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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo comparar a composi¢cao bioquimica
e as concentracoes de testosterona e progesterona no liquido amniético de fetos
bovino da raca Nelore produzidos por fecundagéo in vivo, fecundacgédo in vivo com
transferéncia de embrido (TE) e producéao in vitro (PIV). Os problemas fetais obser-
vados ao momento do parto e pds-parto imediato em animais oriundos de PIV e a
escassez de pesquisas que determinem a composi¢ao do liquido amnidtico associa-
da aos trés sistemas de producdo embrionaria permitiram o desenvolvimento deste
trabalho. Utilizaram-se 60 animais divididos em: grupo Ol - vacas Nelore gestando
bezerros oriundos de inseminacgéao artificial (IA) (n=20); grupo 02 - receptoras ges-
tando bezerros Nelore provenientes de inovulagoes de embrides oriundos de doado-
ras superovuladas pelo método convencional (n=20); grupo 03 - receptoras de em-
brides gestando bezerros Nelore originados de inovulacdes de embrides oriundos de
doadoras pelo método de aspiracdo folicular (n=20). No momento do parto, apés a
visualizacédo das bolsas, colheram-se 15mL de liquido amniotico por punc¢édo da bol-
sa com agulha e seringa adequadas. As amostras foram processadas e analisadas
no servico de laboratorio clinico do Departamento de Clinica Veterinaria da
FMVZ/UNESP de Botucatu-SP e no Laboratorio de Endocrinologia do departamento
de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria. Para andlise bioquimica foram utili-
zados Kits comerciais seguindo a técnica recomendada pelo fabricante. A dosagem
hormonal de progesterona (P4) e testosterona (T) foi determinada por meio de radio-
imunoensaio em fase sélida com a leitura realizada em contador Gama Count Cobra
II. Os dados obtidos na avaliacéo bioquimica e no perfil hormonal foram submetidos

a analise de variancia (ANOVA) e, uma vez demonstrada diferenca estatistica por
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esse teste aplicou-se o Método de Tukey, com 5% de nivel de significancia. Os re-
sultados obtidos na analise bioquimica no momento do parto nos trés grupos foram:
as médias de glicose (4,4mg/dL para IA; 6,7mg/dL para TE e 4,4mg/dL para PIV) e
proteina total (0,27g/dL para IA; 0,36g/dL para TE e 0,45g/dL para PIV) nédo diferiram
entre os trés grupos; os valores de uréia dos grupos TE (38,3mg/dL) e PIV
(40,3mg/dL) foram superiores ao grupo de IA (28,1mg/dL); a concentracao de creati-
nina foi maior no grupo PIV (8,0mg/dL), porém o grupo de TE (5,9mg/dL) apresentou
resultado semelhante ao grupo de IA (5,2mg/dL) e PIV; para gama-
glutamiltransferase (GGT) a média do grupo IA (35,0Ul/L) foi superior ao grupo de
PIV (17,2UI/L), e o grupo de TE (22,6Ul/L) obteve resultado similar ao grupo de IA e
PIV. Em relacdo aos eletrélitos dosados, o sddio nos grupos IA (74,4mmol/L) e TE
(77,7mmol/L) apresentou menor valor em relagcdo grupo PIV (94,8mmol/L); a concen-
tracdo média de cloreto ndo diferiu entre o grupo IA (101,1mmol/L) e TE
(88,8mmol/L), porém esses foram superiores ao grupo PIV (63,7mmol/L) e para os
valores de potassio o grupo PIV (8,3mmol/L) obteve maior média em relacédo ao gru-
po TE (3,9mmol/L) sendo que no grupo IA (5,9mmol/L) encontrou-se valor semelhan-
te aos dois grupos. Na analise hormonal no momento do parto nao foi detectada di-

ferenca significativa para as concentracdes médias de testosterona e progesterona.

Palavras-chave: liquido amniético, analise bioquimica, dosagem hormonal, Nelore,

bovino.

