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RESUMO

O sucesso da adaptagdo neonatal ocorre com o estabelecimento da funcéo
respiratoria. Fisiologicamente, o neonato passa do ambiente hipoxico uterino
para a hiperoxia do ar respirado apds o nascimento. Assim, sado produzidos
radicais livres provenientes do oxigénio que estdo relacionados ao
aparecimento do estresse oxidativo, condicdo associada com diversas
enfermidades. Bezerros originados por Fertilizacdo In Vitro (FIV) e Clonagem
Animal (CA) podem apresentar problemas ao nascimento e, devido ao seu alto
valor genético e econbmico, requerem do Meédico Veterinario diagnostico
precoce e terapia eficaz em caso de ma-adaptacao neonatal. O objetivo deste
trabalho foi comparar a influéncia de trés métodos de concepcéo (Inseminacao
Artificial - 1A, FIV e CA) sobre o status oxidativo, funcdo pulmonar e adaptacao
pos-natal de recém-nascidos da espécie bovina. Para isso, foram utilizados 20
bezerros higidos provenientes de IA, 15 neonatos originados por FIV e 15
recém-nascidos oriundos de CA. Todos os 50 animais foram monitorados do
nascimento até 48 horas de vida, com avaliacdes realizadas com zero, seis, 12,
24 e 48 horas de vida. Nesses momentos, foram realizados: exame fisico,
hemogasometria (mensuracdo de pH, pressdes parciais de oxigénio e de gas
carbdnico, bicarbonato, saturacdo de oxigénio, dioxido de carbono total e
excesso de base) e verificacdo dos biomarcadores do status oxidativo
(determinacdo das atividades enzimaticas da Superoxido Dismutase - SOD,
Catalase e Glutationa Peroxidase — GSH-Px, e das concentracdes de
Glutationa Total e Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitrico no sangue
periférico por espectrofotometria). Ao nascimento também foram avaliados o
Escore Apgar e medidas de comprimento de coluna e amplitude respiratéria.
Foi demonstrado que bezerros clonados possuem maior peroxidacdo lipidica

causada pelo aumento da producéo de radicais livres associado a diminuicéo



da atividade da SOD. Além disso, os neonatos FIV tiveram maior atividade das
enzimas antioxidantes Catalase e GSH-Px, seja por maior produgcdo de
peréxido de hidrogénio ou por resposta enzimatica mais eficiente. Os bezerros
do Grupo IA mostraram maiores valores para o Grupo Tidis Reduzidos
(relacionado a glutationa reduzida). Os clones apresentaram acidose pos-parto
mais acentuada do que a acidose mista fisiol0gica esperada para neonatos, 0
que ficou evidente pela diminuicdo de HCO3; e BE e aumento do TCO, quando
comparado aos demais grupos. Esse disturbio refletiu-se na diminuicdo do
escore Apgar e no aumento das frequéncias cardiaca e respiratoria. Desta
forma, o Grupo CA apresentou pior adaptacdo respiratoria neonatal do que os
outros grupos, e, por este motivo, necessita de acompanhamento intensivo,
monitoramento através da realizacdo de exames clinico e hemogasomeétrico
repetidos e tratamento precoce apropriado, de maneira a assegurar a saude

desses animais.

PALAVRAS-CHAVE: Neonatologia Veterinaria; Bovinos; Clone; Funcao
Respiratéria; Hemogasometria; Glutationa.
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ABSTRACT

The success of neonatal adaptation is directly related to the establishment of
respiratory function that allows efficient gas exchange. Physiologically, the
neonate abruptly passes from the hypoxic uterine environment to the hyperoxic
air breathed after birth. With this, free radicals are produced from oxygen that
may be related to the appearance of oxidative stress, a condition that has been
associated with several diseases. Calves produced by In Vitro Fertilization (FIV)
and Animal Cloning (CA) present some problems at birth, and due to their high
genetic and economic value, require the Veterinarian to diagnose early and
effective therapy in case of neonatal maladaptation. The objective of this study
was to compare the influence of the three conception methods (Artificial
Insemination - IA, FIV and CA) on oxidative status, postnatal adaptation and
lung function of newborns of the bovine species. For this, 20 healthy calves
from IA (Control Group), 15 neonates originated by FIV and 15 newborns from
CA were used. All 50 animals were monitored from birth to 48 hours of life, with
evaluations performed at 0, 6, 12, 24 and 48 hours of life. At these moments,
physical examination, hemogasometry (pH measurement, partial pressures of
oxygen and carbon dioxide, bicarbonate, oxygen saturation, total carbon dioxide
and base excess) were carried out and verification of biomarkers of oxidative
status (determination of activities enzymes of Superoxide Dismutase - SOD,
Catalase and Glutathione Peroxidase — GSH-Px, and Total Glutathione and
Thiobarbituric Acid Substances in peripheral blood by colorimetric method). At
birth, Apgar score and measurements of column length and respiratory
amplitude were also performed. As results, it was obtained that cloned calves
have higher production of free radicals by lipid peroxidation and that this factor
was associated with a lower amount of SOD in this group. In addition, FIV

neonates obtained higher concentrations of antioxidant enzymes with respect to
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Catalase and GSH-Px, either by higher production of hydrogen peroxide or by
more efficient enzymatic response. Control Group calves showed higher values
for reduced glutathione. In addition, the clones presented a more pronounced
postpartum acidosis than the expected physiological acidosis expected for
neonates, especially with regard to the metabolic component, which was
evidenced by the changes in HCO3;, TCO, and BE when compared to the other
groups. This disorder may have reflected Apgar score and heart and respiratory
rates. Intensive follow-up of these infants is suggested for early diagnosis of

respiratory maladaptation and correct treatment.

KEY WORDS: Veterinary Neonatology; Cattle; Clone; Respiratory Function;

Hemogasometry; Glutathione.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

A bovinocultura € um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro
no cenario mundial: o Brasil possui 0 segundo maior rebanho do mundo, com
cerca de 200 milhdes de cabecas (MAPA, 2014). Este rebanho proporciona o
desenvolvimento de dois segmentos geradores de riquezas para 0 pais: as
cadeias produtivas da carne e do leite, grandes responsaveis por criacdo de
empregos, geracao de renda e fornecimento de alimentos para a populacao.

Devido a esse cenario, 0 uso de biotecnologias que resultam em maior
eficiéncia produtiva e reprodutiva dos bovinos tem sido crescente e alcancam
bons resultados para o produtor e para a economia do pais, com desempenho
cada vez mais expressivo na pecuaria nacional (VIEIRA, 2012). Neste
contexto, a Inseminagao Artificial (IA) e a Fertilizagdo In Vitro (FIV) séo
biotécnicas muito utilizadas. Na ultima década, também tem sido utilizada com
crescente sucesso a Clonagem Animal (CA), que tem como objetivo multiplicar
de maneira idéntica individuos reconhecidos por seu patriménio genético
(PARANACE et al., 2007). Porém, quanto mais elaboradas as biotecnologias,
maior o custo relacionado a producao destes animais.

Assim, bezerros oriundos de FIV e CA possuem alto valor agregado e,
considerando este panorama atual, é responsabilidade do médico veterinario
saber detectar precocemente neonatos de risco, avaliando-os criticamente de
maneira a propor terapia rapida e eficaz. A clonagem de animais a partir de
embrides reconstruidos com nudcleos provenientes de células em diferentes
estagios de diferenciacdo tem sido responséavel pelo aparecimento de diversas
anomalias diagnosticadas durante a gestagdo e apOds 0 nascimento
(MEIRELLES et al., 2006). Entre as enfermidades mais comuns, destacam-se
as alteragbes respiratérias que se instalam logo ap0s o0 parto nos neonatos
clonados, fazendo com que estes apresentem asfixia com hipoxia decorrente,
sendo estas importantes causas de Obito (JUNIOR et al., 2011).

N&do apenas o0s recém-nascidos de grande importancia econdmica
merecem atencdo neste aspecto, mas também os originados de técnicas de

concepcao mais difundidas e comuns (como IA e monta natural), pois as
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primeiras horas de vida sd@o cruciais no estabelecimento de adaptacdo pos-
natal bem sucedida, e qualquer alteracdo nesse periodo requer diagnostico
precoce para que se evite mortalidade e consequentes prejuizos para o criador.

Dessa forma, parametros que auxiliem o Meédico Veterinario a
reconhecer animais com falha na adaptacdo pos-natal facilitam o correto
diagnostico e tratamento dos recém-nascidos. Entretanto, a Neonatologia
Veterinaria, principalmente no que se refere a espécie bovina, ainda caminha a
passos lentos (FEITOSA e BENESI, 2014), necessitando de mais pesquisas
que estabelecam padrbes importantes para a avaliacdo clinica. Considerando
que a adaptacdo poés-natal depende diretamente da funcdo pulmonar e do
correto estabelecimento das trocas gasosas (GONCALVES e FEITOSA, 2014),
pode-se dizer que recursos de monitoramento dessa funcdo com parametros
bem estabelecidos podem ser extremamente U(teis na prevencdo da
mortalidade neonatal.

Recentemente, alguns estudos tém sugerido o envolvimento dos radicais
livres, causadores de condicdo denominada estresse oxidativo, nos principais
distarbios que acometem 0s neonatos, ja que estes se encontram inicialmente
em ambiente uterino fisiologicamente hipoxico e, drasticamente apos seu
nascimento, passam a ser submetidos a hiperoxia (MUTINATI et al., 2014). O
oxigénio é essencial para a oxidacdo de compostos organicos e producao de
energia para o metabolismo celular (COMHAIR e ERZURUM, 2002). Porém
uma pequena fracdo do oxigénio consumido (2 a 5%) é reduzida, produzindo
substancias quimicas altamente reativas, denominadas espécies reativas do
oxigénio (ERO), que podem provocar lesao tecidual e, em altas concentracoes,
danificar organelas celulares, acidos nucleicos, lipideos e proteinas, com
consequéncias deletérias para o organismo (VALKO et al., 2007).

O impacto do aumento na produgcdo das ERO no interior do trato
respiratorio € particularmente importante (KINNULA et al., 1995). Em razao da
grande area de superficie e do suprimento sanguineo, o pulmédo € o Unico
O0rgado que estad constantemente exposto a altas tensbes de oxigénio. Além
disso, as células do epitélio respiratério sdo as primeiras a entrar em contato
com o oxigénio inalado durante a respiracdo, favorecendo a formacgédo de
agentes oxidantes no local, o que torna o trato respiratério ainda mais

vulneravel aos danos oxidativos provocados pelas ERO (RAHMAN et al.,
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2006). Esse fator é ainda mais importante quando se trata de recém-nascidos,
devido a subita mudanca de teor de oxigénio no ambiente, inicio e adaptacéo
da funcéo respiratéria e ineficiéncia dos mecanismos antioxidantes. Assim, o
possivel estresse oxidativo que se instala no neonato nestas condices se
refletira em seu status oxidativo sistémico (MUTINATI et al., 2014). Existem
evidéncias de que as ERO podem estar direta ou indiretamente associadas a
doencas. No entanto, pesquisas na area veterinaria acerca do envolvimento
das ERO em afeccdes dos neonatos ainda sdo escassas (DEATON et al.,
2004).

Diante do que foi exposto fica evidente a importancia de conhecer
melhor os mecanismos envolvidos no estresse oxidativo durante a adaptacao
pos-natal nos neonatos e sua relacgdo com o estabelecimento da funcao
pulmonar. Assim, serd possivel estudar os parametros para recém-nascidos
higidos e, posteriormente, verificar se produtos concebidos por FIV e CA
apresentam alteracfes, necessitando de maior intervencdo veterinaria.
Monitorar os efeitos do estresse oxidativo nessas condicdes também
contribuira para maior entendimento da evolugdo da adaptacdo respiratoria
pés-natal na espécie bovina. Vale destacar, ainda, a possibilidade de se
estudar marcadores biol6gicos que poderdo contribuir para avaliar melhor os
efeitos dos procedimentos terapéuticos e estabelecer prognésticos mais
precisos, de maneira a manter o neonato em boas condi¢des de vitalidade e
evitar perdas desnecessarias de animais.

Futuramente, apos a realizacdo de mais estudos, sera possivel o
desenvolvimento de testes rapidos e simples na rotina clinica veterinaria que
associem mensuracdes do estresse oxidativo com as enfermidades dos
animais neonatos, o que contribuira para a modernizacdo dos diagndsticos e
acompanhamento dos recém-nascidos na Neonatologia Veterinaria.

