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ABSTRACT

Background: Theadvent of anima cloning from embryosreconstructed with nuclei from cellsat different stagesof differentiation
has been responsible for the appearance of several anomaliesin calves, with some aterations diagnosed during pregnancy and
others after the birth of cloned animals. Despite efforts over the past five years, the rate of mortality after the birth of cloned
cavesisdtill high, at about 50%. Below is reported the research experience gained at the University of Sdo Pauloin the period
from 2005 to 2010, related to the birth of cloned calves from Nellore.

Review: Research showed that cloned calves present cardiopulmonary disorders characterized by tachycardia with episodes
of arrhythmia with bradycardia, increase in the 1% heart sound, presence or absence of heart murmursin the 1% and 2™ heart
sound associated with dyspnea, breathing harsh and crackling dry, moist and crackling. During the first days of life of cloned
calvesthat died, ultrasound examination demonstrated the presence of concentric hypertrophy congenital cardiac and turbulent
flow at theforamen of botal towardstheright heart to left heart, indicating reversal of blood flow to the pattern observed infetal
life. Asaresult, mixture of arteria and venous blood occurs, compromising the ability of oxygen to the blood of cloned calves.
The occurrence of macrosomia was observed in 20.9% of Nellore calves. It is believed that this syndrome is associated with
disorders of carbohydrate metabolism in the placenta and/or fetus, leading to fetal gigantism, which mimicks excessive fetal
growth seenin pregnant women with diabetes. We observed the occurrence of moderateto severe normocytic and normochromic
anemia, with the anemiagradually appearing from 12 h of life onwards, reaching its maximum intensity at the end of thefirst
week, to start a gradual recovery to normal values from the 15" day of life. The anemia observed in cloned calves was
ferropriva, as such animals showed a significant decreasein serum iron level s associated with decreased transferrin saturation
index (STI). Umbilical anomalies occurred in most clones. Therewas an increasein the thickness of the umbilical cord, which
hindered its spontaneous rupture at birth. The umbilical arteries did not undergo retraction into the abdominal cavity, leaving
them exposed in the remnant of the umbilical cord. In thefirst three days after birth, strong pulse of these arterieswas noted in
umbilical cord, making it necessary to use clampson the arteriesin order to prevent bleeding. Therewere also intra-abdominal
hematomas involving the arteries and the urachus. Between 15 and 20 days of life, it was observed the occurrence of dopecia
inabout 75.0% of the calves, whose origin may be related to disturbancesin the synthesis and absorption of vitamins, sincethe
supplementation of calves with ADE vitamin complex decreased symptoms.

Conclusion: The results confirm the occurrence of serious cardiopulmonary disorders characterized by tachycardia,
hyperphonesis, presence of heart murmurs in the 1% and 2™ heart sounds, episodes of arrhythmia and bradycardia associated
with dyspnea, rales, and coarse breath. Asaresult of the non-closure of the foramen of Botal and the DuctusArteriosus, arterial
and venous blood a mix, compromising the oxygen carrying capacity in the blood of cloned calves. There was aso the
occurrence of macrosomia, hypoglycemia, hypothermia, abnormal umbilical structures, anemia and alopecia
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I.INTRODUCAO

O advento da clonagem de animais a partir
de embrides reconstruidos com nucleos provenien-
tes de células em diferentes estagios de diferencia-
¢do tem sido responsavel pelo aparecimento de di-
versas anomalias nos bezerros, sendo algumas alte-
racBes diagnosticadas durante a gestacdo e outras
apos o0 nascimento de animais clonados [29].

Uma grande mortalidade pré e peri-natal de
bezerros foram demonstradas como resultado da pro-
ducdo in vitro [18,39], da transferéncia nuclear de
células embrionérias [7,26,44] e da clonagem a par-
tir de células somaticas [2,10,23,29].

Farin et al. [14] propbs sstema de classifica
¢do das ateracOes observadas durante a gestacdo de
clones apresentado a seguir:

TIPO 1- Desenvolvimento anormal com mor-
te do embrido ou do concepto (reabsor¢do embrio-
naria) antes da organogénese completa (até aproxi-
madamente 42 dias de gestacdo).

TIPO 2 - Desenvolvimento anormal de mem-
branas placentarias e do feto; com morte fetal e
abortamento entre a fase de completa diferenciacdo
de 6rgdos e o término da gestacdo (de 42 a 280 dias
de gestacdo).

