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Resumo

A bovinocultura hoje é responsavel pela maioria dos clones produzidos com
fins comerciais. Atualmente existem 1.500 animais nascidos pela técnica de
TNCS por todo o mundo e no Brasil, até 2014, a ultima estatistica, foram
catalogados 109 clones. A avaliacdo do perfil bioquimico € de grande
importancia na avaliagcdo das condi¢cdes corporais, pois o elevado teor de
lactato logo ap6s o nascimento é indicativo de hipdxia, importante quadro
metabolico capaz de causar danos ao sistema nervoso central e simpatico do
recém-nascido. Uma das formas de determinar a ocorréncia da hipoxia tecidual
nos neonatos é através da dosagem de lactato plasmatico, razéo pela qual, o
objetivo deste trabalho foi averiguar os niveis de lactato ao nascimento e 48
horas de vida, a fim de estabelecer ou descartar uma possivel correlagéo entre
0s niveis deste analito e a ocorréncia de acidose respiratoria. Foram coletadas
24 amostras de sangue periférico de 12 fémeas no total das racas Gir, Nelore e
Senepol nos periodos entre 0 hora e 48 horas pds-nascimento. As amostras
foram analisadas em um analisador bioquimico automatico, da marca TEKNA
3000 VET. A média de lactato ao nascimento (tempo 0) foi de 116,5 mg/dl e 48
horas apés foi de 75,5 mg/dl. Em alguns casos houveram diferencas
significativas nos valores encontrados em relacéo a literatura, o que sugere
atencao a este importante marcador bioquimico nas primeiras horas de vida.

Palavras Chaves: Clonagem; Bezerro; Lactato.
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Abstract

Cattle raising is responsible for the vast majority of clones produced for
commercial purposes. Currently, there are more than 1500 animals, which are
born by SCNT worldwide. In Brazil, 109 clones were catalogued until 2014.
Biochemical profile is valuable for body score condition assessment, once high
levels of lactate at birth is an indicator of hypoxia — metabolic condition capable
of damaging a newborn’s Central Nervous System and Sympathetic Nervous
System. Measuring plasmatic lactate levels is a manner of determining tissue
hypoxia in newborns. This study aims at assessing lactate levels in newborns at
birth and 48 hours later, in order to correlate the anylite and the occurrence of
respiratory acidosis. Twenty four samples of peripheral blood have been taken
from twelve Gyr, Nelore, and Senepol cows between 0 — 48 hours after birth.
Analyses were carried out in a TEKNA 3000 VET Biochemistry Analyzer
Automatic. Average lactate levels were 116,5 mg/dL at 0 hour and 75,5 mg/dL
at 48 hours. Some analyzed cases showed significates difference when
compared with the literature, that's demonstrate the important of this
biochemistry marker, specialty in the first hour calve’s life.

Key words: cloning; calves; lactate.
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Introducgao

A bovinocultura é hoje responsavel pela maioria dos clones produzidos
comercialmente no Brasil. Estima-se que existam aproximadamente 1.500
animais nascidos pela técnica de Transferéncia Nuclear de Células Somaticas
(TNCS) por todo mundo, e em especial, na América do Norte, Jap&do, Nova
Zelandia, Europa, Asia e América do Sul (HEYMAN, 2005).

A Clonagem ou técnica de transferéncia nuclear (TN) € uma biotécnica
que permite a geragao de um organismo geneticamente idéntico ao outro. Para
sua execucao, retira-se o nucleo de uma célula embrionaria ou somatica de
interesse, e apds, o mesmo € transferido para um oocito previamente
enucleado (CAMPBELL et al.; 1996).

Os partos dos clones sdo frequentemente sujeitos a assisténcia
veterinaria, especialmente em virtude do fato de que em muitos casos, néo
ocorre a sinalizagéo fisiolégica do parto na matriz, o que contribui para a
ocorréncia de um grande numero de partos cesareos, a fim de minimizar a
ocorréncia de problemas de saude a matriz e especialmente ao neonato
(KOMNINQOU, 2008).

Por ser uma biotécnica recente, a clonagem de animais, ainda
apresenta um alto indice de perda fetal, entretanto, ainda assim os resultados
sdo positivos, especialmente em funcdo da produtividade dos clones
sobreviventes (MARCHESE, 2014).