Com base na relevancia dos aspectos levantados e em funcédo da
necessidade de maiores esclarecimentos sobre o assunto em questdo, o
presente trabalho foi delineado com o propdsito de se comparar a influéncia de
trés metodos de concepcédo (IA, FIV e CA) sobre o estresse oxidativo,
adaptacado poés-natal e funcdo pulmonar de recém-nascidos da espécie bovina.

Para isso, pretende-se alcancgar os seguintes objetivos:
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- Estudar o status oxidativo sistémico de bezerros recém-nascidos
higidos provenientes de técnica de Inseminacdo Artificial, logo apdés o
nascimento, e durante as primeiras 48 horas de vida, de maneira a estabelecer
um padrao para neonatos da espécie bovina;

- Comparar esse padrdao de status encontrado ao de neonatos bovinos
originarios de Fertilizacao In Vitro, para verificar se existe diferenca no estado
redox ligado ao tipo de concepcao;

- Avaliar o status oxidativo sistémico de bezerros recém-nascidos
oriundos da técnica de Clonagem Animal logo apés o nascimento e durante as
primeiras 48 horas de vida, para verificar os principais problemas ligados a
funcdo pulmonar deste tipo de animal no periodo neonatal e sua influéncia no
status oxidativo;

- Analisar a funcao pulmonar desses trés grupos de neonatos (IA, FIV e

Clone) por meio da hemogasometria;

REVISAO DE LITERATURA

Maturidade pulmonar, adaptacdo poés-natal e avaliacdo da funcéo

respiratoria

Nas diversas espécies de mamiferos, o desenvolvimento dos pulmdes é
um fendmeno complexo e continuo, o qual engloba a maturacdo e o
crescimento pulmonar, com inicio precoce durante a gestacdo e concluséo
somente na vida extrauterina (FEITOSA e BENESI, 2014). Grande parte dos
avancos ocorridos com relacdo a assisténcia neonatal veterinaria nas ultimas
décadas relaciona-se com a funcdo respiratoria, visto que a capacidade
funcional pulmonar é imprescindivel para a adaptacdo e sobrevivéncia do
neonato, devendo-se ressaltar que os problemas respiratérios sao as principais
causas de mortalidade no periodo perinatal (MEE, 2008; BLEUL, 2009).

Os testes de fungéo pulmonar tém ampla aplicagéo pratica, pois podem
quantificar, através do estudo de determinados parametros, as anormalidades
do trato respiratério (MOTA e QUEIROZ, 2010). Os gases presentes no sangue
sao resultado direto dos processos envolvidos na respiracao (PICCIONE et al.,

2006). Assim, ao avaliar a dinamica destes gases, pode-se estudar a funcéo
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respiratoria. Para tal finalidade, utiliza-se a gasometria, que é o exame que
permite analisar os gases sanguineos e o equilibrio acido-basico de forma
rapida e pratica.

O exame hemogasométrico mensura a pressao parcial de oxigénio
(PO,), do diéxido de carbono (PCO,;) e o potencial hidrogeniénico (pH)
sanguineos, o bicarbonato plasmético (HCOg3), o diéxido de carbono total no
plasma (TCO,), a saturacdo do oxigénio (SO;) e o excesso de bases (BE)
(GOUVEA, 2009). Ha alguns anos, a realizacdo deste exame, principalmente
em grandes animais, era complicada devido a indisponibilidade de
equipamento especializado, além do alto custo (ORTOLANI, 2003).
Atualmente, os aparelhos portateis de hemogasometria estdo disponiveis no
mercado e tém como principal vantagem a possibilidade de avaliacdo das
amostras imediatamente apds a colheita, minimizando os efeitos da oxidagéo in
vitro. Cabe ressaltar que ja foi demonstrada a eficacia do hemogasdémetro
portatil na determinacdo das principais variaveis gasométricas em bovinos,
equinos e ovinos (PEIRO et al., 2010).

O exame hemogasométrico pode ser realizado a partir de amostras de
sangue venoso ou arterial (MOTA e QUEIROZ, 2010). A colheita seriada de
sangue para hemogasometria permite pesquisar, por exemplo, a eficiéncia da
oxigenacdo do pulméo do recém-nascido, 0 que esta diretamente relacionado
com a maturidade pulmonar e adaptacdo da funcao respiratoria do individuo.
Um quadro de acidose respiratéria pode se instalar caso as trocas gasosas nao
ocorram em grau adequado no neonato. A acidose respiratoria acontece como
resultado da reducao da ventilacdo pulmonar com retencdo de acido carbodnico
e consequente aumento da PCO, e reducdo do pH (GOUVEA, 2009). Essa
condicdo induz o aumento compensatério da concentracdo de HCO3 e a
elevacao da concentracdo de TCO, no sangue periférico (FERRO et al., 2002).
Assim, fica clara a utilidade do uso da hemogasometria como recurso para

monitoramento da funcao respiratoria.

Estresse oxidativo: principios e sua importancia na Neonatologia

As ERO sao derivadas do metabolismo do oxigénio molecular, e

representadas principalmente pelo radical superéxido (O2), o peroxido de
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hidrogénio (H>O,) e o radical hidroxila (OH’). Embora a cadeia de transporte de
elétrons seja reconhecidamente o principal sitio de producdo de ERO, outras
diferentes fontes podem produzir estes agentes oxidantes, como, por exemplo,
as células fagociticas, os peroxissomas e as enzimas do sistema citocromo
P450 (BUONOCORE et al., 2010).

Em condi¢cbes normais, o balanco entre os antioxidantes e as ERO é
suficiente para garantir o bom funcionamento do organismo. Entretanto, um
aumento nos agentes oxidantes, a deficiéncia no sistema antioxidante ou a
associacdo das duas condi¢Bes pode destruir este equilibrio. Este estado de
desequilibrio é conhecido como estresse oxidativo, condicdo em que as ERO
podem provocar lesdes teciduais, danificando organelas celulares, acidos
nucléicos, lipideos, carboidratos e proteinas (BURTON e JAUNIAUX, 2011),
além de estar associado a diversas enfermidades nos animais domésticos
(SILVA e GONCALVES, 2010; SILVA et al., 2012).

De todas as acdes deletérias associadas ao estresse oxidativo, a
oxidacdo das membranas celulares talvez seja a que tenha maior impacto. As
ERO quando geradas proximas de membranas celulares podem provocar a
oxidacdo dos &cidos graxos, evento conhecido como peroxidacao lipidica,
levando a inativacdo de receptores, perda da fluidez e aumento da
permeabilidade das membranas, com liberacdo de nutrientes e substancias
toxicas a célula (como o malonaldeido) no espaco extracelular, lesionando
tecidos adjacentes (SORDILLO e AITKEN, 2009; MUTINATI et al., 2013).

A producdo de ERO durante o metabolismo do oxigénio exige o
desenvolvimento de defesas antioxidantes para remover 0s intermediarios
reativos do oxigénio antes que eles causem danos, mantendo a homeostase
entre a producéo e a eliminacdo de ERO (SORDILLO e AITKEN, 2009).

De modo geral, os agentes antioxidantes podem ser enzimaticos e nao-
enzimaticos. Os enzimaticos constituem a primeira linha de defesa enddgena
no combate as ERO, e incluem a superdxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase (GSH-Rd).
Entre os antioxidantes ndo-enzimaticos podemos destacar as vitaminas E e C,
a glutationa (GSH), carotenos, acido Urico e proteinas quelantes de metais de
transicdo (BURTON e JAUNIAUX, 2011).
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Em se tratando de Neonatologia, € atualmente aceito que o estresse
oxidativo € importante catalizador de doengas nos recém-nascidos, e varias
condicbes fisioloégicas e ambientais fazem o neonato sofrer seus efeitos
negativos, com impacto direto sobre sua vitalidade (MUTINATI et al., 2014).
Isto porque a rapida passagem do meio intrauterino para o extrauterino com
exposicdo drastica ao oxigénio ambiental (que aumenta de 20 mmHg do
ambiente uterino para 100 mmHg de presséo parcial no ar ambiental, segundo
Gitto et al., 2009), requer adaptacdo pulmonar e sistémica eficaz para que o
animal obtenha sucesso em sua condicdo pés-natal (MUTINATI et al., 2013).
Assim, a primeira respiracdo gera grandes quantidades de ERO, e se néo
houver adequada acdo do sistema antioxidante, ocorrera instalacdo do
estresse oxidativo. Como fator agravante da situacédo, tem sido reportado que
0S neonatos tém sistema antioxidante imaturo quando comparado aos adultos
(SAUGSTAD, 2005).

Como consequéncia da geracao das ERO, tem-se maior deplecdo do ja
deficiente sistema antioxidante, danos ao endotélio e epitélio dos alvéolos
pulmonares, e alteracdo na estrutura dos capilares, com prejuizos sobre seu
metabolismo celular (GITTO et al., 2009). As ERO também estéo relacionadas
com morte neuronal em neonatos humanos (BERGER e GARNIER, 2000).
Outra questdo importante € que a mobilizacdo do tecido adiposo marrom,
utiizado como fonte de energia em animais recém-nascidos, gera grande
consumo de oxigénio, com consequente producdo de radicais livres
(HATFIELD et al., 2000).

Na Medicina Veterinaria, varias enfermidades s&o descritas como
consequéncia de danos hipdéxicos ou hiperéxicos em bezerros, potros, caes,
cordeiros e leitbes, tais como: disfuncdes cardiovasculares e pulmonares,
acidose, alteracBes funcionais e anatdmicas do trato digestorio e falha da
transferéncia de imunidade passiva (SCHUIJT, 1990; BELLOWS e
LAMMOGLIA, 2000; KIRSCHVINK et al., 2002; LOMBARD et al., 2007; KIZIL e
YUCE, 2009; REY-SANTANO et al., 2011; GUZELBEKTES et al., 2012; LIU et
al., 2012; MUTINATI et al., 2013).

No entanto, ainda sdo necessarias mais pesquisas na area veterinaria

acerca do envolvimento das ERO em afecc¢bes dos neonatos (DEATON et al.,
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2004), de forma que seja possivel compreender o papel do estresse oxidativo
no estabelecimento da adaptagéo respiratoria pos-natal.

Fertilizacao In Vitro e Clonagem Animal

O uso de embribes bovinos concebidos por FIV aumentou o potencial
reprodutivo de vacas geneticamente superiores, possibilitando a producdo em
larga escala de individuos provenientes da mesma mae. Nesta técnica de
reproducéo assistida, a fecundagéo € realizada em ambiente laboratorial, o que
permite 0 uso de gametas altamente selecionados, de maneira a obter
embrides de boa qualidade que serdo transferidos, posteriormente, para o
Gtero de uma vaca receptora. Porém, efeitos deletérios tém sido associados a
técnica, tais como: crescimento fetal anormal, peso aumentado do bezerro ao
nascimento, alta taxa de abortamentos, nascimento de animais prematuros, e
altas taxas de mortalidade neonatal (PIMENTA-OLIVEIRA et al., 2011).

Ja a clonagem animal, realizada através da transferéncia nuclear, € uma
tecnologia reprodutiva usada para produzir individuos idénticos, os chamados
clones. Porém, a efetividade desta técnica é limitada, sendo sua eficiéncia de
apenas 4%, ou seja, da totalidade dos embries reconstruidos produzidos,
apenas 4% resultam em animais nascidos saudaveis (PARANACE et al.,
2007).

Outro dado descrito é a alta taxa de mortalidade neonatal em bezerros
clonados, que vai de 12,5% até 42%, e que 0s principais problemas relatados
nos recém-nascidos séo o alto peso ao nascimento, malformacdes do sistema
esquelético e muscular, anormalidades metabdlicas e dificuldades respiratérias,
sendo estas Ultimas as mais relevantes (BRISVILLE et al., 2011). Porém, tanto
no caso da FIV como na CA, o desenvolvimento tecnologico tem proporcionado
taxas de sucesso progressivamente maiores com o passar do tempo e a
evolucdo das pesquisas na area.

