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COMPARACAO DA CONCENTRACAO DE CITOCINAS NO LiQUIDO
AMNIOTICOS DE BEZERROS NELORE CONCEBIDOS POR MEIO DE
DIFERENTES BIOTECNOLOGIAS DA REPRODUCAO

COMPARISON OF THE CYTOKINES CONCENTRATION IN AMNIOTIC FLUID OF THE
NELORE CALVES CONCEIVED BY REPRODUCTION BIOTECHNOLOGIES
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar as concentragoes de TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-8 no fluido amnidtico de bezerros
concebidos por meio de PIV, TE e IA no momento do parto. Utilizaram-se sessenta animais divididos em grupos: 1-
vinte vacas gestando bezerros Nelore de inovulagdes de embrides provenientes de doadoras superovuladas (TE); 2-
vinte vacas gestando bezerros Nelore de inovulagdes de embrides provenientes de PIV; 3- vinte vacas Nelore gestando
bezerros de IA. Durante a fase de expulsio, realizou-se a colheita do liquido amnidtico que foi depositado em tubo
plastico e congelado em freezer. Realizou-se ELISA para a dosagem das citocinas, cujas concentragdes foram
submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, com p<0,05. Para TNF-a verificou-se que o grupo TE nio apresentou diferenga
na concentragao em relagdo ao grupo PIV e IA (p>0,05). Contudo no grupo IA, a concentragdo de TNF-a foi inferior ao
do grupo PIV (p<0,05). Para IFN-y ndo foi observada diferenca significativa entre as concentragdes nos diferentes
grupos (p>0,05). Apenas duas amostras do grupo PIV apresentaram concentragio detectavel de IL-6 e para |L-8 apenas
uma amostra do mesmo grupo. Os resultados desse experimento podem ser adotados como padroes para gestacdo
normal de bovinos. Entretanto novas pesquisas na area da imunologia da gestagdo sdo necessarias para melhor
descrever o papel das citocinas na manutengdo da gestagdo e no desencadeamento do trabal ho de parto em bovinos.

PALAVRAS-CHAVE: Bezerros Nelore. Liquido amniotico. Citocinas. Biotecnologias

SUMMARY

This study aimed to determine the levels of TNF-a, IFN-y, IL-6 and IL-8 in amnictic fluid of calves from IVP
compared with those obtained by conventional embryo transfer and artificial insemination at the delivery. Sixty animals
used were divided into groups: 1 - Twenty Nelore cross-breed cows pregnant with Nelore calves of embryos transfer
conventional method (ET); 2 - Twenty Nelore cross-breed cows pregnant with Nelore calves obtained by in vitro
production after follicular aspiration; 3 - Twenty pregnant Nelore cows bearing calves obtained by artificia
insemination (Al). All births of the animals of the experiment were observed. During the expulsion phase the amnion
was punctured and 15mL of fluid were collected using a needle and syringes compatible. The material was deposited on
plastic tube and frozen in freezer for later analysis. The cytokines levels were measured by immunoenzymatic assay.
The Kruskal-Wallis Test was used for statistical analysis with 5% of significance. The TNF-a levels in the animals of
the ET group showed no significant difference the concentration of this cytokine in the group Al and I\VVP. However for
group Al were statistically lower than the IVP group (p<0.05). Furthermore, the median of the INF wasn’t different
significantly between the groups (p>0.05). Only samples 15 and 18 of the |VP group had detectable concentrations of
IL-6 and to IL-8 only 15 of the sample the same group. The results of this experiment can be adopted as standards for
normal pregnancy in cattle, since there is no report of such literature. However new researches in immunology of
pregnancy are necessary to describe the role of cytokines in both the maintenance of pregnancy and in the delivery labor
for the bovine specie.
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INTRODUCAO

A tecnologia aplicada a pecuaria de corte brasileira
em resposta a globalizagdo e ao aumento da
competitividade buscou o aumento da eficiéncia
reprodutiva e produtiva, por meio da biotecnologia
Sendo assim, 0 ganho genético nos ultimos 20 anos
deve-se, basicamente, a0 aumento da intensidade e
eficiéncia da selegdo das ragas. O impulso inicial para a
selegdo em bovinos foi dado pela inseminagdo artificial
(IA) e pelos programas de teste de progénie e
posteriormente, pela transferéncia de embrides (TE).
Incremento ainda maior pode ser obtido com o
desenvolvimento da técnica de produgéo in vitro (PIV)
€ sua incorporagdo ao setor produtivo. Contudo o uso
comercial em larga escala da técnica de PIV em
bovinos vem apresentando alguns problemas
observados no final da gestagdo, como bezerros com
maior peso a0 nascimento (Sindrome do bezerro
gigante), periodo de gestagdo prolongado, aumento na
incidéncia de abortamentos, aumento da mortalidade
perinatal e aumento da ocorréncia anormalidades
congénitas (LEIBFRIED-RUTLEDGE, 1999,
WAGTENDONK-DELEEUW et al., 2000, PRESTES,
2005).