ABSTRACT
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The present work had for objective to compare the biochemical
composition and the concentrations of testosterone and progesterone in the amniotic
fluid of fetuses of the Nelore cows produced by in vivo fecundation, in vivo
fecundation at embryo transfer (ET) and in vitro production (IVP). The fetal problems
observed at the delivery moment and at the immediate post-partum in animals
originating from IVP and the shortage of researches that determine the composition
of the amniotic fluid associated to the three systems of embryonic production allowed
the development of this work, adding results to the studies that are being done by
other researchers with the placenta of IVP animals. Sixty animals were used divided
into 3 groups: Group 1 - Nelore cows pregnant with calves conceived by artificial
insemination (Al) (n=20); Group 2 — receptor cows pregnant with Nelore calves
provement from superovulation of embryo donors (n=20); Group 3 — receptor cows
pregnant with Nelore calves obtained by in vitro production after follicular aspiration
(n=20). At the delivery moment, after the visualization of the sacs, 15mL of amniotic
liquid were collected by puncture. The samples were processed and analyzed in the
service of clinical laboratory of the Department of Veterinary Clinic of FMVZ/UNESP
of Botucatu-SP and in the Laboratory of Endocrinology of the department of Animal
Reproduction and Veterinary Radiology. For biochemical analysis commercial kits
were used following the technique recommended by the manufacturer. The hormonal
determinaton of progesterone (P4) and testosterone (T) was performed through
radioimmunossay (RIA) in solid phase with the reading accomplished in accountant
Gama Count Collects Il. The data obtained in the biochemical evaluation and in the
hormonal profile were submitted to the variance analysis (ANOVA) and, once

demonstrated a statistic difference by that method the Tukey test was applied, with a
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5% of level significancy. The results obtained in the biochemical analysis in the
delivery moment in the three groups were: the mean concentration glucose and total
protein didn't differ among the three groups; the mean values of urea of the groups
ET and IVP were higher than the group of Al; the mean concentration of creatinine
was higher in the group IVP, however the of the result group ET was similar to the
group of Al and IVP; for gamma-glutamyltransferase (GGT) the mean of the group Al
was higher than the group IVP, and the group ET showed similar result to the group
of Al and IVP. In relation to the electrolytes, the mean concentration of sodium of the
group Al and ET was smaller than the group IVP; the mean concentration of chloride
didn't differ among the group Al and ET, however those were higher than the group
IVP. The mean concentration of potassium the group IVP obtained higher than the
group ET and group Al the mean concentration was similar to the two groups. There
was not significant difference detected for the mean concentrations of testosterone

and progesterone in the delivery moment.

Keywords: amniotic fluid, biochemical profile, hormonal concentration, Nelore,

bovine
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1. INTRODUCAO

Com as pressoes impostas pela globalizacdo e o aumento da competitivi-
dade, tornou-se essencial que a pecuéria de corte brasileira buscasse o aumento da
eficiéncia reprodutiva e produtiva. Sendo assim, o ganho genético nos ultimos 20
anos deve-se, basicamente, ao aumento da intensidade e acuracia da selecédo das
racas. O impulso inicial para a selecdo em bovinos foi dado pela inseminacéao artifi-
cial (IA) e pelos programas de teste de progénie e posteriormente, pela transferéncia
de embrides (TE). Incremento ainda maior pdde ser obtido com o desenvolvimento
da técnica de producéo in vitro (PIV) e sua incorpora¢éo no setor produtivo.

A técnica de transferéncia de embrides bovinos no Brasil foi difundida a
partir da década de 80 e sua importancia basica para a producdo animal consiste na
possibilidade de uma fémea produzir um nimero de descendentes muito superior ao
gue seria possivel obter fisiologicamente durante a sua vida reprodutiva. Para o me-
lhoramento zootécnico, ela € um importante instrumento, pois acelera e confere mai-
or precisdo no processo de selecdo animal. Além disso, a TE pode ser empregada
para obter descendentes de animais com disturbios reprodutivos adquiridos sem co-
notacao genética, impedindo em alguns casos o descarte precoce de fémeas gene-
ticamente superiores (REICHENBACH et al., 2002).

A producéo in vitro (PIV) vem apresentando avancos consideraveis e esta
sendo incorporada aos projetos de producdo. Com o desenvolvimento do método
de puncao folicular, tornou-se possivel & recuperacdo de odcitos de fémeas para
fecundacdo in vitro (FIV), abrindo novos caminhos para a multiplicacdo de animais
de interesse econdmico superando os atuais indices da transferéncia de embrides
cladssica no que diz respeito ao nimero de bezerros/vaca/ano. Esta técnica pode ser

utilizada em animais jovens, senis, gestantes ou lactantes e animais com problemas
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de fertilidade adquiridos (TERVIT, 1996; GOODHAND et al., 1999; MALARD et al.,
1999; TANEJA et al., 2000).