Animais clonados apresentam variacdo no periodo gestacional, visto
que, por razdes ainda ndo muito bem estabelecidas, ndo sinalizam o momento
do parto, o que faz a gestagdo ser mais longa, até que ocorra intervencédo do
médico veterinario por meio da realizagdo de inducdo do parto que culmina

com a cesarea na grande maioria dos nascimentos de bezerros clonados
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(PARANACE et al.,, 2007). Pesquisadores tem estudado o efeito do parto
normal e da cesariana sobre os recém-nascidos humanos e animais, além de
verificar a influéncia da idade gestacional, porém os resultados ainda sao
controversos (ROGERS et al., 1998; YACOOBI et al., 1999; GEORGESON et
al., 2002; GITTO et al., 2009; MUTINATI et al. 2014).

Diante do exposto, seguem dois artigos relacionados ao assunto
abordado até o momento: funcao respiratéria dos neonatos bovinos concebidos
por IA, FIV e Clonagem Animal e o impacto dos diferentes tipos de concepcao

no estresse oxidativo e na hemogasometria desses animais.
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CAPITULO Il

ARTIGO CIENTIFICO: a ser submetido ao periddico Pesquisa Veterinaria

Brasileira (normas disponiveis em: http://www.pvb.com.br/)

Estado redox de bezerros neonatos: comparac¢ao entre Inseminacao
Artificial, Fertilizacao in vitro e Clonagem Animal

Gabriela N. Dantas, Bianca P. Santarosa, Yuri K. Sinzato,
Débora C. Damasceno, Fernando ]. Benesi, Roberto C. Gongalves

RESUMO.- O estresse oxidativo é resultado do excesso de produg¢do de “Espécies
Reativas do Oxigénio” ou da falha do sistema antioxidante. Neonatos apresentam
tendéncia a essa condicdo pois sdo submetidos a altas tensdes de oxigénio no inicio
da respiracdo pulmonar apdés o parto e porque apresentam mecanismos
antioxidantes ainda em desenvolvimento. Bezerros provenientes de Fertilizacao in
vitro (FIV) ou Clonagem Animal (CA) apresentam taxas de mortalidade elevada,
com alta incidéncia de problemas respiratdrios, o que poderia ser explicado pela
acao deletéria do estresse oxidativo nas vias aéreas. Para confirmar tal hipotese,
foram estudados trés grupos de bezerros: IA (n=20, concebidos por Inseminac¢do
Artificial), FIV (n=15, originados por Fertilizacgdo in vitro) e Clones (n=15 bezerros
clonados). Todos os animais tiveram partos acompanhados e amostras de sangue
venoso foram colhidas no momento do nascimento, com seis, 12, 24 e 48 horas de
vida. As amostras foram processadas em hemolisados e congeladas a -80°C até as
dosagens dos biomarcadores do estresse oxidativo (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbittrico, enzimas Superdéxido Dismutase, Catalase e Glutationa Peroxidade e
Grupo Tio6is Reduzidos). Os bezerros clonados tiveram maior producao de EROs
por peroxidacao lipidica, o que refletiu em maiores dosagens de TBARS. Este fator
foi associado a menor quantidade de SOD nesse grupo. Animais originados por FIV
apresentaram maiores atividades de enzimas antioxidantes no que se refere a
Catalase e a GSH-Px, seja por maior producdo de peroxido de hidrogénio ou por
resposta enzimatica mais eficiente desses neonatos. Bezerros do Grupo IA
mostraram maiores valores para Grupo Ti6is Reduzidos. Esses fatores associados
podem indicar maior estresse oxidativo em bezerros FIV e Clones, porém os
animais FIV conseguiram responder de forma mais eficiente a essa condicdo. De
forma geral, todos os animais atingiram valores semelhantes dos biomarcadores
nos momentos finais de avaliacao, indicando possivel amadurecimento do sistema
antioxidante desses neonatos.

TERMOS DE INDEXACAO: bovinos, neonatologia, biomarcadores, TBARS, SOD,
Catalase, GSH-Px, Tidis.

INTRODUCAO
O estresse oxidativo é consequéncia do desequilibrio entre agentes

oxidantes e antioxidantes (Celi, 2011). Os agentes oxidantes, conhecidos como
“Espécies Reativas do Oxigénio” (EROs), sdo gerados a partir do metabolismo
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fisioldgico do oxigénio e em caso de producdo em excesso das EROs ou falha do
sistema antioxidante podem gerar destruicio de membranas bioldgicas, como
ocorre na peroxidacdo lipidica, e aparecimento de enfermidades (Ferreira &
Matsubara, 1997).

Alguns estudos mostraram que neonatos bovinos possuem maior
concentracdo de radicais livres no sangue (Gaal et al. 2006), assim como recém-
nascidos humanos quando comparados a adultos (Saugstad 2003). Isso pode ser
relacionado a respiragdo pulmonar, iniciada ap6s o nascimento, que aumenta o
contato com o oxigénio, proveniente do gas inspirado, e leva a hiperoxia e
producdo de EROs em maior quantidade. Este fator, associado a mecanismos
antioxidantes deficientes caracteristicos dos neonatos (Ochoa et al. 2003) pode
explicar a maior predisposicdao ao estresse oxidativo nesta categoria animal. Com
relacdo ao trato respiratério, as EROs podem causar destruicdo direta de
pneumocitos do tipo I e células endoteliais, diminui¢do de complacéncia pulmonar,
potencializacdo da resposta inflamatéria, extravasamento de fluido proteico no
interior dos alvéolos, com inativacao do surfactante e, por fim, prejuizo no sistema
ciliar das vias respiratdrias (Silva & Gongalves 2010).

Bezerros originados por Fertilizacao in vitro (FIV) e Clonagem Animal (CA)
possuem alto valor econémico e genético, porém ainda apresentam elevadas taxas
de mortalidade neonatal, principalmente associadas a problemas respiratérios
(Paranace et al. 2007, Pimenta-Oliveira et al. 2011). A partir disso, e diante da
escassez de literatura sobre o assunto, cogitou-se a hipétese de que os animais
provenientes das biotécnicas reprodutivas de FIV e CA poderiam estar
predispostos a maiores niveis de estresse oxidativo do que os bezerros concebidos
por técnicas mais simples e rotineiras, como a Inseminacgdo Artificial (IA). Sendo
este o caso, a inser¢ao de terapias antioxidantes poderiam auxiliar na manutengao
da vida e sadde desses bezerros. Biomarcadores importantes do estresse oxidativo
sdo: as “Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitirico” (TBARS), as enzimas
antioxidantes [catalase, superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-
Px)] e o grupo tidis reduzidos, no qual a glutationa reduzida (GSH) é o principal
componente. A fungdo e a importancia desses marcadores serdo descritas a seguir.

Os lipidios, principalmente os poli-insaturados, sdo muito suscetiveis a
oxidacdo e aos danos provocados pelas EROs, processo conhecido como
peroxidacdo lipidica, que leva a perda da seletividade na troca i6nica e a liberacao
do contetido dos lisossomos, assim como a formac¢do de produtos citotéxicos que
causam morte celular (Damasceno et al. 2002). O processo de lipoperoxidacdo leva
a formacdo do malondialdeido (MDA), que reage com o acido tiobarbitdrico e
produz pigmentos de cor rosa que podem ser medidos por espectrofotometria e
sdo chamados de “Substincias Reativas ao Acido Tiobarbittrico” (Janero 1990).
Assim, o TBARS é um biomarcador da peroxidacao lipidica.

A SOD é uma metaloenzima que protege as células aerdbicas contra a agdo
do O2-, o radical superdxido, ndo muito reativo, mas que tem a capacidade de
produzir EROs mais citotoxicas que ele proprio (Olszewer 1995). Assim, esta
enzima atua catalisando a reacdao de dismuta¢do deste radical em perdxido de
hidrogénio e oxigénio molecular. No sistema respiratdrio, a SOD esta presente no
epitélio de bronquios e alvéolos, nos fibroblastos, nos macroéfagos alveolares, nas
arteriolas e nas células dos capilares pulmonares (Rahman et al. 2006).

A acdo da SOD produz peréxido de hidrogénio, uma ERO extremamente
prejudicial por possuir meia-vida longa, ser capaz de atravessar camadas lipidicas
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e reagir com metais de transicdo, hemoproteinas, induzir alteracdes
cromossoOmicas, oxidar compostos sulfidrilas e participar da Reacdo de Fenton que
produz o radical OH-, agente da lipoperoxidagao (Olszewer 1995, Ferreira &
Matsubara, 1997). Assim, o H202 formado precisa ser metabolizado, e essa agdo é
realizada por duas enzimas: a Catalase e a Glutationa Peroxidase (GSH-Px).

A Catalase decompde o H202 em agua e oxigénio (Damasceno et al. 2002),
sendo mais eficiente quando as concentragdes do peréxido se tornam altas. Ela se
concentra no trato respiratorio inferior, no interior dos macro6fagos alveolares,
pneumocitos tipo II e células Clara (Kinnula 2005). Conforme citado
anteriormente, a GSH-Px atua de forma complementar a Catalase na remoc¢ao do
perdxido de hidrogénio. Além disso, faz parte do ciclo redutor da glutationa, que é
o principal mecanismo de remoc¢ao dos lipoperéxidos (Kinnula 2005). A acdo desta
enzima ocorre utilizando a glutationa reduzida (GSH) como substrato e doadora de
elétrons para as reagdes de inativacao das EROs, o que a transforma em glutationa
oxidada (GSSH). Uma vez oxidada, a GSSH é reduzida a GSH novamente pela acao
da enzima Glutationa Redutase, as custas de NADPH proveniente da via das
pentoses (Damasceno et al. 2002), uma via alternativa da oxidacao da glicose-6-
fosfato que leva a producdo de ribose-5-fosfato, gas carbonico e o NADPH. A GSH-
Px e a GSH se encontram, no trato respiratorio, no citoplasma e nas mitocondrias
do epitélio das vias aéreas e nos macroéfagos alveolares e pode-se dizer que a
glutationa reduzida é responsavel, principalmente, pela prote¢do contra a oxidagao
de proteinas (Rahman et al. 2006).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar os biomarcadores do estresse
oxidativo em bezerros neonatos comparando os animais concebidos por IA, FIV e
CA, para verificar possiveis altera¢des no status oxidativo desses animais.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram utilizados 20 bezerros concebidos por Inseminag¢do
Artificial (Grupo IA, todos machos), 15 bezerros originados por Fertilizagdo in vitro
(Grupo FIV - 11 machos e 4 fémeas) e 15 bezerros clones (Grupo CA - 10 fémeas e
5 machos). Os animais do Grupo IA foram obtidos em propriedade localizada em
Descalvado-SP, os do Grupo FIV de fazenda em Santa Rita de Caldas-MG e os
bezerros clones foram provenientes de empresa comercial situada em Mogi-
Mirim-SP. Os neonatos dos Grupos IA e FIV eram da raga Holandesa Preta e Branca
(HPB) e nasceram por parto vaginal, e o Grupo CA foi composto por cinco animais
da raga HPB, cinco da raga Gir e cinco da raga Nelore, nascidos por meio de cesarea.
Os partos foram acompanhados e ocorreram em baias ou piquetes maternidade. Os
animais foram avaliados quanto a sua higidez e maturidade e foram excluidos dos
grupos os que apresentaram alteracdes de saude graves ou necessitaram de
tratamento. Todas as vacas eram submetidas a regime de manejo semi-intensivo,
com alimentacdo no cocho composta por silagem de milho, acesso ao pasto, sal
mineral para bovinos, dgua ad libitum e manteve-se a racdo concentrada utilizada
em cada uma das trés propriedades. Utilizaram-se vacas com escore corporal entre
trés e quatro e excluiram-se os animais doentes. Apds o nascimento, o bezerro foi
separado da mae e aleitado em mamadeira, recebendo colostro nas primeiras 48
horas de vida. O experimento foi realizado no periodo de julho de 2015 a
dezembro de 2016. Este Projeto de Pesquisa foi aprovado pela Comissio de Etica
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no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP,
campus de Botucatu, sob o protocolo 197/2014.