TIPO 3 - A gestacéo chega ao termo, o feto e
ou a placenta possuem severas anormdidades de de-
senvolvimento e ndo h& evidéncia de resposta com-
pensatéria do feto ou placenta. A salide dos neonatos
esta severamente comprometida, com alteragdes cli-
nicas, de par@metros hematol 6gicos e bioquimicos;
a morte ocorre entre a hora do parto ou durante o
periodo neonatal.

TIPO 4 - A gestagéo chega ao termo e tanto o
feto quanto a placenta possuem ateracbes modera-

das; entretanto ocorrem compensacfes feto-
placentarias e adaptacbes que fazem com que o ani-
mal sobreviva apesar dos distirbios genéticos e fisi-
olégicos. Os neonatos podem ter tamanho normal
ou serem maiores do que a média da raca, podendo
ter dteracles clinicas e de parémetros hematol 6gicos
e bioguimicos.

Apesar dos esfor¢os realizados nos Ultimos
cinco anos, a taxa de mortalidade pds-nascimento
dos bezerros clonados € ainda grande, cerca de 50%,
tornando necessarios estudos mais aprofundados em
neonatologia dos bovinos. O objetivo desses estu-
dos deve ser esclarecer a patogenia e desenvolver
tratamentos eficientes para essas enfermidades, sen-
do fundamental o desenvolvimento de metodologia
de diagndstico que permita uma melhor avaliagéo
das dteraches observadas no sistema cardiopulmonar
dos bezerros clonados, bem como o estabelecimen-
to de valores de referéncia que possam ser utilizados
na interpretacdo dos resultados obtidos. A seguir sera
relatada a experiéncia acumulada em pesquisas rea-
lizadas na Universidade de Sao Paulo, no periodo de
2005 a 2010, relacionadas ao nascimento de bezer-
ros clonados da ragca Nelore.

I1.DISTURBIOSPLACENTARIOSE OCORRENCIA DA
HIPOXIA

Apesar dos relatos sobre perdas fetais preco-
ces durante a clonagem devido a alteracbes no am-
biente uterino materno, falhas na interagdo materno-
fetal ou a anormalidade do embrido [2,20] aceita-se,
atualmente, que o desenvolvimento e sobrevivéncia
fetal, durante a gestacéo de clones, dependem da
morfologia apropriada e desenvolvimento funcional
da placenta. Estudos indicam que a causa dessas per-
das est4 associada a um desenvolvimento anormal
da placenta, possivelmente devido ao crescimento
inapropriado da membrana alantéide em decorrén-
cia da falta de vascularizagdo nos estégios iniciais do
desenvolvimento [43]. Distarbios na expresséo da
VEGF — fator responsavel pela permeabilidade
vascular e neo-vascularizagdo da placenta foram des-
critos em placentas de clones [8]. Estruturalmente
existe desorganizagdo das “érvores vilosas’ fetais,
presenca de mais de uma artéria-tronco por vilo, ra-
mificacdo vascular deficiente e dilatagbes anormais
das criptas endometriais [32]. Durante a gestacéo as
seguintes disfuncdes placentérias foram relatadas:
diminuicdo do nimero de placentbnios, presenca de
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placentonios gigantes, presenca de microcotiledones
acessorios com didmetro menor do que 1,0 cm, ex-
tensas &reas na membrana corioalantéide desprovi-
das de placentbnios, edema das membranas
placentarias, aumento na espessura do corddo umbi-
lical e formagdo de hidroalantdide [9,23,26,32]. A
insuficiéncia placentéria culmina na ocorréncia de
perdas fetais durante a fase gestacional, alteracbes
congénitas nos neonatos, complicagdes peri e pos
natais, sofrimento fetal crénico e agudo e alta taxa de
mortalidade neonatal. Em conseqiiéncia a esse sofri-
mento fetal/ hipdxia intra-uterina, nota-se com fre-
guéncia o tingimento dos fetos por meconio [4,5].
Nunes [33] observou hipéxial sofrimento fetal em
55,5% (5/9) dos animais clonados estudados, sendo
gue Batchelder et al. [2] correlacionaram a ocorrén-
cia de bezerros clonados tingidos de mecénio com a
maior incidéncia de mortalidade nas primeiras horas
de vida.

Apesar da avaliagdo da vitalidade fetal por
meio da carditocografia, ja serem utilizados ha mui-
to tempo na medicina, como méodo de rotina, veri-
ficarse que na veterinria 0 seu uso ainda é limitado,
havendo poucas pesquisas sobre o0 tema
[12,19,21,22]. Esse exame possibilita a avaliagdo do
bem edtar fetal €/ou avaliacdo da vitalidade fetal e é
extremamente importante no seguimento das gesta-
¢Oes de alto risco, principamente nas que cursam
com insuficiéncia placentaria [17], sendo o seu prin-
cipa objetivo a deteccéo precoce da hipoxemia fetal.

