). Dos quatro
bezerros que nasceram com acidose, trés vieram a Obito no periodo perinatal,
indicando que a acidose é um fator de risco em bezerros clonados. A pressao
arterial de oxigénio apresentou oscilagdes entre os tempos para cada clone,
elevando-se apd6s um periodo de diminui¢éo, indicando que os bezerros conseguiam
absorver oxigénio. As pressdes de didoxido de carbono também apresentaram
oscilacbes semelhantes. Mas notou-se que, nos bezerros que vieram a Obito no
periodo perinatal, havia uma tendéncia a elevacdo consistente da pressdo de
diéxido de carbono, indicando que, apesar de a oxigenioterapia fornecer oxigénio
para os bezerros, havia falha na eliminacéo de diéxido de carbono.

O padréao de concentracdo de eletrolitos foi muito semelhante entre
clones e controles. No entanto, 0os clones apresentaram maior variabilidade quando
comparados aos controles. Quatro clones tiveram hiponatremia nas primeiras horas
de vida, que foi normalizada e, em seguida elevou-se (hipernatremia). A
hipernatremia pode ser uma indicacédo de excesso relativo de agua (LISBOA et al.,
2002; BATCHELDER, 2007b). Os bezerros do Grupo Clone apresentaram elevagoes
e diminui¢cbes transitorias, dos eletrélitos no decorrer do periodo estudado,
provavelmente relacionadas a administracéo de fluidos e medicacédo (LISBOA et al,
2002).
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O tratamento das doengas respiratérias em neonatos bovinos
clonados envolve a limpeza das vias aéreas, estimulo a respiracdo, minimizar as
perdas de calor (BLEUL, 2009). A limpeza das vias aéreas foi feita com canulas
acopladas a bombas de vacuo, além da limpeza manual e suspensao dos bezerros
pelos membros posteriores por alguns segundos para permitir que a gravidade
promovesse a secrec¢do de liquidos. Para estimular a respiracéo foi feita aspersao de
agua fria na cabeca e térax dos bezerros, seguida imediatamente de banho morno e
lavagem com detergente para a retirada de meconio da pele (BLEUL, 2009). O uso
de medicamentos para estimular a respiragcdo foi feito em todos os clones e
controles com hidrocloreto de doxapram e aminofilina. Surfactante também foi
utiizado em alguns clones. Para minimizar as perdas de calor, as baias de
internacdo eram climatizadas, a secagem ap0s o nascimento era feita com secador
quente e 0s bezerros eram mantidos, em mantas térmicas. A oxigenioterapia foi
instituida em todos os animais sistematicamente. Estudos que realizaram este
protocolo obtiveram incidéncia menor de doencas respiratorias do que aqueles que
s6 o fizeram quando os clones apresentavam alteracbes na hemogasometria ou
sinais de doenca respiratoria (HILL et al., 1999; BATCHELDER et al., 2007a;
BRISVILLE et al., 2011).

A antecipacdo dos problemas relacionados ao aumento do diametro
dos vasos umbilicais conduziu a terapéutica a administracdo de farmacos
antibacterianos durante os primeiros dias de vida. Mesmo assim todos os bezerros
clonados apresentaram leucocitose por neutrofilia nos primeiros dias apos o parto.
Os animais do grupo controle, nas mesmas condicdes de tratamento n&o
apresentaram tal alteracdo. Embora os bezerros clonados que tenham morrido no
periodo perinatal ndo tivessem apresentado sinais de infeccdo, a causa da morte
dos bezerros que morreram ap6s o periodo perinatal estava relacionada com
infeccbes como onfaloflebite e pneumonia. A transferéncia de imunidade passiva
nao foi avaliada com maior atencéo neste trabalho. No entanto, todos os bezerros
clonados apresentaram elevacdo da proteina plasmética total entre uma hora e 48
horas ap6s o nascimento. Esta elevacdo pode estar relacionada a absorcdo de
proteinas do colostro ou a um quadro inflamatério agudo (KANEKO, 1997; COSTA et
al., 2008). Como nao foi realizada a determinacdo das imunoglobulinas ou da

concentracdo de fibrinogénio plasmatico, a diferenciacdo entre os dois quadros fica
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prejudicada. No entanto, bezerros que demoram a ficar em estagcdo ou para
apresentar reflexo de succéo, que tém hipoxemia ou acidose poés-natal estdo mais
susceptiveis a baixa transferéncia de imunidade passiva (GARRY et al., 1996).
Como estes fatores de risco estavam presentes nos bezerros do Grupo Clone, a
probabilidade destes animais terem apresentado um quadro de infec¢do pos-natal é
maior.

Poucos dados sobre achados de necropsia em bezerros clonados
foram relatados. Dos quatro bezerros que morreram durante este estudo, apenas
dois foram examinados na necropsia. Nao foram observados sinais de infeccao ou
alteracdes renais em nenhum deles. Garry et al. (1996) relataram pneumonia e
septicemia, torcdo intestinal, aspiracdo de meconio, abscesso umbilical, poliartrite
fibrinosa e insuficiéncia cardiaca congestiva. Wells et al. (1997) observaram edema
e hidronefrose. Hill et al. (1999) também ndo observaram infec¢cdo ou nefropatia em
seus relatos. Os bezerros nestes estudo apresentavam pulmdes com atelectasia,
indicando que a insuficiéncia respiratoria ocorreu devido a falha na expansao
pulmonar. Hill et al. (1999) observaram alteracdes semelhantes em fetos abortados,
indicando que estas alteracdes circulatorias poderiam ter ocorrido durante a
gestacao.

