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Internal medicine of cloned calf
Clinical disorders observed during the first 30 days of life

*Palestra proferida no 5° Congresso de Medicina Veterinaria de Leipzig — Alemanha — Janeiro de 2010

Resumo

Apesar dos esforgos realizados nos ultimos quatro anos, as ta-
xas de mortalidade dos bezerros clonados da raca que chegam a
termo sdo ainda altas, cerca de 50%. Demonstrou-se a ocorréncia
de graves distarbios cardiorrespiratérios caracterizados por hiper-
fonese, presenca de sopros cardiacos na 12 e 22 bulha associados
a dispneias, respiracdo rude e estertores. Em consequéncia ao ndo
fechamento do Fordamen de Botal e do Ducto Arterioso, ha mis-
tura de sangue arterial e venoso comprometendo a capacidade de
oxigenagdo do sangue dos bezerros clonados. Observou-se ainda
a ocorréncia de macrossomia, hipoglicemia, hipotermia, anoma-

lias das estruturas umbilicais, anemia e alopecia.
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Summary

Despite all efforts during the last four years to improve cloned
newborn care, the mortality rate of calf after term is still high,
around 50%. Clinical symptoms observed in these cloned calf
were related to severe cardiopulmonary disorders like hyperpho-
nese, diastolic and systolic cardiac murmurs associated to dyspnea
and crackling lung sounds. Due to the patency of the Foramen
Ovale and Ductus Arteriosus, in which causes the mix of arterial
and venous blood, the blood oxygenation in these cloned calf
is compromised. In addition, cloned calf could also present in-
creased birth weight, hypoglycemia, hypothermia, umbilical cord

abnormalities, anemia, and alopecia.
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clonagem de animais a partir de embrides recons-
truidos com ntcleos provenientes de células em
diferentes estagios de diferenciagao tem sido res-
ponsavel pelo aparecimento de diversas anomalias
diagnosticadas durante a gestagdo e apds o nasci-
mento (MEIRELLES et al., 2006).

Estudos evidenciaram disturbios no desenvolvimento da placenta
(Figura 1) caracterizados por diminuicdo do nimero de placentomas,
aparecimento de placentomas gigantes, grande quantidade de micro-
cotilédones acessdrios com didmetro menor do que 1,0 cm, extensas
areas na membrana corioalantoide desprovidas de placentomas asso-
ciados a edema das membranas placentarias e aumento na espessura
do cordao umbilical (MIGLINO et al., 2007). Disturbios na expressao
da VEGE-A - fator responsavel pela permeabilidade vascular e neovas-
cularizagdo da placenta — tém sido descritos em placentas de clones
(campos et al,, 2010). Durante a gestagao, a disfungdo placentaria leva
a formacéo de hidroalantoide e abortamento.

Apesar dos esforcos realizados nos ultimos quatro anos, as taxas
de mortalidade dos bezerros clonados da raga nelore que chegam a
termo sdo ainda altas, cerca de 50%. Nesse periodo, foram observadas
as anomalias a seguir descritas.
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Figura 1: Anomalias placentdrias observadas em gestacdes de bezerros clonados

Esquerda placentomas gigantes Centro Microcotilédones Acessorios (< 1,0 cm) Direita edema das membranas placentarias

Hipéxia/Sofrimento Fetal

A disfungéo placentaria constitui importante fator de
risco para a instala¢do da hipoxemia no feto clonado. Em
consequéncia a esse sofrimento fetal/hipdxia, nota-se
com frequéncia o tingimento dos fetos por meconio (Fi-
gura 2). Esse sinal de sofrimento fetal tem sido observado

Figura 2: Bezerro clonado tingido de mecénio — sinal de hipdxia ou sofrimento fetal durante a vida intrauterina

em 50,0% dos bezerros, sendo a incidéncia de mortali-
dade nos primeiros dois dias de vida maior em bezerros
clonados tingidos de meconio.