Ao avdiar as caracterigticas que compdem a
cardiotocografia (linha de base, variabilidade, pre-
senca de aceleracOes transitorias e desacel eractes),
separadamente, Nunes [33] constatou que os clones
tingidos de mecbnio e que morreram nas primeiras
horas de vida apresentavam com mais freqliéncia
bradicardia e o0 nUmero de aceleragdes transitorias
era significativamente menor do que o observado nos
grupos que ndo estavam em sofrimento fetal. A pre-
senca de bradicardia fetal € sina de sofrimento fetal
em ruminantes [12], enquanto a presenca de acelera
¢Oes transitérias € um dos mais importantes indica-
dores de bem-estar fetal para humano [28,31] e ru-
minantes [21,22]. Nunes [33] relacionou o menor
nimero de aceleracOes transitorias da frequéncia car-
diaca, observadas no grupo de clones que morreram
nas primeiras 36 horas de vida, a diminuicéo do bem

estar fetal decorrente da mé oxigenagéo do feto.

Segundo Nunes [33] os fetos do grupo de
clones mortos tiveram uma maior ocorréncia de mo-
mentos de hipoatividade e inatividade fetal do que
os fetos do grupo de clones vivos e fetos do grupo
controle. A estimulac&o dos fetos hipoativos por meio
de beliscamento das extremidades, durante exame
de palpacdo retal, evidenciou que os fetos do grupo
de clone mortos foram classificados com maior fre-
guéncia como néo reativos do que os fetos do grupo
controle.

Os resultados obtidos na Dissertagdo de
Mestrado de Nunes [33] s80 compativeis com a ocor-
réncia de sofrimento fetal/ hipoxia intra-uterina, de
grau varidvel nos ultimos 90 dias de gestagdo. A gra-
vidade da hipOxia intra-uterina explicaria a evolugdo
do quadro clinico dos bezerros:

- hipéxia intra-uterina grave nos clones tingi-
dos de meconio com indice APGAR menor do que 3
ao nascimento e morte nas primeiras 36 h de vida
decorrentes a ateragtes cardiopulmonares incompa:
tivels com a vida extra utering;

- hipoxia intra-uterina de pequena intensida-
de ou oxigenagdo intra-uterina normal nos clones que
apresentaram indice APGAR entre 7 e 8 a0 nasci-
mento e que sobreviveram.

Face as disfuncdes placentérias, tem-se reco-
mendado, freqientemente, que o nascimento dos
clones seja feita por meio de cesariana. Em gesta-
¢Oes de bezerros clonados da raga Nelore tem-se
optado pela redizac8o de cesariana entre 290 a 292
dias de gestacdo (gestacéo do Nelore dura, em mé-
dia 10 dias a mais do que na raca Holandesa), sendo
utilizado o seguinte protocolo de inducédo: 8 mg de
triancinolona aplicada por via intramuscular 7 dias
antes da cesariana, 20 a 25 mg de dexametasona
aplicada por via intra-venosa 36 h antes da cesariana
associado a 500 ug de prostaglandina F2o. aplicada
por via intrasmuscular 24 h antes da cesariana. Ape-
sar de redlizar-se a cesariana antes do inicio da pari¢ao
ou nas primeiras horas da fase de dilatacdo do parto,
recomendou-se 0 uso de relaxante uterino (50 mg de
cloridrato de isoxsuprine aplicado por via intra-ve-
nosa no inicio da intervencdo cirlrgica), pois os be-
zerros clonados estavam mais predispostos a asfixia
neonatal precoce uma vez que as disfungbes
placentarias podem determinar importantes variacdes
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de oxigenacdo no feto mesmo que as contracdes
uterinas ndo sejam intensas [5,30]. Apds pesquisa
realizada por Nunes [33], na qual foi demonstrado
que nas Ultimas 24 h antes da cesariana havia maior
ocorréncia de hipoatividade fetal, tem-se recomen-
dado que a inducdo seja feita sem o0 uso da
prostaglandina F2o., pois esta droga determina que o
parto ocorra nas entre 24 e 28 h ap6s 0 seu uso, ou
sgia, no momento da realizagdo da cesariana ja exis
tiriam contragOes uterinas que poderiam diminuir a
oxigenacdo do feto.