Obtencdao das amostras. Todos os bezerros foram acompanhados do
nascimento até 48 horas de vida. Foram colhidas amostras de sangue venoso por
meio de puncdo da veia jugular com auxilio de sistema de colheita a vacuo,
constituido por agulha 25X8mm (21G) acoplada a tubo siliconizado contendo
heparina sédica. Os momentos de colheita foram: ao nascimento, seis, 12, 24 e 48
horas ap6s o nascimento. As amostras foram mantidas em isopor contendo gelo
triturado até seu processamento, que ocorreu em até uma hora pés-colheita. Para
esse processamento (realizado de acordo com metodologia descrita por Silva et al.
2012), os tubos foram inicialmente centrifugados (Centrifuga 5804E, Eppendorf,
Hamburg, Germany) a 185xG por dez minutos a 42C. Foi retirado o sobrenadante e
as hemacias restantes foram lavadas com solu¢do tampao salina-fosfato (PBS)
(Solucdo tampao salina-fosfato, Ceaquim, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil) a 42C e
centrifugadas a 1575xG durante um minuto. Essa lavagem foi repetida trés vezes. A
cada repeticdo do procedimento, retirou-se o sobrenadante por aspiragdo com
micropipeta. As amostras foram acondicionadas, em duplicata, em tubos tipo
Eppendorf identificados, com capacidade de 1 ou 2mL, da seguinte forma: as
hemadcias lavadas (100pl) foram adicionados 1900ul de &gua ultrapura,
homogeneizando-se por inversdao para obtencdo do hemolisado utilizado para
determinacdo dos biomarcadores TBARS e Grupo Tidis Reduzidos. Para a
determinacdo da atividade enzimatica de GSH-Px, da Catalase e da SOD, 50l de
hemacias lavadas foram acrescentados a 950uL de solugdo estabilizadora (2,7mM
EDTA e 0,7/mM 2-mercaptoetanol) (Solugcdo tampdo salina-fosfato, Ceaquim,
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). As amostras do hemolisado foram congeladas em
botijado de nitrogénio de transporte (-1962C) e posteriormente armazenadas a -
802C até serem analisadas.

Produtos quimicos e aparelhos utilizados na dosagem dos
biomarcadores do estresse oxidativo. Todas as solugdes foram preparadas
usando escala analitica. A dgua ultrapura foi obtida do aparelho GEHAKA® Master
System. As soluc¢des: Hidroperoéxido de t-butilo (solu¢ao aquosa a 70%), Cloreto de
calcio (CaCl; - ACS), acido 5,5-Dithiobis (acido 2-nitro-benzodico) (DTNB - pureza 2
98%), acido etilenodiamina-tetracético (EDTA - pureza = 99%), Glutationa
Redutase (GSH-Rd_100-300 unidades/mg de proteina), L-Glutationa Reduzida
(GSH - pureza 98%), Per6xido de hidrogénio (H202 - ACS), Cloreto de magnésio
(MgClz - ACS), 2-mercaptoetanol (Pureza 299%), [B-nicotinamida adenina
dinucleétido 2'-fosfato em hidrato de sal tetrassddico (NADPH - pureza =93%),
peroxidase (25.000 unidades), Vermelho de Fenol, Solu¢do de PBS (NaCl_0.138M,
KCl_0.0027M, pH 7,4); Cianeto de potassio (pureza = 97%), Ferrocianeto de
potassio (pureza = 99%), Hidréxido de sédio (NaOH - pureza 297%), Monohidrato
monobasico fosfato de sédio (NaH2P04.H20 ACS), Acido de 4cido 5-sulfosalicilico
(pureza 295% ), acido 2-tiobarbittirico (TBA - pureza =98%) e TRIS (pureza
>99,9%) foram adquiridas da Sigma-Aldrich®; o acido cloridrico (HCI - A.C.S.) e o
acido pirogalico (pureza > 99,9%) foram adquiridos no Synth®; o Alcool etilico
(A.C.S.), trihidrato de fosfato de hidrogénio di-potassio (K2ZHPO4 - pureza 299%) e
bicarbonato de s6dio (NaHCO3 - pureza 299,5%) foram adquiridos da Merck; a D-
Glucose Anidra (Dextrose - A.C.S.), Cloreto de Potassio (KCl - A.C.S.) e Cloreto de
Sédio (NaCl - A.C.S.) foram adquiridos da Vetec®; o di-hidrogenofosfato de
potassio (KH2PO4 - A.C.S.) e fosfato de sddio Dibasico (Na2ZHPO4 - A.C.S.) foram
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adquiridos da Dinamica®. As determinag¢des fotométricas foram realizadas com a
leitura de microplacas Power Wave XS pelo software Biotek® e Gen5. As
concentracdes e as leituras cinéticas das reacdes foram realizadas sob temperatura
controlada de 25°C. O agitador IKA® MS 3 Digital para microplaca e banho de agua
Quimis® foram utilizados durante os ensaios. As analises foram realizadas nos
aparelhos pertencentes ao LAPGO (Laboratério de Pesquisa Experimental de
Ginecologia e Obstetricia) da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP
seguindo a metodologia desenvolvida no préprio laboratorio.

Hemoglobina. As concentracdes de hemoglobina (Hb) foram utilizadas
para a padroniza¢ao dos biomarcadores de estresse oxidativo (TBARS, SOD, GSH-
Px e Grupo Tiois) em eritrdcitos lavados de acordo com o diluente utilizado (agua
ultrapura ou solugdo estabilizadora). Para a quantificacdo da hemoglobina, foram
adicionados 200uL (no branco) ou 197,5uL. de solugdao de Drabkin mais 2,5uL de
eritrdcitos lavados em cada poco. A microplaca foi agitada (750 rpm) durante 1
min para homogeneizacdo seguida de 10 minutos de repouso. A absorbancia foi
medida em comprimento de onda de 546nm. Os resultados foram expressos em
gramas (g) de hemoglobina por decilitro (dL).

TBARS. Para a quantificacdo do TBARS, 500uL de eritrocitos lavados
(amostas em agua purificada/Mili-Q) foram adicionados ao tubo de ensaio
contendo 500pL de acido sulfossalicilico a 3,0%, centrifugados a 18.000xG durante
3 min e repousados durante 15 min a 252C. Em seguida, foram diluidos 500uL da
agua ultrapura (no branco) ou do sobrenadante (amostras) em 500uL de solucdo
de TBA 0,67%. A mistura foi aquecida a 80°C durante 30 min. Ap6s o aquecimento,
as amostras foram colocadas em gelo durante 10 minutos para a reagdo de parada.
Em seguida, 300pL foram pipetados em microplaca. A absorbancia foi medida em
comprimento de onda de 535nm. Os resultados foram expressos em nM de
malonaldeido (MDA) por mg de hemoglobina (nM/mgHb)

Catalase. A atividade da enzima catalase foi determinada nas amostras de
hemadcias lavadas (em solugdo estabilizadora) através da cinética do decaimento
do peroxido de hidrogénio (H202), mensurada pela diferenca entre a absorbancia
inicial e final (delta) por minuto. O ensaio foi feito em espectofotometro (Shimadzu
UV-1800) com controle de temperatura usando cubetas de quartzo com volume de
1,5mL. Para isso, foi preparada solucdao de fosfato de sd6dio monobasico
monohidratado 0,1M e solu¢dao de H202 1M. O aparelho foi zerado com 5uL de
amostra mais 1000uL (g.s.p.) do tampao fosfato 0,1M. Apds esse procedimento, a
solucdo de H20; 1M foi pipetada para inicio da reacdo em volume equivalente a
concentracdo final 0,2M na cubeta. A cinética da absorbancia foi realizada em
240nm a 252C por 120 segundos. Os resultados foram calculados a partir da
formula preconizada por Noble & Gibson (1970) e expressos em mM/min/mg de
Hb.

Grupo Tidis Reduzidos. Para a quantificacdo de tidis reduzidos em
eritrdcitos lavados (amostras em agua ultrapura), foram adicionados em cada pogo
200pL (branco) ou 195uL de solucdao TRIS 0,1 M/EDTA 0,5 mM mais 1,0uL de
eritrdcitos lavados e 4,0uL de solugdo DTNB. Em seguida, a microplaca foi agitada
(750rpm) por 1 minuto e a absorbancia foi medida em comprimento de onda de
412nm. Os resultados foram expressos em mM/mg de Hb.

SOD. Para a atividade da SOD, foram adicionados em cada poco 125uL de
solucdo de TRIS 1M/EDTA 5mM mais 5uL de agua destilada (no branco) ou
eritrdcitos lavados (amostras em agua purificada). Depois, foram adicionados 10uL
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de solucdo de pirogalol em cada poco (30 segundos para pipetagem da solucao em
todas as microplacas). A microplaca foi agitada (500 rpm) durante 20 min. A
absorbancia foi medida no comprimento de onda de 420 nm. Os resultados foram
expressos em U/mg de Hb.

GSH-Px. Para a medi¢do da atividade GSH-Px foram adicionados em pocos
100uL de TRIS 50 mM e solu¢gdo EDTA 5mM pH 7,6 (252C) mais 0,5uL de
eritrocitos lavados (amostras em solugdo estabilizadora). Em seguida, foram
adicionados 50uL de solugao MIX (GSH 9 mM, GSH-Rd 4,55 Ul/mL e NADPH 1,82
mM) em cada pogo. A partir dai, foram adicionados 20puL de solugdo de
hidroperé6xido de t-butil em cada poc¢o. Imediatamente a cinética foi ativada e
realizada durante 5 minutos com intervalos de 1 minuto a 25°C no leitor de
microplacas com filtro de 340nm. Os deltas de absorbancia foram calculados e os
resultados foram expressos como mM de GSH-Px por minuto por mg de Hb
(mM/min/mg de Hb).

Analise Estatistica. Para as médias da Catalase, do Grupo Tiéis, da SOD e da
GSH-Px foi realizada andlise de medidas repetidas no tempo (One Way Repeated
Measures Anova) para comparacdo dos momentos de avaliagdo dentro de cada
grupo individualmente. Também em cada momento foi realizada andlise de
variancia para comparag¢do dos grupos em estudo (P<0,05). Quando houve
significancia (P<0,05) foi realizado o Teste Tukey para comparacdo das médias
(P<0,05). Para a andlise das medianas obtidas das dosagens do TBARS foi realizado
0 Teste de Friedman (Friedman Repeated Measures) para comparag¢dao dos
momentos de avaliacdo dentro de cada grupo individualmente. Quando houve
significancia (P<0,05) foi realizado o Teste Tukey para comparacdo das medianas
(P<0,05). Também em cada momento foi realizado o Teste de Kruskal-Wallis para
comparacao dos grupos em estudo (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas dosagens dos biomarcadores do estresse
oxidativo dos bezerros dos diferentes grupos estdo apresentados nos Quadros
numerados de 1 a 5 a seguir.

Quadro 1. Medianas, primeiros e terceiros quartis das dosagens das Espécies Reativas ao Acido
Tiobarbittirico (TBARS) nos grupos de bezerros provenientes de Inseminacdo Artificial (IA),
Fertilizacdo in vitro (FIV) e Clonagem Animal (CA), nos diferentes momentos de avaliacao (0, 6, 12,
24 e 48 horas p6s-nascimento).

TBARS (nM/mg de Hb)

Momentos A FIV CA P
MO 52,7 [43,5-65,2] aB 7,1[4,9 - 13,2] bC 79,9 [66,8-91,8]bcA <0,001
M6 40,1 [32,7 - 59,5] aB 4,312,0-10,2] bC 71,8 [65,2 - 85,0]abA <0,001
M12 51,0 [41,8-72,9] aB 13,2[9,6 - 14,8] bC 154,6 [59,8-260,6] aA <0,001
M24 53,1[41,2 - 68,4] aAB 39,3 [35,1-46,8] aB 59,9 [48,5-71,11bcA 0,007
M48 43,5[34,5-73,1]aA 57,9 [54,3 - 60,8] aA 43,9[40,4-552]cA 0,113
P 0,548 <0,001 <0,001

*Medianas seguidas pela mesma letra, mintiscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).
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Quadro 2. Médias e desvios-padrao das atividades da Catalase nos grupos de bezerros
provenientes de Inseminag¢do Artificial (IA), Fertilizagdo in vitro (FIV) e Clones, nos diferentes
momentos de avaliagdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

Catalase (mM/min/mg de Hb)

Momentos A FIV CA P
MO 133,6 + 30,0 abAB 158,5 + 42,6 abA 107,8 £50,2 aB 0,006
M6 111,0 £+ 37,3 bB 173,7 £ 32,8 abA 105,6 £45,1aB <0,001
M12 146,3 + 38,7 aAB 177,1 +37,4 aA 127,0 + 54,6 aB 0,010
M24 146,2 + 20,2 aA 144,2 + 41,9 bA 125,5 + 64,7 aA 0,351
M48 122,9 + 19,8 abA 111,7 £+ 19,3 cA 126,5 + 59,6 aA 0,507
P 0,002 <0,001 0,646

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 3. Médias e desvios-padrdao das dosagens do Grupo Ti6is Reduzidos nos grupos de
bezerros provenientes de Inseminacdo Artificial (IA), Fertilizacdo in vitro (FIV) e Clones, nos
diferentes momentos de avaliacdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas p6s-nascimento).