O Brasil supera qualquer pais do mundo nessa biotecnologia de reprodu-
cao de bovinos e a estimativa € que para cada dois nascimentos por PIV no mundo,
um ocorre em territorio brasileiro. A PIV serve também para pesquisar fenbmenos
bioldgicos que ocorrem durante a maturacdo, fecundacédo e cultivo in vitro de oéci-
tos, além de eventos relacionados ao inicio do desenvolvimento embriondrio na fase
de pré-implantacdo (GONCALVES et al., 2007).

O uso comercial em larga escala e sem critérios da técnica de PIV em bo-
vinos podem estar relacionados a disturbios no terco final da gestacado, como bezer-
ros com maior peso ao nascimento (Sindrome do bezerro gigante), periodo de ges-
tacao prolongado, aumento na incidéncia de abortamentos, aumento da mortalidade
perinatal e aumento de anormalidades congénitas (LEIBFRIED-RUTLEDGE, 1999;
WAGTENDONK-DELEEUW et al., 2000).

Tendo em vista, a inconsisténcia dos resultados, a incidéncia de proble-
mas fetais ligados ao momento do parto e pés-parto e a escassez de pesquisas que
determinem a composi¢cao do liquido amnidtico comparando os diferentes sistemas
de producdo embrionaria, este trabalho teve como objetivo, avaliar a composicéo
bioguimica e hormonal do liquido amniético de bezerros produzidos in vivo, in vivo

com transferéncia de embrides e produgao in vitro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Membranas e liquidos fetais

O utero gravidico € uma estrutura Unica devido a sua organizagcédo e com-
plexidade dos seus componentes. Os pesquisadores e obstetras sempre questiona-
ram a funcéo dos envoltérios fetais e papel dos fluidos e seus anexos. Relatos sobre
a origem, funcéo e composicédo nos seres humanos fornecem informagdes importan-
tes sobre a fisiologia materno-fetal (DORAN et al., 1970; WILLIAMS, 1993).

Quando o trofoblasto entra em contato ou se fixa no endométrio (17 a 20
dias) com o objetivo de realizar trocas fisiologicas, ocorre a formacao da placenta e
dos envoltérios fetais (28 dias), compreendendo o d&mnion, saco vitelinico, alantoide
e corion (PERRY, 1981).

O crescimento fetal necessita de elementos organicos e inorganicos e
com a analise dos fluidos fetais torna-se possivel uma melhor compreensao de todo
processo bioquimico que envolve a formacdo e o metabolismo do concepto
(KJELDSBERG & KNIGHT, 1993).

Os liquidos fetais sdo estudados com objetivo conhecer a fisiologia da
gestacdo, acompanhar a viabilidade fetal, determinar o sexo do feto e possiveis a-
berracdes cromossémicas (DOMINGUES et al., 1990).

As mudancas dos constituintes bioquimicos do fluido amnidtico associa-
das a idade gestacional em ovinos foram estudadas por Assali et al. (1968). Até os
dias atuais ndo existem dados que descrevam totalmente a composicao e as modifi-
cacoes do liquido amniético na espécie bovina.

O amnio forma-se cerca de 13 a 16 dias ap0s a concep¢ao em vacas e

ovelhas. Torna-se uma bolsa de parede dupla que contorna completamente o feto,
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exceto no anel umbilical. A membrana amnidtica é transparente e consideravelmen-
te resistente e seu conteudo é de coloracdo amarelo claro a pardo e viscoso, perfa-
zendo um volume final de 2 a 8 litros para a espécie bovina. O alantoide aparece 14
a 21 dias apos a fertilizagdo como uma protuberéancia do intestino embrionario poste-
rior, € nos bovinos, a bolsa alantoideana apresenta coloragéo relativamente escura,
com reflexos azulados e contetdo aquoso de coloragdo amarelo ambar, com aspec-
to transparente perfazendo um volume final de 4 a 15 litros (GRUNERT & BIRGEL,
1984).