[11. DISTURBIOSDA ADAPTAGAO NEONATAL DO
BEZERRO CLONADO

Durante o processo de nascimento, no mo-
mento da separacdo do corddo umbilical do feto,
vérias fungBes fisiologicas anteriormente suportadas
pela mée através da placenta devem ser assumidas
pelo neonato a fim de assegurar a sua sobrevivéncia
[3]. Dentre essas fungdes cabe particular destaque as
desempenhadas pelo sistema cardiopulmonar, pois
imediatamente apds o delivramento, ocorrem pro-
fundas modificagGes na circulagdo sanguinea, pas-
sando a ser dos vasos pulmonares a responsabilida-
de pela adequada oxigenacdo do sangue. Esse au-
mento da oxigenagdo sangliinea é responsavel pelo
fechamento do duto arterioso. Afora o aumento na
oxigenacdo sanguinea, ao inflar seus pulmdes, 0
neonato diminui a resisténcia na rede capilar pulmo-
nar determinando o aumento do fluxo de sangue para
0s pulmdes, aumento do volume de sangue que re-
toma para o étrio esquerdo e, como consequéncia,
aumento da pressdo no lado esquerdo do coragéo. A
maior pressdo do sangue no éatrio esquerdo faz com-
pressdo sobre o fordmen oval e promove o seu fe-
chamento impedindo a mistura de sangue arterial e
venoso [35]. Falhas nessa adaptacéo neonatal a vida
extra-uterina estdo freqlentemente associadas a gran-
des taxas de morbidade e mortalidade em bezerros
[3,40]. Verifica-se, em bezerros clonados, que essa
adaptacdo esta particularmente afetada, sendo
comumente observado prostracdo, letargia, ausén-
cia do reflexo de sucgdo e eliminacdo do mecdnio
nos primeiros 15 minutos de vida. Em decorréncia
aos disturbios de oxigenagdo nesses animais, obser-
va-se ateragbes como diminuicéo da pO, e aumen-
to da pCO,, circulagdo preferencial para 0rgaos vi-
tais e glicdlise anaerdbica em O6rgdos ndo vitais, au-
mento da lactacidemia e acidose metabdlica, em qua

dro smilar ao descrito na asfixia neonata [3].

Baseado no exame clinico, nas avaiagdes do
APGAR, redizadas ao nascimento e aos 5 minutos
de vida, nos resultados da hemogasometria e nos
achados de necropsia foi possivel caracterizar qua
tro tipos de quadro clinicos nos bezerro clonados
[4,5]:

Grupo 1 - bezerros que apresentavam
APGAR ruim (0 a 3 pontos), sinais de acidose na
hemogasometria e morte na primeira hora de vida;
durante a necropsia constatava-se que esses disturbi-
0s estavam associados a mé-formagédo do coragéo
ou outros 6rgéos (figado e rim), sendo essa condicdo
incompativel com a vida;

Grupo 2 - bezerros que apresentavam
APGAR ruim (0 a 3 pontos) sinais de acidose respi-
radria e mista na hemogasometria, sendo nesses ani-
mais diagnosticado asfixia neonatal precoce; alguns
sobreviviam e outros morriam;

Grupo 3 - bezerros que apresentavam
APGAR bom (7 ou 8 pontos), mamavam colostro,
permaneciam em estacdo e a partir de 12 a 24 h apos
0 parto desenvolviam quadro de hipoxia que culmi-
nava com a morte entre 24 e 48 h de vida;

Grupo 4 - bezerros que nasciam com APGAR
bom (7 ou 8 pontos), apresentavam hemogasometria
compativel com o de animal saudavel e permaneci-
am vivos.

As falhas na adaptacdo neonatal a vida extra
uterina observada nos animais que desenvolveram
quadro de hipdxia entre 12 e 24 h de vida (grupo 3)
apresentam caracteristicas diferentes daquelas des-
critas na asfixia neonatal precoce ou tardia. As dtas
taxas de mortalidade nos bezerros do grupo 3, bem
como os distirbios cardiopulmonares diagnosticados
nesses bezerros parecem estar associadas a existén-
cia de sofrimento fetal/ hipoxia crénica durante a vida
intra-uterina e ndo somente a sofrimento fetal duran-
te o processo de paricdo e/ou a falta primaria de
surfactante .