Em receptoras prenhas de clone, é comum que a gestacdo se
prolongue. Isto ocorre devido a reducgéo dos niveis de cortisol, que passa a ser
insuficiente para o sistema IGF (fator crescimento insulina-dependente),
ocasionando alteragbes no processo normal do desenvolvimento do parto
(MATSUZAKI & SHIGA, 2002). Em fungao disto, mesmo que o feto atinja o final
do estagio de maturacéo, a matriz receptora néo sinaliza o parto através de
sinais fisioldgicos, pois nao apresenta a dilatacdo de cérvix. Nestes casos, o
feto pode apresentar sinais de sofrimento fetal, raz&o pela qual, a cirurgia

cesariana passa a ser recomendada (HILL et al.; 1999).
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As principais alteracdes fisiolégicas caracterizadas como complicagbes
do periodo neonatal sdo observadas nas primeiras horas de vida do clone,
entre o parto até 24 horas, e ocorrem, na maioria dos casos, devido a
disturbios de adaptagdo neonatal que envolvem os sistemas circulatérios e
cardiovasculares (MARCHESE, 2014). Deficiéncias nestes sistemas podem
desencadear hipdxia por alteragcdes na circulagdo uteroplacentaria ou por
disturbios do corddo umbilical (SIRISTATIDIS et al.; 2003) e a maioria das
perdas gestacionais de clones esta associada a estas falhas (WELLS,1999);
(HILL et al.; 1999); (BUCZINSKI et al.; 2009).

Uma circulagao fetal ineficiente pode levar ao quadro de hipoxemia e
hipoxia tecidual no clone. Esta ocorréncia pode se desenvolver muito
precocemente, ainda no parto, e desencadear um estado de sofrimento fetal,
que neste caso, sera provocado por deficiéncia placentaria (KOMNINOU,
2008).

Nas gestagdes de conceptos clonados, os placentdénios apresentam
variados numeros e tamanhos (MIGLINO et al.; 2007) e na grande maioria dos
casos, sao maiores em tamanhos e menores em quantidade. Esta alteracao
acarreta um menor fluxo sanguineo ao concepto e assim, uma menor
passagem de oxigénio, ocasionando sofrimento fetal do clone no pré-parto
(BATCHERLDER et al.; 2007).

Quando os disturbios fisiolégicos atingem o sistema respiratério, é
possivel utilizar varias manobras para provocar o inicio dos movimentos
necessarios a manutencédo deste sistema, a fim de evitar hipoxia e acidose,
preservando a vida do clone. Uma destas manobras consiste em estimular os
termos receptores localizados na pele do animal, por meio do derramar de 5
litros (em média) de agua a 5°C sobre a cabeg¢a do neonato imediatamente
apdés o nascimento. Nos casos que as manobras ndo sdo suficientes, a
respiracédo espontanea pode ser rapidamente estimulada por administracéo
intravenosa na dosagem de 10 a 400 mg de cloridrato de doxapram (KUMAR,
2009). Estes procedimentos auxiliam o processo de troca gasosa do neonato,
diminuindo as complicagbes ocasionadas pela acidose latica de causa

respiratoria (BLUEL et al.; 2010), ainda preocupante em clones neonato.
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Em funcdo da composi¢ao bioquimica do plasma sanguineo, pode-se
por meio dele, avaliar a situacdo metabdlica de muitos dos tecidos animais,
uma vez que, diversas injurias teciduais ocasionadas por transtorno no
funcionamento de érgéaos especificos, levam ao desiquilibrio metabodlico (COTE

E HOFF, 1991) e ao surgimento de metabdlitos e/ou enzimas no plasma.

A analise da concentragdo de lactato plasmatico, um metabdlico
bioquimico, apés o parto, pode servir como um importante indicador da
ocorréncia de hipdxia no clone recém-nascido, uma vez que essa molécula é
considerada um marcador de perfusdo tecidual. Bioquimicamente, o aumento
do lactato refletiia uma intensa metabolizacdo das reservas energéticas,
causada especialmente pelo aumento da atividade simpatica, derivada do
estresse adaptativo ao nascimento (STEINHARDT et al.; 1995) e ainda que a
producdo de lactato ocorra em todos os tecidos, o lactato plasmatico
representa de forma mais efetiva o derivado dos musculos, cérebro, hemacias
e intestino. Entretanto, é importante salientar que ha circunstancias onde seus
valores estardo elevados e ainda assim, dissociados a hipoperfusao tecidual

(SILVA et al.; 2001), tal como na ocorréncia de hipoglicemia ou sepse.

Estudos demostram que o lactato também é produzido pela placenta e
distribuido na circulagdo materna e fetal, constituindo para o aumento do
“‘carbono” no crescimento fetal (pela metabolizacdo da glicose), o que é
bastante positivo, especialmente em fungédo do fato de que a taxa respiratéria
fetal impbe necessidades de minimas necessarias de fontes carbono ao feto
(HAY et al.;1988).