Em disserta¢do recém-finalizada (NUNEs, 2009), na
qual foi acompanhada a carditocografia de fetos gerados
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pela técnica de clonagem, observou-se a existéncia de
tragados carditocograficos compativeis com a ocorréncia
de sofrimento fetal/hipdxia intrauterina. Essas alteracdes
puderam ser observadas a partir de exames realizados
entre 9o e 30 dias antes do parto. Constatou-se que na
fase final da gestagdo, entre 9o e 30 dias antes do parto,
existem sinais de hipoxia fetal ca-
racterizada por hipoatividade do
feto e auséncia de resposta cardi-
aca a estimulacéo fetal por belis-
camento do espago interdigital.
Os clones tingidos de meconio
€ que morreram nas primeiras
horas de vida apresentavam com
mais frequéncia bradicardia e o
numero de acelera¢des transito-
rias da frequéncia cardiaca era
significativamente menor do que
o observado nos grupos que nao
estavam em sofrimento fetal.
Em gestagoes de bezerros clo-
nados da raga nelore, tem-se op-
tado pela realizagdo de cesariana
entre 290 a 292 dias de gestagao
(gestagao do nelore dura, em
média, dez dias a mais do que
na rag¢a holandesa). O parto foi
induzido com 8 mg de acetonido
de triancinolona aplicado por via
intramuscular sete dias antes da
cesariana associado a 20 mg de dexametasona aplicada
por via intravenosa 36 e 24 horas antes do parto e 500 ug
de prostaglandina F2a aplicada por via intramuscular 24
horas antes do parto. Apesar de a cesariana ser realizada
antes do inicio da pari¢ao ou nas primeiras horas da fase



de dilatagdo do parto, recomendou-se o uso de relaxante
uterino (50 mg de cloridrato de isoxsuprine aplicado por
via intravenosa no inicio da intervencao cirtrgica), pois
os bezerros clonados estavam mais predispostos a asfixia
neonatal precoce, uma vez que as disfung¢des placenta-
rias podem determinar importantes variagdes de oxige-
nagdo no feto, mesmo que as contragdes uterinas nio
sejam intensas.

Bezerros asfixiados apresentavam auséncia do re-
flexo de succio, dificuldade em manter-se em decubito
esternal, nasciam tingidos de meconio ou eliminavam o
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neonatal precoce ou tardia. Considerou-se que os dis-
turbios cardiorrespiratdrios e de oxigenagao observados
nesses bezerros estavam relacionados a ocorréncia de so-
frimento fetal/hipdxia na vida intrauterina.

Disturbios Cardiorrespiratorios

Pesquisas realizadas na Universidade de Sao Paulo tém
evidenciado, em bezerros clonados, graves disturbios car-
diorrespiratdrios caracterizados por hiperfonese, refor¢o
de bulhas, presenca de sopros cardiacos na 1* e 2 bulhas

Reacdo da cabeca a um jato de 4gua Ausente
Reflexos orbitario e interdigital Ausente
Respiracao Ausente
Coloragdo de mucosas Azulada

Diminuida Espontanea, movimentos ativos

Um reflexo positivo Ambos os reflexos positivos
Arritmica Ritmica

Branco-azulada Rosea

0 a 3 pontos - bezerros sem vitalidade
4 a 6 pontos - pacientes sem risco
7 e 8 pontos - boa vitalidade

FIGURA 3 - Avaliagdo da viabilidade de bezerros recém-nascidos pelo sistema APGAR

mecOnio nos primeiros 15 minutos de vida. Nas avalia-

¢des do APGAR (Figura 3), realizadas ao nascimento e

cinco minutos de vida, e da hemogasometria foi possivel

caracterizar a seguinte evolugao clinica:

o bezerros que apresentavam APGAR ruim (o a 3 pon-
tos), sinais de acidose na hemogasometria e morte na
primeira hora de vida, sendo esses disturbios associa-
dos com maé-formagdo do coragdo ou outros drgaos
(figado e rim), condigdo incompativel com a vida;

o bezerros que apresentavam APGAR ruim (o a 3 pontos),
sinais de acidose respiratdria e mista na hemogasome-
tria, sendo nesses animais diagnosticada asfixia neona-
tal precoce; alguns sobreviviam e outros morriam;

 bezerros que apresentavam APGAR bom (7 ou 8 pon-
tos) mamavam colostro, permaneciam em estacio e,
a partir de 12 a 24 horas, apds o parto desenvolviam
quadro de hipdxia que culminava com a morte entre
24 € 48 horas de vida;

+ bezerros que nasciam com APGAR bom (7 ou 8 pon-
tos) apresentavam hemogasometria compativel com a
de animal saudével e permaneciam vivos.