IV. DISTURBIOS CARDIOPUL MONARESNOSBEZERROS
CLONADOS

Recentemente, descreveu-se a ocorréncia de
hipertensdo pulmonar persistente em bezerros
clonados a partir da transferéncia nuclear de células
somaticas adultas [9,41]. A hipertensdo pulmonar é
uma condicdo patoldgica observada em associagéo
a existéncia de doencas cardiacas, sistémicas, do
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paréngquima pulmonar ou da vasculatura pulmonar
gue determinam surgimento de disfuncéo do endotélio
pulmonar expresso por vasoconstriccdo, inflamago
e trombose [38]. Entre os diversos fatores que po-
dem estar relacionados a ocorréncia de hipertenséo
pulmonar devem ser, ainda, destacados a aspiracéo
de mecbnio durante o parto e os quadros de hipdxia
persistentes observados em animais criados em alti-
tudes elevadas [35].

Associado a essa hipertensdo pulmonar, pes-
quisas redlizadas na Universidade de Sao Paulo evi-
denciaram, em bezerros clonados, disturbios cardio-
pulmonares caracterizados por taquicardia com epi-
sodios de arritmia com bradicardia, reforco de 12
bulha, presenca ou ndo de sopros cardiacos na 12 e
22 bulha associados a dispnéias, respiracéo rude e
estertores secos, Umidos e crepitantes [4,5,34]. Em
nenhum dos animais examinados foi observado si-
nais de insuficiéncia cardiaca (prova de replecéo da
jugular negativa, auséncia pulso venoso patol bgico
e/ou edema na entrada do peito) ou aumento da area
de projecdo do coracdo detectéveis por meio da per-
cussdo do térax. As alteragdes cardiopulmonares fo-
ram confirmadas nos exames anatomopatol 6gicos,
pois encontrou-se persisténcia do foramen ovale
(forGmen de Botal) em 46,1%, hipertrofia excéntrica
de miocérdio ventricular em 15,3%, persisténcia do
duto arterioso em 7,6%, congestdo pulmonar em 23%,
enfisema pulmonar, atelectasia e edema em 100 %
dos bezerros necropsiados [37].

Em bezerros clonados que morreram nos pri-
meiros dias de vida verificou-se por meio de exame
ultra-sonogréficos realizado nas primeiras horas de
vida, aumento da espessura da parede ventricular néo
associada ao aumento de volume da cdmara, e con-
clui que os bezerros apresentavam hipertrofia con-
génita concéntrica de miocérdio [34]. Nesses bezer-
ros constatou-se fluxo turbulento sistélico no interior
do &trio direito, indicando a existéncia de insuficién-
cia da valva tricispide, sendo essas ateragBes com-
pativeis com a ocorréncia de hipertensdo da artéria
pulmonar. Essa hipertensdo deve ser considerada
como secundéria a ocorréncia da miocardiopatia
hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo [34].
Apdbs o0 nascimento o quadro de hipertensao seria
agravado pela presenca de dispnéia/ insuficiéncia
respiratéria e pela producéo inadequada e/ou consu-
mo do surfactante pulmonar. Afora isso as avalia-
¢Oes ultra-sonogréficas dos bezerros clonados tem

evidenciado, nas primeiras 24 horas, fluxo turbulen-
to no for@men de botal no sentido do coracdo direito
para o coragdo esgquerdo, indicando reversdo da cir-
culagdo sanguinea para padrdo observado na vida
fetal. Em conseguéncia desse processo ocorre mis-
tura de sangue arterial e venoso, comprometendo a
capacidade de oxigenacdo do sangue dos bezerros
clonados [5,30]. Em amostras colhidas no 3° e 4° dia
de vida, observou-se valores de PO, no sangue arte-
rial que variaram entre 50 e 70 mmHg.

No grupo de bezerros clonados que sobrevi-
veram observou-se que o fechamento funciona do
foramen oval em bezerros nelore demorava de 7 a
10 dias nos clones enquanto nos animais controle
esse fechamento ocorria entre 4 e 7 dias [34]. Afora
isso, foram encontradas alteracbes que permitem su-
por gque o coracdo dos clones durante o primeiro més
de vida passa por processo de crescente sobrecarga,
com aumento de débito cardiaco que determinaria
na evolucdo clinica dos casos uma hipertrofia ex-
céntrica do miocardio e dilatacéo do étrio direito.
Adaptagdes organicas as disfuncdes cardiacas como
a dilatacdo do étrio direito seriam compativeis com a
existéncia de hipertensdo da artéria pulmonar [1], sen-
do edta alteraco no grupo dos clones vivos indicativa
de aumento da pressdo da artéria pulmonar.