Dada a importancia que o lactato desempenha na fisiologia e
bioquimica fetal e apds o nascimento e seu papel de indicador dos paradmetros
relacionados a ocorréncia de acidose, o objetivo desse trabalho foi avaliar o
perfil bioquimico do lactato plasmatico e suas concentragcées na primeira hora
de vida e apods as primeiras 48 horas, em neonatos bovinos de clones de
diferentes racas, a fim de observar a existéncia ou ndo de uma correlagéo entre
os niveis de lactato plasmatico e a ocorréncia de acidose como causa da morte

neonatal de clones.
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Materiais e Métodos

No periodo de 11 de julho de 2016 a 15 de outubro de 2016 foram
colhidas 24 amostras de sangue periférico total, as 0 e 48 horas apds o
nascimento de 12 bezerras clonados das racas Gir, Nelore e Senepol (TABELA
1), sendo: 1 Senepol, 4 Nelore, 7 Gir (QUADRO 1).

As amostras foram oriundas de clones produzidos para fins comerciais,
em uma empresa de clonagem localizada no interior de Sdo Paulo na cidade
de Mogi Mirim, a qual autorizou através de Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido a colheita do material necessario a execug¢ao desta pesquisa.

Quadro 1: Identificagcdo dos animais avaliados, contendo raga, data de

nascimento, inducgao e tipo de parto.

Indugao do
Clone Racga Nascimento parto Parto
Clone 1 Senepol 18/07/2016 Sim Cesariana
Clone 2 Nelore 09/08/2016 Sim Cesariana
Clone 3 Nelore 10/08/2016 Sim Cesariana
Clone 4 Gir 16/08/2016 Sim Cesariana
Clone 5 Gir 17/08/2016 Sim Cesariana
Clone 6 Gir 18/08/2016 Sim Cesariana
Clone 7 Gir 19/08/2016 Sim Cesariana
Clone 8 Gir 24/08/2015 Sim Cesariana
Clone 9 Gir 26/08/2016 Sim Cesariana
Clone10 Gir 30/08/2016 Sim Cesariana
Clone 11 Nelore 13/09/2016 Sim Cesariana
Clone 12 Nelore 14/09/2016 Sim Cesariana

Processamento das Amostras

Para determinagcdo dos teores de lactato nas amostras de plasma,
foram colhidos aproximadamente 3,5 mL de sangue por puncéo através da veia
jugular externa, utilizando-se sistema Vacutainer® em tubos de 4 mL contendo
fluoreto + K3 EDTA. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 2.000 RPM

por 10 minutos, para a sedimentagéo figurados do sangue.
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O plasma sanguineo foi separado por aspiragdo em uma aliquota
acondicionada em tubos plasticos com tampa “Eppendorf. As aliquotas de
plasma foram conservadas em freezer a - 20°C. As amostras refrigeradas sao
encaminhadas para o laboratério Center Vet, em Jaguariuna, onde foi realizada

a avaliacdo do teor de lactato.
Determinacgao dos Teores Séricos de Lactato

A determinacdo dos teores séricos de lactato foi realizada por testes
enzimaticos, por meio da acdo catalitica da enzima lactato oxidase, seguindo
indicagdo de propor¢cdo contida no kit enzimatico comercial (ELITECH
CLINICAL SYSTEMS LACTATE). Todos os testes foram executados no
analisador bioquimico automatico TEKNA 3000 VET, e a leitura das
concentracbes plasmaticas de lactato foram feitas por espectrofotometria, no

comprimento de onda 546nm.
Resultado e Discussao

Entre os 12 clones avaliados, a média de dias de gestacéo foi de 293
dias (TABELA 1).

Tabela 1: Niveis plasmaticos de lactato ao nascimento (0h) e 48h apés o

nascimento; Intervalo entre as amostras e dias de Gestagao.