Varias causas ja foram citadas para a alta incidéncia de mortalidade
de bezerros clonados no periodo perinatal. Como todos os partos foram cesarianas
realizadas na idade gestacional adequada (aproximadamente 280 dias) (BALL e
PETERS, 2006), excluem-se as complicacdes relacionadas as distocias. Garry et al.
(1996) observou hipotermia em bezerros clonados. Nosso estudo assim como o de
Chavatte-Palmer et al. (2002) néo observou hipotermia que nao fosse revertida nos
bezerros clonados, embora os mesmos tenham apresentado reducgfes de até 2°C
entre o periodo imediatamente apOs o parto até 1 hora de vida. Apenas um bezerro
teve hipoglicemia, enquanto outros estudos apontam uma incidéncia mais elevada
desta alteracdo que, em associacdo com hipotermia, debilidade, hipoxemia e
acidose metabdlica, sugerem um quadro de distarbio no metabolismo de
carboidratos (GARRY et al., 1996; PANARACE et al., 2006; BATCHELDER et al.,
2007a).

Neste trabalho, tentamos avaliar as alteracfes laboratoriais mais

importantes que indicassem 0os momentos de maior risco para os bezerros clonados.
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O relato da evolugdo do quadro clinico de 12 bezerros clonados da raga Girolanda
no periodo perinatal notou que bezerros clonados sdo semelhantes a bezerros
normais em alguns parametros, incluindo eritrograma, concentracdo de proteinas
plasmaticas totais, concentracdo de eletrolitos sanguineos, concentracao sérica de
ureia, atividade sérica de aspartato aminotransferase e concentracdo sérica de ureia.
As diferencas mais marcantes foram a leucocitose que acompanhou todos os
bezerros clonados desde o nascimento até o terceiro ou quinto dia de vida, a
concentracdo elevada de acido latico desde o nascimento até a estabilizacdo do
quadro, o comportamento da contagem de plaquetas que era baixo no inicio e se
elevou gradualmente ao avancar da idade. Observamos que, dentre os bezerros que
vieram a Obito no periodo perinatal, alguns apresentaram caracteristicas
semelhantes, tais como classificacdo de APGAR baixo 5 minutos apdés o
nascimento, acidose metabdlica ou respiratéria imediatamente apdés o nascimento,
dificuldade respiratéria no momento do nascimento e elevagdo da concentracdo
sérica de creatinina. Analisando essas informacfes, pode-se notar que bezerros
clonados tém dificuldade de adaptacdo a vida extrauterina. Também sé&o
necessarios mais estudos para explicar a origem dessas alteracdes e suas relagdes

com as alteracBes placentarias que acometem os clones.
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7. CONCLUSOES

A andlise, interpretacdo e a discussao dos resultados obtidos no
presente estudo, que envolveu a comparacdo dos parametros clinicos,
hematoldgicos, bioquimicos e de hemogasometria de bezerros clonados por SCNT e
de bezerros oriundos de inseminacao artificial ou monta natural geraram as
conclusdes descritas a seguir:

1) A eficiéncia da técnica de clonagem por TNCS ainda é baixa, com taxa de
mortalidade alta no periodo neonatal.

2) A avaliagdo do peso ao nascimento € um parametro importante para ser
avaliado na clinica de bezerros neonatos clonados, pois bezerros com pesos
extremos ao nascer (muito pesados ou muito leves) ndo sobreviveram no periodo
neonatal.

3) A incidéncia de problemas respiratorios em bezerros clonados é elevada,
sendo que as causas exatas das disfuncbes respiratorias ainda precisam ser
esclarecidas.

4) N&o ha valores de referéncia para a concentragdo sérica ou plasmatica de
lactato em bezerros neonatos da raca Girolanda, havendo necessidade de mais
estudos nesta racga.

5) O espessamento dos vasos umbilicais € uma alteracao frequente em bezerros
clonados e pode ser um indicativo de risco de morte no periodo perinatal.

6) Bezerros clonados ndo apresentam alteragbes importantes no eritrograma,
mas a leucocitose por neutrofilia foi um achado frequente nestes animais e persistiu
durante todo o periodo neonatal.

7) A hemogasometria arterial e venosa auxilia na determinacdo do diagnostico
das alteragfes respiratorias e metabolicas, no direcionamento da terapéutica e no
acompanhamento de sua evolucdo, sendo uma ferramenta importante para a
clinica de neonatos, uma vez que nem todos os bezerros neonatos clonados
mostram as mesmas caracteristicas dos bezerros neonatos oriundos de monta
natural ou inseminagao artificial.

8) Bezerros clonados apresentam dificuldade de adaptacdo a vida extra-uterina
comprovada pela dificuldade e pela demora em reverter o quadro de acidose

metabdlica com que eles nascem ou que eles desenvolvem durante esse periodo.
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9) Bezerros clonados que vieram a Obito no periodo perinatal imediato
apresentaram caracteristicas semelhantes, tais como classificacdo de APGAR baixa
5 minutos apds o nascimento, acidose metabdlica ou respiratoria imediatamente
apos o nascimento, dificuldade respiratoria no momento do nascimento e elevacéo
da concentracdo sérica de creatinina. A analise destes parametros pode auxiliar na
decisdo sobre medidas terapéuticas mais especificas ou realizacdo de outros
exames para a determinacdo de um diagndstico mais preciso.
10) Mais estudos a respeito de producado de bezerros clonados por SCNT devem
ser realizados para investigar as causas das alteracdes observadas e em que elas
se relacionam com as enfermidades apresentadas e com os efeitos da cultura de

embrides sobre a formacgao da placenta e as interagcdes materno-fetais.
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