Grupo Tidis Reduzidos (mM/mg de Hb)

Momentos A FIV CA P
MO 4,6 £0,7 bA 3,8+0,4bB 3,6 £0,8aB <0,001
M6 5,0 £ 0,6 abA 4,5+0,3 aB 3,4+0,7aC <0,001
M12 53+0,5aA 4,6 +0,5aB 3,6 £0,6 aC <0,001
M24 5,3+ 0,9 abA 3,1+0,4cB 3,4+0,6aB <0,001
M48 5,1 0,8 abA 3,8+0,8bB 3,4+0,5aB <0,001
P 0,029 <0,001 0,480

*Médias seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 4. Médias e desvios-padrido das atividades da Superéxido Dismutase (SOD) nos grupos de
bezerros provenientes de Inseminacdo Artificial (IA), Fertilizacao in vitro (FIV) e Clones, nos
diferentes momentos de avaliacdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

SOD (U/mg de Hb)

Momentos A FIV CA P
MO 51,5+4,5aA 53,2+59aA 43,6 + 4,3 abB <0,001
M6 49,8 + 8,6 aA 52,0+ 2,6aA 41,2 + 3,4 abB <0,001
M12 47,5 + 6,4 aAB 52,2+4,2aA 42,2 + 8,6 abB <0,001
M24 47,1+12,0aA 53,7 £ 3,4 aA 39,8 +4,7 bB <0,001
M48 49,2 + 6,8 aA 449 + 2,9 bA 48,5 + 10,3 aA 0,196
P 0,402 <0,001 0,003

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 5. Médias e desvios-padrao das atividades da Glutationa peroxidase (GSH-Px) nos grupos
de bezerros provenientes de Inseminacdo Artificial (IA), Fertilizacdo in vitro (FIV) e Clones, nos
diferentes momentos de avaliacdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

GSH-Px (mM/min/mg de Hb)

Momentos A FIV CA P
MO 3,03+0,36aC 4,07 + 0,64 aA 3,54+0,77 aB <0,001
M6 2,97 £ 0,62 aB 4,13 +0,79 aA 3,46 £0,73 aB <0,001
M12 2,81 +0,72 abB 4,06 + 1,30 aA 3,82 £ 0,64 aA <0,001
M24 2,85+ 0,90 abB 3,30+ 0,72 bAB 3,79 +1,02 aA 0,013
M48 2,43 + 0,56 bC 3,15+ 0,53 bB 4,06 + 0,97 aA <0,001
P 0,022 <0,001 0,309

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Observando o comportamento do biomarcador TBARS, o que mais se
destaca é o fato de que o Grupo CA teve maiores valores nas dosagens e que essa
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diferenca com relagdo aos outros grupos desaparece no momento 48 horas,
quando os trés grupos passam a apresentar valores semelhantes. Isso pode ter
ocorrido por excesso de lipoperoxidacdo (Janero 1990; Damasceno et al. 2002) nos
bezerros clonados nas primeiras horas de vida, o que foi compensado no momento
48 horas provavelmente pela melhora nos mecanismos antioxidantes desses
animais. Para o estudo do sistema antioxidante, foram dosados os valores de SOD,
Catalase, Grupo Tio6is Reduzidos e GSH-Px.

A SOD, primeira linha de defesa do sistema antioxidante (Olszewer 1995;
Ferreira & Matsubara, 1997), teve comportamento inverso ao TBARS, ou seja, o
Grupo CA demonstrou concentracdes menores do que os outros dois grupos e
permaneceu a auséncia de diferenca no momento 48 horas, o que seria compativel
com uma situacdo de estresse oxidativo até pelo menos 24 horas de vida do
neonato clone, quando se utiliza TBARS e SOD como biomarcadores e se compara a
bezerros do Grupo IA e FIV. Porém outros marcadores do sistema antioxidante
(Catalase, GSH-Px e glutationa reduzida) precisam ser considerados.

Os animais FIV mostraram maiores concentracdes da Catalase nos
primeiros momentos experimentais, igualando-se aos demais grupos nas colheitas
de 24 e 48 horas. O comportamento da enzima GSH-Px entre os grupos foi variavel,
houve diferencga estatistica entre os grupos em todos os momentos, mas, no geral, o
Grupo FIV teve maiores valores de GSH-Px até 24 horas. Por fim, as concentracdes
do Grupo Tidis Reduzidos (principalmente composto pela glutationa reduzida)
mostraram diferencas entre o Grupo IA e o FIV, sendo maior no IA, e o Grupo CA
apresentando valores estatisticamente iguais aos FIV ou menores. Assim, o Grupo
IA apresentou maior reserva de Grupo Tidis Reduzidos, e o Grupo CA menor, na
maioria dos momentos analisados. Isso associado ao fato do Grupo FIV, em geral,
ter maiores dosagens dessas duas enzimas (Catalase e GSH-Px) pode significar
maior produgdo de per6xido de hidrogénio (Damasceno et al. 2002), por exemplo,
devido a maior produc¢dao de EROs (quando comparado ao Grupo IA) e/ou maior
eficiéncia de seu sistema antioxidante em remové-los (quando comparado ao
Grupo CA). A hipotese levantada seria a de que tanto os animais FIV como os
clones apresentam maior producao de EROs quando comparados ao Grupo IA, mas
o Grupo FIV foi mais eficiente em remové-los quando comparado aos bezerros
clonados.

Sintetizando e focando no comportamento geral dos biomarcadores dentro
de cada grupo, pode-se chegar a observacdes importantes. Iniciando com o grupo
CA, notou-se diminuicao da atividade da SOD, o que gerou maior ocorréncia de
peroxidacdo lipidica (observado pelas maiores concentracdes do TBARS nos
momentos iniciais). Associada a essa condicdo, ocorreu menor atividade da
catalase durante o periodo de andlise e aumento da atividade da GSH-Px a partir
das 12 horas e, devido ao fato de essas duas enzimas atuarem de forma
complementar no metabolismo do peroxido de hidrogénio, a peroxidacao lipidica
no grupo CA foi reduzida nos momentos 24 e 48 horas (provavelmente devido a
acdo da GSH-Px a partir das 12 horas) e, por isso, ndo houve diferenca estatistica
entre os grupo no TBARS obtido no ultimo momento de avalia¢do. Ja o grupo FIV
apresentou niveis adequados de atividade de SOD, associado aos altos valores nas
atividades das enzimas Catalase e GSH-Px. A hipdtese que justificaria esse fato
seria a de que os bezerros do grupo FIV apresentaram lipoperoxidacdo aumentada
desde o nascimento, mas ela foi controlada devido as elevadas atividades de
catalase e GSH-Px. Além disso, os bezerros FIV, por terem sido submetidos a partos
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vaginais auxiliados (devido ao manejo adotado na propriedade), mais rapidos,
foram submetidos a menor deplecdo da reserva antioxidante. Tanto os bezerros
FIV como os clones apresentaram menores dosagens de glutationa reduzida,
relacionada a oxidacao de proteinas (Kinnula 2005).

Nesse sentido, instituir terapias antioxidantes nos grupos de bezerros de
risco teria provavel efeito benéfico quanto a diminuicdo das alteragdes
respiratérias e da mortalidade nesses animais. Por exemplo, suplementacdo de
zinco, cobre e manganés poderia contribuir para o aumento da atividade da SOD
no grupo CA, ja que se trata de uma metaloenzima composta por esses metais
(Olszewer 1995), assim como dieta rica em compostos sulfridrilas poderia ter
efeito benéfico para bezerros clones e FIV que apresentaram baixos estoques de
glutationa.

Porém outros fatores devem ser considerados, pois, em ruminantes, a
atividade dos biomarcadores do estresse oxidativo pode ser influenciada por
nutricdo e sazonalidade (Di Trana et al. 2006). Além disso, sdo necessarios mais
estudos para confirmar o efeito deletério do estresse oxidativo nesses animais, ja
que as principais diferencas entre grupos cessaram no final da avaliacdo dos
animais (24 ou 48 horas), podendo indicar chegada ao equilibrio do status
oxidativo nesses neonatos. OQutro fator a ser considerado seria que os bezerros
clones doentes que necessitaram de tratamento foram excluidos do grupo
experimental, assim como ndo entraram na andlise os dados dos animais que
vieram a dbito antes das 48 horas de estudo. Assim, esses animais em especifico
poderiam apresentar alteragdes mais marcantes no que se refere ao estresse
oxidativo, o que levaria a maior taxa de enfermidades e mortalidade nesses
animais.

CONCLUSOES

A partir do exposto, pode-se concluir que os bezerros clonados, ao
nascimento, mostraram menor quantidade de SOD e maior producdo de EROs por
peroxidacdo lipidica, o que refletiu em maiores dosagens de TBARS. Animais
originados por FIV tiveram maiores atividades de enzimas antioxidantes no que se
refere a Catalase e a GSH-Px, seja por maior producao de peréxido de hidrogénio
ou por resposta enzimatica mais eficiente desses neonatos. Bezerros do Grupo IA
mostraram maiores valores para o Grupo Tidis Reduzidos (glutationa reduzida).
Esses fatores associados podem indicar maior estresse oxidativo em bezerros FIV e
Clones, porém os animais FIV conseguiram responder de forma mais eficiente a
essa condicdo. De forma geral, todos os animais atingiram concentracdes
semelhantes dos biomarcadores nos momentos finais de avaliagdo, indicando
possivel amadurecimento do sistema antioxidante desses neonatos as 48 horas de
vida.
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Andlise Clinica e Hemogasomeétrica de bezerros concebidos por
Inseminacao Artificial, Fertilizacdo in vitro e Clonagem Animal

Gabriela N. Dantas, Bianca P. Santarosa, Ricardo A. Micai,
Perla D. Fleury, Fernando J. Benesi, Roberto C. Gongalves

RESUMO.- Para que ocorra adaptagdo extra-uterina bem sucedida é necessario que
0 neonato consiga estabelecer suas fungdes respiratéorias de maneira eficaz,
garantindo oxigenacgdo eficiente e boa vitalidade. Disturbios respiratorios sao os
maiores causadores de 6bito durante o periodo neonatal em bovinos, e essa
mortalidade é ainda mais expressiva quando se trata de bezerros originados por
Fertilizacdo in vitro (FIV) ou Clonagem Animal (CA). A hemogasometria mostra-se
como excelente recurso para avaliar alteracdes do equilibrio acido-basico, e
quando associada ao exame clinico do neonato, fornece subsidios para diagnéstico
acurado e tratamento precoce da ma-adaptacao neonatal. O objetivo deste trabalho
foi estudar recém-nascidos bovinos originados por Inseminagdo Artificial (IA) e
compara-los a bezerros concebidos por FIV e CA, no que se refere a
hemogasometria e exame clinico. Para isso, foram utilizados 20 bezerros 1A, 15
bezerros FIV e 15 bezerros clonados que foram avaliados imediatamente apds o
parto e com seis, 12, 24 e 48 horas de vida. Em todos os momentos experimentais
foram coletadas amostras de sangue venoso para hemogasometria e foi realizado o
exame clinico, e na avaliacdo poés-parto ainda foram utilizados escore Apgar e
mensuragdes de comprimento de coluna e amplitude respiratéria. Os animais FIV
nao demonstraram alteracdes, demonstrando comportamento semelhante ao dos
bezerros do Grupo IA. Os bezerros provenientes de Clonagem Animal
apresentaram acidose pos-parto mais acentuada do que a acidose mista fisiologica
esperada para neonatos, o que ficou evidente pela diminui¢do dos valores de HCO3
e BE e pelo aumento de TCO: quando comparados aos demais grupos. Esse
disturbio pode ter refletido em valores médios menores de escore Apgar e no
aumento das frequéncias cardiaca e respiratoria. Sugere-se acompanhamento
intensivo desses neonatos, com monitoramento por meio do exame clinico e
hemogasométrico, para diagnostico precoce dessa condicdo e tratamento baseado
em oxigenioterapia e reposicao de bicarbonato.

TERMOS DE INDEXACAO: bovinos, neonatologia, escore Apgar, comprimento de
coluna, amplitude respiratoéria, hemogasometria.