Para o tratamento da hipoxia recomenda-se a
oxigenioterapia, fornecido por meio de cateter intra
nasal no volume de 5 litros de O, por minuto durante
a primeira semana de vida do bezerro [5,30]. A
oxigenioterapia deve ser instituida imediatamente
apos o nascimento. Além do beneficio direto na re-
ducdo dos efeitos relacionados a hipéxia como
glicolise anaerdbica, aumento da lactacidemia e
acidose metabdlica [3], a oxigenioterapia seria im-
portante estimulo para fechamento do duto arterioso,
melhorando a condi¢éo geral do bezerro. O fecha-
mento funcional do cand arterial no recém-nascido
humano a termo ocorre com 12 a 15 h de vida, sen-
do o aumento da elevagéo da PO, no sangue arterial
considerado importante fator para a constricdo do duto
arterioso [27]. ApGs a institui¢do de oxigenioterapia
adequada nos bezerros clonados e a sua manuten-
¢80 nos primeiros sete dias de vida, a incidéncia de
sopros cardiacos de 12 e 22 bulha, relacionados a per-
Sisténcia do duto arterioso, foram menos fregquente-
mente por nds diagnosticados.

Apesar do distirbio cardiopulmonar do clone
ndo ser primariamente associado deficiéncia de
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surfactante decorrente da imaturidade pulmonar,
existe a possibilidade de ocorrer consumo do
surfactante ou producéo inadequada durante a vida
neonatal. A administracdo de 300 a 1000 mg
surfactante por via intra-traqueal, nas primeiras ho-
ras de vida, utilizando uma agulha de 26 G determi-
nou um significativo aumento da PO, do sangue ar-
terial. Seis h apbs a aplicacdo do surfactante obser-
vou-se nos animais tratados PO, do sangue arterial
igual a 127+11.06 mmHg e nos animais néo trata-
dos vaores iguais a 57.2 + 5.77 mmHg. Entretanto,
ndo foi observado qualquer efeito da administracéo
de surfactante nos vaores da PO, do sangue arterial
guando o inicio do tratamento ocorreu com mais de
24 h de vida [30]. Atualmente, temos preconizado
gue sgiam aplicados doses de 400 mg de surfactante
a cada 15 min na primeira hora de vida. A seguir
aplica-se 400 mg de surfactante nos seguinte mo-
mentos. 2, 4, 6, 12 e 24 h de vida

O aumento resisténcia na rede capilar pul-
monar determinada pela hipertensdo da artéria pul-
monar [13,24] impede a expansdo pulmonar ade-
guada e estdo associadas as alteracdes respiratérias
descritas nos clones [5,37]. O uso de drogas
vasoativas inibidoras das fosfodiesterases poderia
apresentar efeitos benéficos. Drogas inibidoras das
fosfodiesterases como o sildenafil prolongam a acéo
da guanosina monofosfato ciclica (cGMP), o princi-
pal mediador da vasodilatacdo [6]. A inibi¢do da de-
gradacdo da cGMP pode ser particularmente eficaz
na vasodilatacdo das artérias pulmonares, sendo des-
crito que o sildenafil diminui a pressdo da artéria
pulmonar, dependendo da dose usada [42]. Em nos-
sa experiéncia, 0 uso do sildenafil, nas primeiras 24
h de vida, com aplicacdo da medicacdo por via oral
a cada 8 h na dose de 20 a 25 mg aumentou a
sobrevida dos bezerros clonados tratados e obser-
VOu-se, por meio de exame ecocardiogréfico, que
apds 0 seu uso ocorria reversdo de padréo de circu-
lacdo fetal em decorréncia a diminuicdo da presséo
do lado direito do coracdo (Birgel Junior et al., da
dos ndo publicados). Dados preliminares obtidos em
bezerro Nelore prematuro que recebeu nas primei-
ras 12 h de vida com 20 mg de sildenafil por via
oral, indicam que os inibidores da fosfodiesterases
determinam significativa reducéo dos valores da pres-
sdo0 média da artéria pulmonar (de 60 mmHg para
40 mmHg), sendo esses efeitos notados a partir de

15 min da aplicagdo do medicamento (Birgel Junior
et al., dados ndo publicados).

Para o tratamento das bradicardias e arritmias
observadas nos bezerros clonados temos recomen-
dado o uso de sulfato de atroping, na dose 0,1 mg /
Kg peso vivo por via intra-venosa, devendo esta
medicacdo ser a de eleicdo nesse tratamento, pois
associou-se a ocorréncia desses episodios de
bradicardia e arritmia a presenca de estimulos do sis-
tema nervoso parassimpatico. Bezerros clonados es-
téo predispostos a vagotonia em virtude de dilatacdo
do abomaso por liquido amnidtico espesso e viscoso
durante a vida intra-uterina ou em conseqiiéncia da
irritacdo de vias aéreas e da presenca de
broncoespamos decorrentes dos problemas
cardiopulmonares (Birgel Junior et al., dados ndo pu-
blicados).