No nosso entender, os animais que desenvolveram
quadro de hipdxia a partir de 12 a 24 horas de vida nao
podem ser classificados como apresentando asfixia

" Canjica 2010und3 D1:4

Figura 4: Doppler colorido em regido de septo interatrial indica a presenga de comunicagao
interatrial. AE: atrio esquerdo; AD: atrio direito; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo
direito; CIA: comunicagdo interatrial.

associados a dispneias, respiragdo rude, estertores e di-
minui¢ao dos valores da PO, no sangue arterial (BIRGEL
JUNIOR et al., 2010; MEIRELLES et al., 2010). Observou-se
nos exames de ecocardiografia presenga de comunicagao
interatrial - persisténcia do Foramen de Botal (Figura 4),
fluxo turbulento sistolico no interior do atrio direito, in-
dicando a existéncia de insuficiéncia da valva tricispide
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Figura 5: Ocorréncia de
anomalias cardiacas
Esquerda persisténcia do
foramen ovale

Direita cistos hematicos em
valvas atrioventriculares

e hipertrofia concéntrica do miocardio (POGLIANI, 2010).
Essas alteracdes foram confirmadas nos exames anato-
mopatol(')gicos (Figura 5). Encontraram-se persisténcia
do foramen ovale (fordmen de Botal) em 60%, hipertrofia

ao nao fechamento do Fordmen de Botal e do Ducto
Arterioso, ha mistura de sangue arterial e venoso, com-
prometendo a capacidade de oxigenagao do sangue dos
bezerros clonados. Em amostras colhidas no 3° e 4° dia de

Figura 6: Fornecimento de oxigénio por meio de cateter intranasal

do miocardio em 18,2%, persisténcia do ducto arterioso
em 9,1% e dilatacdo do ventriculo em 9,1% dos bezerros
necropsiados.

Esses disturbios cardiorrespiratdrios estdo relaciona-
dos a produgdo inadequada e/ou consumo do surfactante
pulmonar associado a aumento da pressdo da artéria
pulmonar (primaria ou secundaria). Em consequéncia
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vida, observou-se valores de PO, no sangue arterial que
variaram entre 50 € 70 mmHg.

Para o tratamento da hipdxia, utilizou-se oxigeniote-
rapia, fornecida por meio de cateter intranasal no volume
de cinco litros de O2 por minuto durante a primeira se-
mana de vida do bezerro (Figura 6). A administracio de
300 a 1000 mg de surfactante por via intratraqueal, nas



primeiras horas de vida (Figura 7), utilizando uma agulha
de 26 G determinou um significativo aumento da po, do
sangue arterial. Seis horas apds a aplica¢ao do surfactante
observou-se nos animais tratados, Po, do sangue arterial
igual a 127+11.06 mmHg e nos animais ndo tratados va-
lores iguais a 57.2+ 5.77 mmHg. Entretanto, ndo foi ob-
servado qualquer efeito da administragdo de surfactante
nos valores da po, do sangue arterial quando o inicio do
tratamento ocorreu com mais de 24 horas de vida.

Macrossomia/Sindrome do bezerro grande

E uma caracteristica bastante comum de ruminantes
oriundos da clonagem, sendo o fendmeno referido como
sindrome do bezerro grande ou Lcs (do inglés “large calf
syndrome”). A ocorréncia de macrossomia foi observada
em 33,0% dos bezerros da raga nelore. Acredita-se que
essa sindrome esteja associada a disturbios do metabo-
lismo de carboidratos na placenta e/ou do feto, mimeti-
zando quadro de gigantismo fetal descrito na gestagdo de
mulheres com diabetes.

Em 23,0% dos bezerros clonados foram observados hipo-
glicemia e/ou disturbios de termorregulagdo nas primeiras
24 horas de vida. Esses distirbios podem estar relacionados
a sindrome que mimetiza a diabetes gestacional da mulher
ou a distarbios decorrentes da hipdxia durante a vida pe-
rinatal com consumo das reservas de glicogénio hepatico.