INTRODUCAO

Grande parte dos avancos ocorridos na assisténcia neonatal veterindria nas
ultimas décadas relaciona-se com a fung¢do respiratoria, visto que a capacidade
funcional pulmonar é imprescindivel para a adaptacao e sobrevivéncia do neonato
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na vida extra-uterina, sendo que os problemas respiratdrios destacam-se como as
principais causas de mortalidade perinatal na espécie bovina (Mee 2008, Bleul
2009). Animais advindos de técnicas como Fertilizacdo in vitro (FIV) e Clonagem
Animal (CA) sdo acometidos por problemas respiratérios com maior frequéncia,
assim como neonatos prematuros. Birgel Junior et al. (2011) citaram que bezerros
oriundos da técnica de CA apresentam grande incidéncia de quadros de asfixia
neonatal que levam esses animais a 6bito. Assim, torna-se fator crucial na
sobrevivéncia desses recém-nascidos correta adaptacdo respiratoria, que resultara
em oxigenacao eficiente e boa vitalidade.

Para avaliar esse processo, a hemogasometria traz informag¢des muito tuteis
sobre o equilibrio acido-basico: pH, pressao parcial de oxigénio (POz), pressao
parcial de diéxido de carbono (PCO2), diéxido de carbono total (TCO2),
concentracao de bicarbonato (HCO3), excesso de bases (BE) e a saturagdao de
oxigénio (SO2), fornecendo subsidios para o diagndstico e o prognoéstico de varias
enfermidades dos bovinos (Sucupira & Ortolani 2003). No caso dos neonatos, apos
a ruptura do cordao umbilical e durante a transicdo da oxigenacao placentaria para
a pulmonar, é notada acidose respiratéria e metabdlica transitoria discreta, por
causa da glicélise anaerdbia em tecidos pouco perfundidos (Vaala & House 2006).
Esta condicdo é acentuada pela capacidade respiratéria diminuida do neonato,
caracterizada por hipoventilacdo, que nao garante remocao eficiente do diéxido de
carbono (CO2), aumentando a producdo de acido carbdnico e, consequentemente,
diminuindo o pH sanguineo (Benesi 1993; Piccione et al. 2006). Para combater os
desequilibrios acido-basico o organismo, no geral, utiliza os seguintes mecanismos:
tamponamento quimico pelo bicarbonato, ajuste na ventilacdo e excrecao de ions
pelos rins. Os sistemas tampdo e respiratério atuam dentro de poucos minutos,
mas os rins respondem lentamente ao excesso de acido ou de base (Houpt 2006).

O sangue venoso é rotineiramente utilizado para a realizacdo do exame
hemogasométrico por ser de mais facil colheita do que o arterial, e por oferecer
resultados confidveis nos casos de acidose metabdlica (Dibartola 1992). Sucupira
& Ortolani (2003) encontraram alta correlacdo nos valores de pH, bicarbonato e
excesso de base (BE) entre sangue venoso e arterial de bovinos, indicando que o
sangue venoso pode refletir precisamente o equilibrio 4cido-basico.

Além da hemogasometria, o exame clinico é fundamental para a avaliagdo
do neonato (Feitosa & Benesi 2014). O escore Apgar avalia movimentacdo de
cabeca apés o parto, reflexos, tipo de respiracdo e coloragdo de mucosas para
identificar recém-nascidos com alteragdo de vitalidade (Born 1981). Além disso,
parametros vitais como frequéncias cardiaca (FC) e respiratéria (FR) e
temperatura retal (TR) devem ser aferidos (Feitosa & Benesi 2014). A medida de
amplitude respiratéria, que reflete a expansdo da caixa toracica, pode fornecer
informacgdes udteis sobre a complacéncia pulmonar e a capacidade do bezerro em
ventilar de maneira eficaz. Além disso, o tamanho do neonato pode facilitar ou
dificultar o trabalho de parto, além de dar indicios sobre a maturidade fetal,
tornando a medida de comprimento de coluna outro recurso complementar a
avaliacdo neonatal (Dantas 2015).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi estudar bezerros
concebidos por Inseminacgdo Artificial (IA), técnica mais simples e rotineira, no que
se refere a hemogasometria e exame clinico, e compara-los a neonatos concebidos
por FIV e CA, de forma a avaliar se esses ultimos sdo mais predispostos a
alteracoes de equilibrio acido-basico, o que se traduziria por pior adaptacao
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respiratoria neonatal e necessidade de intervenc¢do terapéutica por parte do
clinico, de maneira a assegurar a saide desses animais e diminuir as elevadas taxas
de mortalidade nessas categorias de neonatos.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram utilizados um total de 50 neonatos, sendo 20 bezerros
concebidos por Inseminacgdo Artificial (Grupo IA, todos machos), 15 bezerros
originados por Fertilizagdo in vitro (Grupo FIV - 11 fémeas e 4 machos) e 15
bezerros clones (Grupo CA - 10 fémeas e 5 machos). Os animais do Grupo IA foram
obtidos em propriedade localizada em Descalvado-SP, os do Grupo FIV de fazenda
em Santa Rita de Caldas-MG e os bezerros clones foram provenientes de empresa
comercial situada em Mogi-Mirim-SP. Os neonatos dos Grupos IA e FIV eram da
raca Holandesa Preta e Branca (HPB) e nasceram por parto vaginal, e o Grupo CA
era composto por cinco animais da raca HPB, cinco da raga Gir e cinco da raga
Nelore, nascidos por meio de cesarea. Os partos foram acompanhados e ocorreram
em baias ou piquetes maternidade. Os animais foram avaliados quanto a sua
higidez e maturidade, sendo excluidos dos grupos aqueles que apresentaram
alteracdes de saude graves ou necessitaram de tratamento. Todas as vacas foram
submetidas a regime semi-intensivo, com alimentacdo no cocho composta por
silagem de milho, acesso ao pasto, sal mineral para bovinos, dgua ad libitum, além
de ragdo concentrada utilizada em cada uma das propriedades. Utilizaram-se vacas
com escore corporal entre trés e quatro (Feitosa e Benesi, 2014) e excluiram-se os
bezerros doentes. Apés o nascimento, os bezerros foram separados da mae e
aleitados em mamadeira, recebendo colostro até as primeiras 48 horas de vida. O
experimento foi realizado no periodo de julho de 2015 a dezembro de 2016. Este
Projeto de Pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, campus de Botucatu, sob
o protocolo 197/2014.

Avaliacao Clinica e Hemogasométrica. Todos os bezerros foram
acompanhados do nascimento até 48 horas de vida. No primeiro minuto pods-
nascimento (p.n.) do neonato foi avaliado o Escore Apgar em escala modificada por
Born (1981). Nesses primeiros momentos p.n. também foram mensurados, com
auxilio de fita métrica: o comprimento de coluna, desde a articulacao atlanto-
occipital até a primeira vértebra coccigea e a amplitude toracica, que refletia a
expansdo da caixa toracica do neonato, medidas efetuadas com o animal ainda em
decubito, sendo obtido o perimetro toracico na altura da décima terceira costela,
ao final da inspiracdo, ou seja, momento de sua expansao maxima. Foram ainda
avaliados, dentro dos primeiros cinco minutos de vida do neonato, as frequéncias
cardiaca e respiratoria, e temperatura retal, conforme métodos semioldgicos
preconizados por Feitosa e Benesi (2014). Esse exame fisico foi repetido em todos
0s momentos experimentais, a saber: ao nascimento, seis, 12, 24 e 48 horas p.n.,
nos quais também ocorreu colheita de amostra de sangue venoso para
hemogasometria por punctura da veia jugular do neonato utilizando-se agulha
30X10 acoplada a seringa de 1mL previamente heparinizada. A amostra para
avaliacdo hemogasométrica foi processada logo apds a coleta em aparelho portatil
analisador de pH, eletrdlitos e gases sanguineos (I-STAT®, Abbott Laboratories,
Illinois, EUA). Foram utilizados cartuchos CG7+ (I-STAT®, Abbott Laboratories,
[llinois, EUA) para mensuracao de pH, Pressdes Parciais de Oxigénio e Dioxido de
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Carbono (POz e PCO2), Saturacdo de Oxigénio (SOz), Bicarbonato (HCO3), Total de
Di6xido de Carbono (TCOz) e Excesso de Bases (BE), com correcao de temperatura.

Anadlise Estatistica. Foi realizada andlise de medidas repetidas no tempo
(One Way Repeated Measures Anova) para comparacdo dos momentos de
avaliacdo dentro de cada grupo individualmente. Também em cada momento foi
realizada analise de variancia para comparac¢do dos grupos em estudo (P<0,05).
Quando houve significancia (P<0,05) foi realizado o Teste Tukey para comparac¢do
das médias (P<0,05). Apenas nos dados do BE, que ndo apresentaram distribuicdo
gaussiana, optou-se pela analise nao-paramétrica. Foi realizado o Teste de
Friedman (Friedman Repeated Measures) para comparacdo dos momentos de
avaliacdo dentro de cada grupo individualmente. Quando houve significancia
(P<0,05) foi realizado o Teste Tukey para comparacdo das medianas (P<0,05).
Também em cada momento foi realizado o Teste de Kruskal-Wallis para
comparacao dos grupos em estudo (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliagdo clinica e na hemogasometria dos
bezerros dos diferentes grupos estdo apresentados nos Quadros numerados de 1 a
11 a seguir.

Quadro 1. Médias e desvios-padrdo obtidos para Escore Apgar, Amplitude Respiratdria (AR) e
Comprimento de Coluna (CC) dos grupos de bezerros provenientes de Inseminacao Artificial (1A),
Fertilizacdo in vitro (FIV) e clones (CA) ao nascimento (Momento 0 horas).

Momento 0 horas

Grupos Apgar AR (cm) CC (cm)

IA 79+0,3a 73,2+55b 88,0+8,0a
FIV 77+04a 81,7+36a 924+49a
CA 73+0,6b 82,1+19a 91,1+3,7a
P 0,001 <0,001 0,099

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nio diferiram estatisticamente pelo Teste
de Tukey (P>0,05).

Quadro 2. Médias e desvios-padrao obtidos para Frequéncia Cardiaca (FC) nos grupos de bezerros
provenientes de Inseminacgao Artificial (IA), Fertilizagdo in vitro (FIV) e clones (CA), nos diferentes
momentos de avaliacdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

FC (bpm)
Momentos A FIV CA P
MO 152,6 + 35,2 aA 151,0 £ 22,0 aA 140,0 £ 13,0 abA 0,377
M6 152,0 £ 29,8 aA 135,2+ 11,1 aAB 129,7+149bB 0,009
M12 145,1 + 20,0 abA 132,4 +31,2aA 149,0+17,0aA 0,129
M24 133,8 +27,2cA 134,5 £+ 14,5 aA 142,0 £ 8,6 abA 0,428
M48 133,8 + 19,6¢B 133,9+16,2 aB 149,0+17,2aA 0,031
P 0,020 0,108 <0,001

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).
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Quadro 3. Médias e desvios-padrdo obtidos para Frequéncia Respiratéria (FR) nos grupos de
bezerros provenientes de Inseminagao Artificial (IA), Fertilizacdo in vitro (FIV) e clones (CA), nos

diferentes momentos de avalia¢do (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

FR (mpm)
Momentos A FIV CA P
MO 58,4 + 14,8 aB 57,0 £10,0 abB 73,0+x11,7aA 0,001
M6 50,6 £ 15,3 aB 47,1+11,1bB 62,0+95abA 0,005
M12 59,4 + 14,4 aA 49,7 + 10,7 bA 57,7 +14,4bA 0,097
M24 58,6 + 19,2 aA 58,4 + 20,8 abA 56,7 +10,3bA 0,947
M48 57,6 +15,5 aB 64,5 + 19,4 aAB 67,30+7,6aA 0,016
P 0,141 0,007 <0,001

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 4. Médias e desvios-padrdo obtidos para Temperatura Retal (TR) nos grupos de bezerros
provenientes de Inseminacao Artificial (IA), Fertilizagao in vitro (FIV) e clones (CA), nos diferentes

momentos de avaliagdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

TR (2C)

Momentos A FIV CA P

MO 38,2+1,2aA 38,9 £ 0,5 abA 38,8+0,8aA 0,063
M6 37,8+ 0,6 aB 38,6 £ 0,2 bA 38,4+0,7abA <0,001
M12 38,2+0,7aB 38,6 + 0,4 bA 38,2+0,4bAB 0,036
M24 38,3+0,5aA 38,7+ 0,3 bA 385+0,6abA 0,111
M48 38,4+ 0,8aB 39,1+0,5aA 38,8+ 0,5aAB 0,006

P 0,123 0,005 0,013

*Médias seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 5. Médias e desvios-padrdo obtidos para pH sanguineo venoso (pH) nos grupos de
bezerros provenientes de Inseminacao Artificial (IA), Fertilizacao in vitro (FIV) e clones (CA), nos
diferentes momentos de avaliacdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas p6s-nascimento).

pH

Momentos A FIV CA P

MO 7,18+ 0,12 cA 7,20 £ 0,08 cA 7,20+ 0,06 cA 0,684
M6 7,27 £0,07 bA 7,31+ 0,05 bA 7,28+ 0,04 abA 0,131
M12 7,30 £ 0,07 abAB 7,34 + 0,02 abA 7,26 +0,07bB 0,002
M24 7,34 + 0,06 abB 7,40 £ 0,06 aA 7,28+ 0,09abB <0,001
M48 7,35+ 0,06 aA 7,39+ 0,03 aA 7,34+0,08aA 0,061

P <0,001 <0,001 <0,001

*Médias seguidas pela mesma letra, mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 6. Médias e desvios-padrao obtidos para Pressdo Parcial de Diéxido de Carbono (PCO2) nos
grupos de bezerros provenientes de Inseminagdo Artificial (IA), Fertilizacdo in vitro (FIV) e clones
(CA), nos diferentes momentos de avaliacao (0, 6, 12, 24 e 48 horas p6s-nascimento).