O fluido amniético ¢ uma fonte importante para a
avaliagdo fetal. Uma variedade de métodos
bioquimicos, citologicos, biofisicos e imunologicos
permite determinar o grau de maturagdo pulmonar,
renal e epidérmica fetal, além de anormalidades
genéticas e outras patologias (KIJELDSBERG &
KNIGHT, 1993). O presente estudo teve por objetivo
determinar os niveis de TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-8 no
fluido amniotico de bezerros concebidos por meio de
producdo in vitro comparando-os com o0s de
transferéncia de embrides e de inseminagio artificial no
momento do parto.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quarenta receptoras de embrides e
vinte vacas Nelore PO com idade variando de 3 a 8
anos, sendo divididas em: grupo 1- vinte vacas
gestando bezerros Nelore PO originados de
inovulagdes de embrides oriundos de doadoras
superovuladas (TE), grupo 2- vinte vacas gestando
bezerros Nelore PO originados de inovulagdes de
embrides oriundos de produgdo in vitro (PIV), grupo 3-
vinte vacas Nelore PO gestando bezerros oriundos de
inseminagio artificial (1A) - controle.

Os animais com vermifugagdo e vacinagdo em dia
foram mantidos a pasto com suplementagdo mineral,
além de agua ad libitum. Proximo ao parto, os animais
foram transferidos para piquetes maternidade. Todos os
partos dos animais do experimento foram observados.
Durante a fase de expulsio e apos a ruptura do
alantocorion, foi realizada a pungdo do amnion para a

colheita de um volume de 15mL de liquido utilizando-
se agulha (40x12mm) e seringa (20mL) descartaveis. O
material colhido foi depositado em tubo plastico e
congelado em freezer (-20°C) para posterior analise em
duplicata das seguintes citocinas TNF-a, IFN-y, IL- 6 e
IL-8. O acompanhamento do padrio de
desenvolvimento dos bezerros durante o periparto foi
redlizado para avaliar a presenca de sinais de
septicemia ou morte do animal durante o periodo de
avaliagio.

Apds a descongelagdo das amostras, as dosagens de
TNF-a, IFN-y e IL-6 foram realizadas por meio de
ELISA com emprego do Kit comercia: ESS0011 -
Bovine TNF Alpha, ESS0026B — Bovine IFN-y e
ESS0029 Bovine IL-6 (Pierce Biotechnology®),
respectivamente. Para a dosagem de |L-8 empregou-se
kit Human CXCL8/IL-8 Quantikine: D8000C (R & D
Systems) previamente provado para bovinos por
Shuster et al. (1997). As concentragdes de citocinas
(pg/mL) nos diferentes grupos de estudo foram
submetidas ao teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis.
O nivel de significancia adotado foi de 5%. O software
empregado foi 0 Sigma Stat 9.0 (Jandel Corporation®™).

RESULTADOS

Os niveis de TNF-a. e IFN-y no liquido amnidtico
das vacas dos grupos TE, PIV IA estdo representados
nas Figuras 1 e 2. Em relagdo as dosagens de TNF-q,
100% das amostras andisadas apresentaram
concentragdo acima do limite de deteccdo do teste
(11,7pg/mL). Na analise estatistica verificou-se que os
animais do grupo TE ndo apresentaram diferenca
significativa na concentragao desta citocina em relagdo
ao grupo PIV e lA. Contudo para o grupo IA, os niveis
de TNF-o foram estatisticamente inferiores ao do
grupo PIV (p<0,05). Para 0 ensaio de IFN-y 55%
(11/20) das amostras do grupo TE, 40% (8/20) do
grupo PIV e 50% (10/20) das amostras do grupo A
analisadas apresentaram concentragdo desta citocina
abaixo do limite de detecgéo do teste (4,7pg/mL).