V.MACROSSOMIA /SINDROME DO BEZERRO GIGANTE

Desde o inicio do desenvolvimento da técni-
ca de fertilizagdo in vitro de embrifes e da clonagem
de bovinos e ovinos, tem sido descrita uma nova
sindrome: a Sindrome do bezerro gigante [2,11]. A
sindrome do neonato gigante tem sido comumente
relacionada a gestacdes prolongadas e a falhas de
sinalizacdo do parto [9]. A ocorréncia de macrossomia
foi observada em 20,9 % (9/4) dos bezerros da raca
Nelore, a0 passo que 69,8 % (30/43) apresentavam
peso dentro da normalidade e 9,3 % (4/43) apresen-
tavam peso significativamente menor do que o espe-
rado para a raga Nelore [30]. A média de peso dos
animais da raca Nelore ao nascimento foi de 38 kg,
com amplitude de variacdo entre 14 e 62 kg [30].

Acredita-se que essa sindrome esteja associ-
ada a disturbios do metabolismo de carboidratos na
placenta e/ou do feto, mimetizando quadro de
gigantismo fetal descrito na gestacdo de mulheres com
diabetes [4,5]. Alguns pesquisadores descreveram
ateragdes hormonais em bezerros clonados recém-
nascidos caracterizados por aumento dos teores
plasméticos de insulina [16] e leptina [10] e diminui-
¢80 dos teores plasmaticos de tiroxina [10, 16],
triiodotirosina [16] e IGF-2 [10] e interpretaram es-
ses achados como sendo um indicio de distdrbio na
regulacdo de energia intra-Utero responsavel pela
macrossomia e pelos distlrbios de salde observa-
dos nos clones [16].
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Em 23,0% dos bezerros clonados foi obser-
vado hipoglicemia e/ou distrbios de termoregulacéo
nas primeiras 24 h de vida. Esses distdrbios podem
estar relacionados a sindrome que mimetiza a diabe-
tes gestaciona da mulher ou a distdrbios decorrentes
da hipdxia durante a vida perinatal com consumo
das reservas de glicogénio hepético [4,5].

Para minimizar ou evitar a ocorréncia de
hipoglicemia/ hipotermia, tem-se optado por realizar
0 parto no periodo vespertino (temperatura corpérea
materna entre 0,5 e 1,0°C maior do que no periodo
matutino devido as variagfes nictemerais da tempe-
ratura), secagem do bezerro utilizando-se toalhas e
secadores de cabelo. Os animais tingidos de meconio
foram lavados com detergente para retirar a gordu-
rosa crosta de meconio que dificultava a secagem
dos bezerros. Imediatamente apds o parto os bezer-
ros eram transferidos para sdla na qual a temperatura
ambiente era de 30°C. A mamada do colostro nas
primeiras horas de vida, além da transferéncia de
imunidade passiva, é importante para o fornecimen-
to de energia a recém-nascido. A glicemia e tempe-
ratura corpérea foram controlados as 1, 2, 3, 4, 6, 8§,
12, 16, 24, 36 e 48 h de vida, sendo que nos animais
nos quais a glicemia fosse menor do que 50 mg /dL
aplicavam-se por via intravenosa 0,2 g/dL de glicose
por via intravenosa. Com essa dosagem 0s animais
retornavam a normoglicemia (80 a 120 mg/dL) e
evitava-se a ocorréncia de quadros de hiperglicemia
[4,5,30].

VI.OCORRENCIADEANEMIA

Apesar de encontrar-se na literatura poucas
referéncias sobre distlrbios do hemograma em be-
zerros clonados a partir da transferéncia nuclear de
células somaticas [2,36], pesquisa realizada na Uni-
versidade de S&o Paulo, Komninou [25] observou a
ocorréncia de anemia de grau moderado a intensa,
do tipo normocitico e normocrdmico nos clones.
Evidenciou-se nessa pesguisa [25] que a anemia ins-
talava-se gradualmente a partir das 12 h de vida atin-
gindo ao fina da primeira semana, a sua intensidade
maxima. Os valores médios obtidos para o eritrograma
dos bezerros no 7° dia de vida foram os seguintes:
Hemécias - 4,33X10%mms3; Volume Globular - 23
%, Taxa de Hemoglobina - 7,25 g/dl; VCM - 52,89
p3; HCM - 16,65 pg; CHCM - 31,47%. A anemia
observada era de origem ferropriva, pois evidenciou-