PCO2 (mmHg)
Momentos A FIV CA P
MO 62,3+9,9aA 60,6 £ 6,2 aA 60,6 +8,3aA 0,785
M6 53,5+10,4 bA 53,5+ 6,2 bA 52,2+5,7bA 0,880
M12 53,3+10,8 bA 51,7 £ 5,2 bcA 50,0+5,6bcA 0,499
M24 51,0 + 7,9 bA 46,3 +5,8 dA 49,4+12,1bcA 0,304
M48 53,3 +8,0 bA 47,8 + 3,5 cdB 46,1+5,7cB 0,003
P <0,001 <0,001 <0,001

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).
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Quadro 7. Médias e desvios-padrao obtidos para Pressdo Parcial de Oxigénio (PO2) nos grupos de
bezerros provenientes de Inseminagao Artificial (IA), Fertiliza¢do in vitro (FIV) e clones (CA), nos
diferentes momentos de avalia¢do (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

PO; (mmHg)

Momentos A FIV CA P

MO 23,95 +£ 6,28 aA 23,07 £ 3,26 bA 21,60+2,69aA 0,336
M6 23,65 + 4,65 aA 22,33 £3,90 bA 21,47 £4,02aA 0,319
M12 23,70 + 4,54 aA 22,93 + 3,60 bA 22,73+539aA 0,801
M24 25,15+ 5,20 aA 24,87 £ 5,08 abA 22,47 +6,77aA 0,349
M48 23,35 +4,20 aB 28,13 £5,90 aA 21,33+3,44aB <0,001

P 0,645 0,004 0,799

*Médias seguidas pela mesma letra, mintiscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 8. Medianas, primeiros e terceiros percentis obtidos para Excesso de Bases (BE) nos
grupos de bezerros provenientes de Inseminacdo Artificial (IA), Fertilizacdo in vitro (FIV) e clones
(CA), nos diferentes momentos de avaliacdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas p6s-nascimento).

BE (mmol/L)

Momentos A FIV CA P

MO -5,0[-9,0--1,5] cA -3,0[-5,0 --1,0] bA -6,0[-6,8--1,8]aA 0,466

M6 -3,0[-4,0-0,0] cA -1,0 [-2,0 - 4,5] abA -3,0[-4,8--1,0]aA 0,053

M12 0,0 [-2,5-1,5] bcAB 2,0[0,0 -2,0]aA -5,0[-6,0-0,0]aB <0,001

M24 2,0 [0,0 - 4,0] abA 4,0[3,0-4,8]aA -5,0[-6,5--2,0aB <0,001

M48 3,5[2,0-7,0]aA 4,0[2,0-6,0] 2A -2,0[-4,8-4,0]aB 0,004
P <0,001 <0,001 0,240

*Médias seguidas pela mesma letra, mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 9. Médias e desvios-padrio obtidos para Bicarbonato (HCO3) nos grupos de bezerros
provenientes de Inseminacgdo Artificial (IA), Fertilizacdo in vitro (FIV) e clones (CA), nos diferentes
momentos de avaliagdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

HCO3 (mmol/L)

Momentos A FIV CA P

MO 22,9+45cA 23,6 £ 3,9 bA 22,9+29aA 0,845
M6 24,4 + 2,8 bcAB 26,6 + 3,6 aA 23,9+ 2,3aB 0,033
M12 25,5+ 2,7bA 27,7 +3,3 aA 22,4+3,7aB <0,001
M24 26,7 + 3,2 abA 28,0+ 1,5aA 22,6 +2,6aB <0,001
M48 29,0 + 3,4 aA 28,4 +1,8aA 24,4 + 3,3 aB <0,001

P <0,001 <0,001 0,235

*Médias seguidas pela mesma letra, mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Quadro 10. Médias e desvios-padrdo obtidos para Total de Di6xido de Carbono (TCO2) nos grupos
de bezerros provenientes de Inseminacao Artificial (IA), Fertilizacdo in vitro (FIV) e clones (CA),
nos diferentes momentos de avaliacdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

TCO; (mmol/L)

Momentos A FIV CA P

MO 24,4 +4,4dA 25,3 +4,0 bA 24,5+ 3,0 aA 0,779
M6 25,6 £ 3,2 cdA 28,0 + 3,8 abA 25,4+ 2,4 aA 0,053
M12 27,0 £ 2,7 bcA 28,9 + 3,6 aA 23,7+ 3,9aB <0,001
M24 28,0 £ 3,3 bA 29,4 +1,5aA 24,2 +2,8aB <0,001
M48 30,5+ 3,7 aA 29,6 + 2,1 aA 25,6 +3,2aB <0,001

P <0,001 <0,001 0,337

*Médias seguidas pela mesma letra, mintiscula na coluna e maituscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).



36

Quadro 11. Médias e desvios-padrdo obtidos para Saturacdo de Oxigénio (SO2) nos grupos de
bezerros provenientes de Inseminagao Artificial (IA), Fertilizacao in vitro (FIV) e clones (CA), nos
diferentes momentos de avalia¢do (0, 6, 12, 24 e 48 horas pds-nascimento).

S02 (%)

Momentos A FIV CA P

MO 25,8+ 11,8 bA 24,0+ 6,7 cA 20,7+4,0bA 0,234
M6 31,3+10,1 abA 27,7 £10,1 bcA 25,5+7,3abA 0,193
M12 32,2+12,2 abA 31,0 £ 8,8 bcA 28,4+11,7aA 0,599
M24 36,2+12,3 aA 38,9 + 13,9 abA 28,0+11,3abA 0,053
M48 33,3+10,0 abB 42,9 + 13,8 aA 27,3+56abB <0,001

P 0,008 <0,001 0,040

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

A primeira andlise realizada imediatamente apds o nascimento do bezerro
foi a avaliacao do escore Apgar para julgamento da vitalidade do animal. Todos os
50 neonatos utilizados nesse trabalho tiveram escore 7/8 ou 8/8, pontuagdes altas
que indicam boa vitalidade ao nascimento. Isso porque bezerros apresentando
graves alteracdes de saide ou malformagdes foram excluidos do estudo por ndo
sobreviverem até o momento 48 horas ou necessitarem de tratamento, o que
comprometeria as avaliagoes. No entanto, deve-se destacar que o Grupo CA teve a
menor média de escore Apgar, indicativo de menor vitalidade ao nascimento
quando comparado aos outros dois grupos.

Nao foram observadas diferengas entre o tamanho dos bezerros medidos
pelo CC. Apesar da literatura apontar a macrossomia como alteragdo comum em
animais oriundos de CA (Birgel et al. 2011), no presente estudo essa sindrome nao
foi identificada, talvez pelo fato do Grupo CA ter sido composto por neonatos de
trés ragas diferentes, o que poderia diluir a variacdo de CC. A amplitude
respiratéria dos bezerros IA foi menor que a dos FIV e a dos CA. Tal fato pode estar
relacionado a trés situagdes: ou os animais do Grupo IA apresentaram menor
expansao toracica com menor complacéncia pulmonar, o que nao seria compativel
com a clinica desses animais, que nao apresentavam evidéncias de asfixia neonatal,
ou os neonatos do Grupo IA simplesmente apresentavam térax mais delgado do
que os outros bezerros, que naturalmente apresentavam maiores circunferéncias
por serem maiores, ou mesmo porque os Grupos FIV e CA apresentaram-se com
maiores valores de AR por estarem demonstrando respira¢do mais profunda e
dificultosa (hiperpnéia), na tentativa de compensar oxigenacdo deficiente. Esses
dois ultimos fatores seriam compativeis com a tendéncia de bezerros clonados e
originados por FIV (Pimenta-Oliveira 2011) por serem maiores do que aqueles
obtidos por IA e apresentarem uma adaptag¢ao respiratoria menos eficiente.

A temperatura retal ndo mostrou diferen¢a entre grupos no primeiro
momento de avaliacdo. As 6 horas, o Grupo IA apresentou médias menores, sendo
inclusive menores do que os valores de referéncia (Feitosa & Benesi 2014),
indicando tendéncia a hipotermia. Este fato pode ser explicado pela inabilidade do
neonato em manter sua temperatura em situacdes adversas, uma vez que esta fase
experimental ocorreu no inverno, e em regido geografica com baixas médias de
temperatura ambiental. Com o passar do tempo a temperatura normalizou e as
meédias dos trés grupos tornaram-se semelhantes as 24 horas.

As demais fungdes vitais, FC e FR permaneceram, com variagdo, dentro dos
intervalos de normalidade estabelecidos para bezerros neonatos (Lisboa et al,,
2003; Gasparelli 2007). Todavia, foram notadas algumas diferencas entre os
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grupos. Para a FC, os bezerros dos trés grupos tiveram valores semelhantes ao
nascimento, seguidos por tendéncia a queda, havendo pequena diferenca de
comportamento entre grupos no decorrer da avaliagdo, pois no momento 48 horas
o Grupo CA atingiu média mais elevada que os demais. Merece destaque que no
periodo neonatal, o controle neurolégico do aparelho cardiovascular é parcial, pois
a atividade nervosa simpatica do miocardio é incompleta, sendo a FC, por isso,
bastante variavel quando os animais sdo excitados, por exemplo, por estresse da
manipulacao (Feitosa & Benesi 2014). Esse fator pode explicar o aumento da FC
nos clones, pois por tratar-se de empresa comercial e pelos bezerros serem de alto
valor econdmico, eram monitorados de forma mais intensiva do que os dos demais
grupos. Além disso, o aumento da FC pode ser compensatério a uma baixa
oxigenac¢do decorrente de ma-adaptacao respiratdria neonatal. A FR do Grupo CA
também foi maior nos momentos zero, seis e 48 horas, mantendo-se em patamares
mais elevados que nos outros grupos. Valores médios mais elevados de FR estdo
associados a capacidade incompleta da fung¢do respiratéria pulmonar, tendo
carater compensatorio. Altas médias de FC associadas a valores também elevados
de FR levam a supor que a adaptacdo respiratoria dos neonatos do Grupo CA foi
menos eficiente (ou seja, mais demorada) e por isso, esses animais apresentaram
FR elevada na tentativa de reverter a hipéxia instalada. Porém os resultados do
exame hemogasométrico devem ser considerados para melhor andlise dessa
hipétese (Benesi, 1993).

Lisboa e colaboradores (2002) realizaram estudo que avaliou o efeito da
idade sobre o equilibrio acido-basico de bezerras sadias no primeiro més de vida.
Para tal, utilizaram amostras de sangue venoso de 300 bezerras da raca Holandesa
Preta e Branca distribuidas por diversos grupos etarios. Dentre esses grupos, havia
neonatos cujo sangue foi colhido em até 8 horas pés-parto (correspondente aos
momentos zero e seis horas do presente trabalho), de oito a 16 horas p.n.
(englobando o momento 12 horas), 16 a 24 horas p.n. (relacionando-se com o
momento 24 horas), com dois dias de vida (associado ao momento 48 horas), entre
outras faixas de idade. Assim, o referido trabalho serd utilizado como referéncia
para a discussdo da maior parte dos valores do exame hemogasomeétrico.