ANIMAL Lactato 0 Hrs Lactato 48 Hrs | Intervalo | Dias Gestagio
Clone 1 59 mg/dl 45 mg/dl 14 mg/dl 286
Clone 2 22 mg/dl 15 mg/d| 7 mg/d| 294
Clone 3 29 mg/d| 20 mg/d 9 mg/dl 295
Clone 4 174 mg/d 82 mg/d| 92 my/d 294
Clone 5 157 mg/dl 58 mg/dl 99 mg/dl 295
Clone 6 227 mg/dl 350 mg/dl (+)123 mg/dI 296
Clone 7 135 mg/d| 76 mg/dl 59 mg/dl 297
Clone 8 153 mg/d| 51 mg/dl 102 mg/d| 288
Clone 9 186 mg/dl 48 mg/d| 138 mg/d| 290
Clone 10 72 mg/dl 52 mg/dl 20/ mg/d 294
Clone 11 85 mg/d| 34 mg/d| 51 mg/d| 294
Clone 12 100 mg/dl 75 mg/d| 25 mg/d| 295
MEDIA 116,5 mg/dl 75,5mg/dl 293
8
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Em todos os casos, os clones receberam no momento pés-parto
oxigenioterapia com mascara nasal, aminofilina nos casos de baixa amplitude
respiratéria e doxapram foi administrada aqueles que apresentaram arritmia
respiratoria. Os 12 clones receberam oxigenioterapia apds nascimento. Os
clones 1, 4 e 11 receberam Aminofilina, enquanto que os clones 2, 3, 6, 8, 9, e
12 receberam dose de Amincofilina e Doxapram. Os clones 9 e 12 também
receberam dexametasona a fim de evitar a ocorréncia de complicagcbes
ocasionadas por quadros infecciosos, pois estavam tingidos de mecdnio ao

nascimento.

Os resultados obtidos ap6s a leitura dos niveis plasmaticos do lactato no

dos 12 clones estdo apresentados na FIGURA 1.
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Figura 1. Concentragao de lactato plasmatico nos tempos 0h e

48 h apés o nascimento.

Segundo MARCHESE (2014) a média de lactato plasmatico em
bezerros da raga NELORE ao nascimento € de 85,2 mg/dl e 34.8 a 37,5 mg/dl
ap6s 48(h). No presente estudo, a média da concentracdo de lactato dos

animais desta raca foi de 59 mg/dl ao nascimento e 36 mg/dl as 48 horas, o
9
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que indica um valor abaixo da referéncia (T=0h) para bezerros nascidos de

parto normal.

A média de todas as diferentes racas avaliadas foi de 116,5 mg/dl
(T=0h), com desvio padréo (DP) de 62,4.

A média da concentracdo sérica do lactato nos bezerros clonados 48h
apos o nascimento foi de 75,5mg/dl, bastante superior as observadas por
MARCHESE (2014).

O clone 1 da raga Senepol apresentou 59 mg/dl (T=0h) e as 45 mg/dI
(T2=48h).

Todos os clones da raca Gir (7) foram provenientes de parto
cesarianas e apresentaram, em média os valores mais altos observados, sendo
157,7 mg/dl de lactato plasmatico ao nascimento (T=0h), com destaque ao
clone 6, onde o valor em no T=0h foi de 227 mg/dl. Ap6s as 48 primeiras horas
de vida, a média de lactato plasmatico entre os clones desta raca foi de 102,4
mg/dl (QUADRO 2), ainda acima dos valores observados como normais aos
dos individuos da raca NELORE. Neste tempo, 48h ap6s o nascimento, clone
6, que apresentou concentragdo de 123 mg/dl de lactato plasmatico. Este clone
nao resistiu as proximas horas, sendo observado o 6bito ap6s 52h de vida por

acidose respiratéria (FIGURA 1).

Na avaliacdo de 48 horas apds o nascimento, os clones da raga Gir
apresentaram a maior média, 102,4 mg/dl, valor 5 vezes maior em comparagéo
ao clones de Nelore descritos por MARCHESE (2014).
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Quadro 2. Média dos niveis séricos de lactato por raca as 0h e 48h apos o

nascimento.
Lactato Oh Hrs Lactato 48h

(mg/dl) (mg/dl)
Clone 1 Senepol 59 45
MEDIA SENEPOL 59 45
Clone 2 Nelore 22 15
Clone 3 Nelore 29 20
Clone 11 Nelore 85 34
Clone 12 Nelore 100 75
MEDIA NELORE 59 36
Clone 4 Gir 174 82
Clone 5 Gir 157 58
Clone 6 Gir 227 350
Clone 7 Gir 135 76
Clone 8 Gir 153 51
Clone 9 Gir 186 48
Clone10 Gir 72 52

MEDIA GIR 157,7 102,4

11

151



Conclusao

Ainda que o numero de amostras avaliadas tenha sido pequeno, foi
possivel constatar que os niveis plasmaticos de lactato nos individuos clones
da raca GIR foram superiores aos observados nos individuos da raca
NELORE, tanto no T=0h como nas proximas 48h apds o nascimento e que, em
havendo uma alteragédo significativa nos niveis de lactato no pés-parto (Oh),
faz-se necessario a introducéo imediata de protocolos médicos que visem
impedir o desenvolvimento da acidose respiratéria ao longo das préximas horas
de vida do clone, diminuindo as perdas relacionadas a este importante quadro
metabdlico que entre outros fatores, desencadeia hipdxia tecidual que pode ser

fatal.
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