Se nesses animais uma significativa diminui¢do dos
teores séricos de ferro associada a diminuicdo do in-
dice de saturagdo da transferrina (1ST), enquanto os
valores da capacidade total de ligagéo do ferro
(CTLF) ndo sofreram influéncia durante o periodo
[25]. Durante o estudo dos tipos de hemoglobinas,
utilizando-se técnica de eletroforese foram identifi-
cados trés fendtipos de Hemoblogina adulta (Hb-A;
Hb-B e Hb-AB) e a presenca de hemoglobina fetal
(Hb-fetal), ndo sendo observadas anomalias que pu-
dessem sugerir a ocorréncia de hemoglobinopatias
hereditarias e ou congénitas [25]. Durante a avaia
¢80 da dindmica da hemoglobina do tipo fetal (Hb-
fetal) no primeiro més de vida observou-se, que to-
dos os grupos animais apresentaram comportamen-
to similar, caracterizado por sua diminui¢cdo com o
desenvolvimento etario. A recuperacdo gradativa dos
valores eritrograma ocorreu a partir do 15°dia de vida
[25].

Nos casos de anemia a principa recomenda
G0 terapéutica foi o tratamento dos bezerros com
sais de ferro nos primeiros dias de vida e como me-
dida preventiva a suplementacdo das receptoras com
sais de ferro nos Ultimos meses de gestacao.

VII.ANOMALIASNASESTRUTURASUMBILICAIS,
DEFORMIDADESFLEXURAISEALOPECIA

Anomalias umbilicais com infec¢cdo e persis-
téncia do Uraco; devido ao aumento na espessura do
corddo umbilical em decorréncia de edema na gela
tina de Warthon e alterac8o na estrutura dos vasos
umbilicais tem sido descrita em bezerros clonados
[2,30,32]. (Observou-se aumento na espessura do
corddo umbilical que dificultava a sua ruptura es-
pontéanea. As artérias umbilicais ndo sofreram retracdo
para a cavidade abdominal, ficando expostas no res-
quicio do corddo umbilical e nos primeiros trés dias
ap0ls 0 nascimento notou-se no umbigo presenca de
forte pulsacdo dessas artérias, tornando necessario o
uso de clamps nas artérias com o intuito de evitar
hemorragias. Observaram-se, ainda, hematomas
intra-abominais envolvendo o Uraco e as artérias [4,5].
Apesar dessas alteragdes, a desinfec¢do do corddo
umbilical utilizando-se tintura de iodo a 2% mostrou-
se eficiente no combate de complicagOes, pois a ocor-
réncia de onfalites, onfaloflebites, onfaloarterites,
onfalouraquites ou persisténcia do Uraco foi obser-
vada em menos de 5,0% dos clones [4,5,30].
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Deformidades flexurais e articulares foram re- VIII.CONCLUSAO
latadas frequientemente em bezerros clonados, po- Apesar dos esforcos realizados nos Gltimos

dem acometer membros anteriores ou posteriores,  cinco anos a taxa de mortalidade pés-nascimento dos
serem unilaterais ou bilaterais e atingir tenddes  pezerros clonados é ainda grande, cerca de 50%. De-
flexores ou extensores [15,16]. Em bezerros clonados  mongtrou-se a ocorréncia de graves distdrbios cardio-
da raca Nelore foi observado com freqUéncia defor-  puimonares  caracterizados por  taquicardia,
midades das extremidades dos membros anteriores  piperfonese, presenca de sopros cardiacos na 12 e 22

e posteriores, caracterizadas hiperextenséo da arti-  yyhg, episodios de arritmia e bradicardia associados
culagcdo metacarpo/metatarsofalangena e lassiddo g spnéias, respiracio rude e estertores. Em conse-
(frouxid&o) dos tenddes flexores [5,30]. Essas ate- guiéncia ao ndo fechamento do Foramen de Botal e
racdes tiveram bom prognGstico e desapareciam gra-  go Duto Arterioso ha mistura de sangue arterial e ve-
dualmente sem que qualquer tratamento fosse reali-  nosp comprometendo a capacidade de oxigenagio
zado. do sangue dos bezerros clonados. Observou-se, ain-
Entre 15 e 20 dias de vida observou-se a0cor- (g, a ocorréncia de macrossomia, hipoglicemia,
réncia de alopecia em cerca de 75,0 % dos bezerros.  pipotermia, anomalias das estruturas umbilicais, ane-
cuja origem pode estar relacionada com distirbios g e aopecia
na sintese e absor¢cdo de vitaminas, pois a
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