O pH sanguineo mostrou-se com valores semelhantes entre os grupos nos
momentos 0 e 6 horas, porém quando comparados ao pH estabelecidos em outras
pesquisas mostraram tendéncia a acidemia (Benesi, 1993). O fato pode ter
ocorrido pois no trabalho de Lisboa e colaboradores (2002) os animais incluidos
apresentavam maior intervalo de tempo de vida (0 a 8 horas), o que permitiria, em
animais higidos, possivel compensacdo dessa acidemia. Deve ser destacado que o
parto causa distirbios na circulacdo sanguinea utero-placentaria, promovendo
acidose fisiologica, com valores do pH sanguineo ao redor de 7,2 (Benesi, 1993;
Ravary-Plumioén 2009), semelhante ao encontrado no presente estudo. Nos
momentos 24 e 48 horas o Grupo FIV demonstrou maiores valores de pH,
evidenciando mais rapida correcdo da acidose fisioldgica, e no momento 48 horas
os trés grupos tiveram valores semelhantes de pH. E importante notar que todos
os grupos tiveram valores crescentes de pH no decorrer do experimento,
evidenciando a maturagao do sistema respiratério e acdo do sistema tampao no
organismo do neonato, além de aumento da FR e FC compensatorias, de forma a
manter sua homeostase.

A PCOg, por sua vez, foi maior do que os valores estabelecidos em outros
estudos para os trés grupos nos momentos iniciais de vida, provavelmente
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também pelo mesmo motivo proposto anteriormente: a faixa etaria que compunha
o grupo inicial de Lisboa et al. (2002) variava na idade de momento p.n. imediato
até 8 horas e, por isso, os animais tiveram maior tempo para estabilizarem a
respiracdo e compensarem a acidemia fisioldgica quando comparados com valores
obtidos em colheitas feitas logo apds o nascimento. Ndo foi observada diferenga
entre grupos no que se refere a PCO2, apenas no momento 48 horas esse
parametro foi maior no Grupo IA, todavia permanecendo dentro dos limites de
referéncia. Essa PCO; maior no Grupo IA associada a correcdo mais rapida do pH
no Grupo FIV, detalhada anteriormente, podem ser explicadas pelo manejo da
propriedade a que esses animais pertenciam, uma vez que os funcionarios
responsaveis pelos bezerros FIV auxiliavam o parto precocemente, devido ao
receio de perda do bezerro, de maior valor econdmico, por conta de parto
laborioso. Ou seja, mesmo que o parto ndo se mostrasse distocico era auxiliado, o
que aumentava sua rapidez e, consequentemente, as repercussoes no equilibrio
acido-basico desses animais eram mais brandas quando comparadas aos bezerros
do Grupo IA. Em todos os grupos, os valores de PCOz foram diminuindo com a
evolucdo do tempo de vida, demonstrando a adaptagao respiratdria dos neonatos.

O comportamento das varidveis HCO3 e TCO: foi, de modo geral,
semelhante, uma vez que o bicarbonato é usualmente determinado pela mensu-
racdo do TCO, representando este, ou seja, é equivalente a aproximadamente,
95% do total deste ultimo pardmetro (Carlson & Bruss 2008): ocorreu semelhanga
no momento do nascimento entre os trés grupos e o Grupo CA exibiu valores
menores nos momentos 12, 24 e 48 horas. Além disso, as médias para esses
parametros ficaram abaixo das taxas estabelecidas fisiologicamente até 12 horas
para os Grupos IA e FIV e nao atingiu os valores esperados com a compensacao no
Grupo CA. Desta forma, é importante notar a presenca marcante do componente
metabolico na determinacdo da acidose nos bezerros clonados quando comparado
aos animais dos outros grupos de estudo. A variavel BE, por sua vez, tem o valor de
-1,5 como limite inferior e limite superior aproximado de 8 estabelecido para
neonatos bovinos (Lisboa et al. 2002). No momento 0 horas, os trés grupos de
estudo apresentaram medianas menores que -1,5. Com a evolu¢do do tempo p.n,,
os valores foram aumentando, alcangando a faixa de normalidade as 6 horas para
os Grupos IA e FIV e de forma diversa no Grupo CA o valor abaixo do limite inferior
persistiu até 48 horas p.n. Assim, mais uma vez, ficou evidente que o Grupo CA
apresentou reserva alcalina deficiente e acidose mais acentuada que os demais
grupos.

Com relacdo aos valores da SOz e POz ndo foram observadas diferencas
entre grupos pois, no geral, as alteragdes entre grupos na evolu¢do dos momentos
seriam demonstradas com maior fidelidade em amostras de sangue arterial, e os
resultados no sangue venoso ndo permitiram esclarecimentos maiores por nao
poderem espelhar efetivamente as variac¢des fisiologicas (Houpt, 2006).

CONCLUSOES

Considerados os resultados obtidos para os parametros estudados, pode-se
concluir que particularmente nos bezerros provenientes de Clonagem Animal
verificou-se acidose poés-parto mais acentuada do que a acidose fisioldgica
esperada para neonatos, principalmente no que se refere ao componente
metabdlico, evidente pelas alteracoes em HCO3, TCO2 e BE quando comparados aos
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demais grupos. Esse desequilibrio refletiu em pontuacdao menor do escore Apgar e
nas frequéncias cardiaca e respiratéria maiores no Grupo CA. Os animais
concebidos por FIV ndo demonstraram alteracdes, apenas aquelas fisiologicamente
esperadas para animais recém-nascidos, similares as manifestadas pelos bezerros
do Grupo IA. Assim, confirma-se a necessidade de um acompanhamento intensivo
dos neonatos clones, para diagnostico precoce dessa condicdo e tratamento
adequado, ja que os mesmos levaram mais de 24 horas para sair do quadro de
acidose fisioldgica esperada para o neonato bovino.
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CAPITULO IV

DISCUSSAO E CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho estudou trés grupos de bezerros neonatos conforme
o tipo de concepgao, ou seja, provenientes de IA, FIV e CA, no decorrer de
suas primeiras 48 horas de vida, periodo critico na vida de todo neonato (MEE,
2008; BLEUL, 2009), qguando os principais mecanismos de adaptacdo
respiratoria sdo estabelecidos como forma de garantir funcdo pulmonar
eficiente, com correta oxigenagdo do animal, que, na vida intrauterina, era
totalmente dependente do organismo materno por meio da circulacdo Utero-
placentéria (FEITOSA E BENESI, 2014).

O primeiro artigo apresentou dados relativos ao estresse oxidativo
observado nesses animais, evidenciando como principal achado que os
bezerros clonados possuiam maior producdo de EROs por peroxidacao
lipidica, o que levou ao aumento nas dosagens de TBARS (SILVA e
GONCALVES, 2010; SILVA et al., 2012) e que este fator foi associado a menor
atividade de SOD nesse grupo. Adicionalmente, os neonatos concebidos por
meio da FIV tiveram maiores atividades de enzimas antioxidantes como a
Catalase e a GSH-Px, decorrente de maior producao de peroxido de hidrogénio
ou por uma resposta enzimatica mais eficiente (MUTINATI et. al, 2014). Os
bezerros do Grupo IA mostraram maiores valores para o Grupo Tidis
Reduzidos (glutationa reduzida). Assim, nesse primeiro artigo evidenciou-se
maior estresse oxidativo em bezerros concebidos por FIV e por Clonagem,
porém os animais FIV conseguiram responder de forma mais eficiente frente a
essa condigéo.

No segundo artigo, que versou sobre a avaliacdo clinica e
hemogasométrica desses mesmos trés grupos de animais, evidenciou-se que
bezerros provenientes de CA apresentam acidose patoldgica pés-parto mais
demorada do que a acidose mista fisiologica esperada para neonatos (BENESI,
1993), que ficou caracterizada pela diminuicdo significativa nos valores de
HCO3; e BE quando comparados aos valores dessas determinagfes nos demais
grupos. Esse desequilibrio, definido como acidose respiratoria néo

compensada, provavelmente levou ao achado de valores menores do escore
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Apgar e nos maiores de frequéncias cardiaca e respiratéria dos clones. Os
animais provenientes de FIV ndo demonstraram alteragbes, apenas aquelas
fisiologicas esperadas para animais recém-nascidos, similares as manifestadas
pelos bezerros do Grupo IA.

A partir do exposto e, considerando os achados evidenciados nos dois
artigos, pode-se afirmar que, no geral, tanto neonatos nascidos por FIV como
agueles clonados apresentam alteracbes na comparacdo com bezerros
concebidos por IA no que se refere ao estresse oxidativo, sendo essas
claramente marcantes no Grupo CA, e que apenas 0s bezerros clonados
apresentam distarbios acentuados quando avaliados por exames clinico e
hemogasométrico. Baseado nestes fatos pode-se afirmar que bezerros
clonados tém adaptacéao respiratoria prejudicada e mais tardia.

Birgel et al. (2011), em compilacdo sobre as alteracbes apresentadas até
os 30 dias por neonatos bovinos clonados, descreveram que alteracdes
placentarias nessas gestacées podem culminar com pior adaptacéo respiratoria
neonatal nesses conceptos pois foi comprovado, por meio de achados
cardiotocogréaficos, que a instalacdo da hipoxia se fazia no meio intra-uterino
nesses casos (NUNES, 2009). Deve-se ressaltar ainda que anomalias
umbilicais sdo frequentes nesses animais, e elas estavam presentes na maioria
dos animais do Grupo CA, confirmando os achados de Birgel et al. (2011).
Essa onfalopatia € caracterizada por aumento na espessura do corddo
umbilical, e pode ocorrer como resposta aos disturbios hipéxicos placentarios,
com o objetivo de melhorar a circulacdo materno-fetal para compensar a baixa
oxigenacdo. Também foi observado que os placentomas das gestacdes de
bezerros clonados apresentavam-se em menor numero, heterogéneos e com
maior tamanho, causando provavel deficiéncia circulatéria e contribuindo para
pior oxigenacdo do feto. Essa hipdxia estaria associada ao sofrimento fetal,
resultaria em acidose e estresse oxidativo mais pronunciados, compativeis com
achados do presente estudo. Além disso, nessa mesma revisdo, foram
enumerados distirbios cardio-respiratérios, identificados por meio de
ecocardiograma (POGLIANI, 2010), tais como comunicacdo inter-atrial,
insuficiéncias valvares e hipertrofia de miocardio, que potencialmente
comprometem a oxigenacdo do sangue dos bezerros clonados e que sO sao

identificados, muitas vezes, em exames pos-mortem, com o 6bito, em geral,
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ocorrendo apds as 48 horas de vida. Assim, esses disturbios da organogénese
nao seriam identificados no presente trabalho, mas poderiam contribuir para os
achados decorrentes do estado de asfixia.

Dessa maneira, as alteracdes citadas contribuem para a existéncia da
funcéo respiratoria prejudicada observada nesses animais clonados e poderiam
justificar os resultados encontrados nesta pesquisa. Diante destes fatos,
sugere-se realizacdo de acompanhamento intensivo desses neonatos clonados
para estabelecimento de diagndéstico precoce da ma-adaptacéo respiratéria e
tratamento, baseado na oxigenioterapia e reposicdo de bicarbonato, e
monitoramento através do exame clinico e hemogasométrico. Sdo necessarios
estudos adicionais para que se avaliem os efeitos benéficos da instituicdo de
terapia antioxidante tanto nas vacas receptoras que gestam esses animais,
como nos proprios neonatos, de forma a equilibrar o estresse oxidativo que os
clones apresentam, conforme foi demonstrado nesta pesquisa. De forma geral,
todas as alteracdes identificadas nesse estudo tornaram-se mais brandos com
o decorrer do tempo de vida, indicando provavel evolucdo positiva na
maturac@o neonatal desses recém-nascidos.

Diante do exposto, pode-se concluir que, no que tange a saude
respiratoria, 0s animais provenientes de IA foram os que apresentaram melhor
adaptacao neonatal, seguidos pelos recém-nascidos concebidos por FIV. Ja os
bezerros clonados apresentaram maiores alteracdes de estresse oxidativo e de
equilibrio &cido-basico nas primeiras 48 horas de vida. Sendo assim, conforme
dito anteriormente, faz-se necessario o acompanhamento intensivo desses

animais nesse periodo inicial de vida.
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