Realizou-se a analise estatistica e ndo foi observada
diferenca significativa entre a concentragdo do IFN-y,
nos diferentes grupos estudados (p>0,05). Para 0 ensaio
de IL-6 a amostra 15 e a amostra 18 do grupo PIV
apresentaram uma concentragdo de 2227,47pg/mL e
2686,30pg/mL, respectivamente. As demais amostras
de liquido amnidtico analisadas apresentaram
concentragdo desta citocina abaixo do limite de
deteccdo do teste (8,6pg/mL). No ensaio de IL-8 a
amostra 15 do grupo PIV apresentou uma concentragéo
de 577,6pg/mL. As demais amostras de liquido
amnidtico analisadas apresentaram concentragdo desta
citocina abaixo do limite de deteccao do teste

(3,5pg/mL).
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Figura 1 - Dot plot da concentragio de TNF-a
(pg/mL) no liquido amnidtico de bezerros Nelore
colhido no momento do parto do grupo 1 (TE), grupo 2
(PIV) egrupo 3 (1A).
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Figura 2 - Dot plot da concentragdo de IFN-y (pg/mL)
no liquido amnidtico de bezerros Nelore colhido no
momento do parto do grupo 1 (TE), grupo 2 (PIV) e
grupo 3 (1A).

DISCUSSAO

Os resultados foram discutidos considerando o
grupo 1A como controle, uma vez que os embrides de
producdo in vitro e 0s da técnica de transferéncia
convencional passam por um manuseio antes da
inovulagdo para as receptoras, fato que ndo ocorre na
IA.

O TNF-a foi detectado em todos os animais desse
experimento. A exemplo da espécie humana, essa

citocina, em concentracio adequada, participa do
mecanismo do desencadeamento do parto normal.
Contudo, segundo a literatura consultada a elevada
concentragdo de TNF-o, no liquido amniotico de
humanos, ¢ descrita como sendo o melhor indicador
para o desenvolvimento de septicemia neonatal. Nesse
estudo as concentragdes de TNF-a no grupo PIV e TE
foram semelhantes, porém muito superiores ao do
grupo |A. Apesar disso, esse aumento significativo nao
foi condizente com o desenvolvimento de septicemia
neonatal, uma vez que todos os bezerros foram
acompanhados durante o periparto e nenhum animal
apresentou  sintomatologia clinica de septicemia ou
veio a obito no periodo de avaliagdo. Contudo, em
humanos BAUD et a. (1999) e PARK et a. (2004)
relataram um aumento significativo nas concentragdes
dessa citocina no liquido amnidtico de recém-nascidos
gue desenvolveram septicemia pos-parto  quando
comparadas com as criangas saudaveis. Uma provavel
explicagdo para o fato € que por ndo haver relato na
literatura de valores padrao para TNF-a no liquido
amnidtico de gestagdo normal em bovinos e os valores
descritos nesse experimento para o grupo PV podem
ser significativamente superiores a0 do grupo 1A,
porém ainda dentro de uma faixa aceitavel durante o
trabalho de parto.

O IFN-y ¢ uma citocina Thl que quando associado
a0 TNF-o provoca a inibi¢do do desenvolvimento
embrionario e fetal, além de ser citotoxico para células
embrionarias, em roedores (SUFFYS et al., 1989).
Pretendia-se realizar uma comparagdo entre os niveis
de INF-y com os de TNF-a. no liquido amniético dos
bezerros para avaiar esse sinergismo citado na
literatura, porém apenas 45% das amostras do grupo
TE 60% do grupo PIV e 50% das amostras do grupo 1A
analisadas apresentaram concentragdo desta citocina
acima do limite de detecgdo do teste ¢ na andlise
estatistica ndo foi verificada diferenca significativa
Esse fato indica que todos os animais estavam em
Situagido semelhante em relagdo ao INF-y ndo exibindo
esse sinergismo com o TNF-o para o0s bovinos
estudados.

A IL-6 pertencente ao grupo das citocinas Th2 que
na maioria das vezes antagonizam as ac¢oes das Thl, s6
foi detectada em duas amostras do grupo PIV, sem uma
explicagdo plausivel, pois essas amostras ndo
apresentavam as maiores concentracdes de TNF-o
(441,60 e 343,10pg/mL) nem de IFN-y (21,25 e
32,20pg/mL) dentre as amostras analisadas.

A auséncia de IL-8 no liquido amnidtico dos
bezerros ¢ mais aceitavel, pois essa citocina ¢
guimiotaxica e uma das ultimas a serem acionadas na
cascata, uma vez que s6 sdo liberadas na persisténcia
do antigeno.

Os resultados desse experimento podem  ser
adotados como padrdes para gestagdo normal de
bovinos, uma vez que, ndo ha relato desses na
literatura. Entretanto novas pesquisas na area da
imunologia da gestacdo se fazem necessarias para
descrever o papel das citocinas tanto na manutengio da
gestagdo como no desencadeamento do trabalho de
parto para espécie bovina.
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