AT

Figura 7: Aplicagdo do Surfactante por via intratraqueal
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Para minimizar ou evitar a ocorréncia de hipoglice-
mia/hipotermia, tem-se optado por realizar o parto no
periodo vespertino (temperatura corpdrea materna en-
tre 0,5 e 1,0° C maior do que no periodo matutino de-
vido as variagdes nictimerais da temperatura), secagem
do bezerro utilizando-se toalhas e secadores de cabelo.
Os animais tingidos de mecdnio foram lavados com de-
tergente para retirar a gordurosa crosta de meconio que
dificultava a secagem dos bezerros. Imediatamente apos
o parto, os bezerros eram transferidos para uma sala na
qual a temperatura ambiente era de 30° C. A mamada
do colostro nas primeiras horas de vida, além da trans-
feréncia de imunoglobulinas, é importante para o for-
necimento de energia ao recém-nascido. A glicemia e a
temperatura corporea foram controladas as 1, 2, 3, 4, 6,
8, 12, 16, 24, 36 e 48 horas de vida, sendo que, nos ani-
mais nos quais a glicemia fosse menor do que 50 mgdl,
aplicava-se por via intravenosa 0,2 g/dl de glicose por via
intravenosa. Com essa dosagem, os animais retornavam a
normoglicemia (8o a 120 mg/dl) e evitava-se a ocorréncia
de quadros de hiperglicemia.

Anemia

Em pesquisa realizada na Universidade de Sao
Paulo, Komninou (2008) observou a ocorréncia de ane-
mia de grau moderado a grave, do tipo normocitico e
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tenddes flexores

normocrémico, sendo que a anemia instalou-se gradual-
mente a partir das 12 horas de vida, atingindo sua inten-
sidade maxima ao final da primeira semana para, a partir
do 15° dia de vida, ocorrer a gradual recuperagao dos seus
valores. A anemia observada nos bezerros clonados era
de origem ferropriva, pois se evidenciou nesses animais
uma significativa diminui¢ao dos teores séricos de ferro
associada a diminuigdo do indice de saturagdo da trans-
ferrina (1sT). A principal recomendagio terapéutica foi o
tratamento dos bezerros com sais de ferro nos primeiros
dias de vida e, como medida preventiva, a suplementa-
¢do das receptoras com sais de ferro nos ultimos meses de

gestacao.

Figura 8: Hiperextensdo
da articulagdo metacarpo/
metatarsofalangena e
lassiddo (frouxiddo) dos

Anomalias umbilicais

Anomalias umbilicais ocorreram na maioria dos clo-
nes (Figura 8).

Observou-se aumento na espessura do cordao umbi-
lical que dificultava a sua ruptura espontanea. As artérias
umbilicais ndo sofreram retragdo para a cavidade abdo-
minal, ficando expostas no resquicio do corddo umbilical
e, nos primeiros trés dias apos o nascimento, notou-se
no umbigo presenca de forte pulsacio dessas artérias,
tornando necessario o uso de clamps nas artérias com o
intuito de evitar hemorragias.

Observou-se ainda hematomas intra-abdominais en-
volvendo o uraco e as artérias. Apesar dessas alteracdes,

Figura 9: Ocorréncia de anomalias umbilicais Esquerda e centro aumento na espessura do corddo umbilical Direita hematoma intra-abdominal
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Figura 10: Alopecia cuja origem pode estar relacionada com disttrbios na sintese e absorgao de vitaminas

a desinfec¢ao do corddo umbilical utilizando-se tintura
de iodo a 2% mostrou-se eficiente no combate de com-
plicagdes, pois a ocorréncia de onfalites, onfaloflebites,
onfaloarterites, onfalouraquites ou persisténcia do traco
foi observada em menos de 5,0% dos clones.

Outras alteracoes

Em bezerros clonados da raca nelore, foram observa-
das com frequéncia deformidades das extremidades dos
membros anteriores e posteriores, caracterizadas por hipe-
rextensdo da articulagdo metacarpo/metatarsofalangena e
lassiddo (frouxidio) dos tenddes flexores (Figura 9). Essas
alteragdes tinham bom prognoéstico e desapareciam gra-
dualmente sem que qualquer tratamento fosse realizado.

Entre 15 e 20 dias de vida, observou-se a ocorréncia
de alopecia em cerca de 75,0% dos bezerros, cuja origem
pode estar relacionada com distdrbios na sintese e ab-
sor¢do de vitaminas, pois a suplementagdo dos bezerros
com complexo de vitamina ADE diminuiu os sintomas
(Figura 10).
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