Para a obstetricia veterinaria, os liquidos fetais sdo importantes por cau-
sar distensdo do Utero e, a partir dai, possibilitar o diagnéstico de gestacéo precoce
por palpacao retal, com 35 dias em bovinos (ARTHUR, 1969).

Na espécie bovina, Hammond (1927) relatou que ocorre um pequeno au-
mento no peso do fluido fetal bovino apds o quinto més de gestacdo. Observou um
peso de 6510 gramas até o quinto més e 6840 gramas até o oitavo més gestacional.
Bergmann (1922) citou para os mesmos periodos gestacionais 7600 gramas e 9100
gramas, respectivamente. Sweet et al. (1948) observaram pesos de 10084 gramas
aos 226 dias; 11907 gramas aos 255 dias e 15536 gramas aos 276 dias.

Arthur (1957), em um estudo sobre fluidos fetais de bovino baseado no
exame de fetos de 74 vacas variando entre 30 a 284 dias de gestacao, definiu que a
guantidade de fluido fetal aumenta progressivamente durante a gestacéo e o volume
ao final da gestacéo (15 a 20 litros) pode ser até cinco vezes maior do que o encon-
trado ao final do quinto més de gestacdo. Aumentos abruptos na quantidade total
ocorrem entre 40 e 65 dias, entre 105 dias e 120 dias e entre 6,5 meses a 7,5 me-

Ses.
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Além disso, os liquidos fetais permitem ao feto adotar situacao eutécica
para o parto (HAFEZ & HAFEZ, 2000), protegem contra traumatismo, desidratacdo e
variacOes de temperatura, permitem o crescimento do feto e seus movimentos sem
prejudicar o utero, promovem a dilatacdo do cérvix, vagina e vulva durante o parto;
aumentam a lubrificacdo da vagina apés o rompimento das bolsas facilitando a pas-
sagem do produto, apresentam papel bactericida e evitam aderéncias (GRUNERT &
BIRGEL, 1984; PRESTES & LANDIM-ALVARENGA, 2006).

O fluido amniético representa um meio de protecao para o feto e lhe per-
mite, em um estado de gestacdo mais avancado, efetuar as rotacdes necessarias
para a adaptacdo a posicdo mais favoravel para o parto. S&o notérias as proprieda-
des lubrificantes atribuidas ao fluido amnidtico da gestacdo a termo, facilitando a
passagem do feto através do canal do parto (ROBERTS, 1986). O papel mais im-
portante € de ordem nutricional, formando parte integrante do sistema circulatério
fetal. Deglutido pelo feto, entra na constituicdo do mecoénio, contribui na producéo de
liquidos intra e extracelulares dos tecidos fetais e passa pela circulacdo sanguinea e
linfatica para terminar na placenta. Protege o feto contra choques externos, previne
aderéncias e promove dilatacéo cervical (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

Dentre as funcbes do fluido alantoideano pode-se destacar armazena-
mento de produtos que o feto excreta e que nao se difundem para a mée, manuten-
cao da pressdo osmotica entre a circulacdo materno-fetal e prevencao da desidrata-
cao do concepto (ROBERTS, 1986; HAFEZ & HAFEZ, 2000).

De acordo com Baetz et al. (1976), a unidade feto-placentaria € um siste-
ma dinamico, com constantes trocas de agua e constituintes do fluidos fetais e a cir-

culacdo materna. Os metabdlitos produzidos pelo feto durante seu desenvolvimento
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sao eliminados por meio das trocas realizadas entre a placenta materna e a placenta
do concepto.

O liquido amnidtico dos animais domesticos € considerado como produto
de secrecao das paredes ou folhetos amnidticos, bem como pela saliva, secrecao
nasal do feto e, temporariamente, por urina eliminada pela uretra. O volume deste
fluido é regulado por degluticdo do feto e tal ocorréncia é observada em todas as
espécies domeésticas. Os principais componentes do fluido amniético sdo: mucina,
pequenas quantidades de K, Mg, glicose, creatinina, lipidios e proteinas, acido Urico
e uréia. Por outro lado, contém grandes quantidades de Na, ClI, P, frutose, horm6é-
nios (estrégeno e progesterona). O controle da excrecdo de sddio e potassio pela
urina é regulado pelos mineralocorticéides produzidos pela glandula adrenal fetal,
aumentando as concentracdes de potassio e diminuindo as concentracdes de sddio
na urina, sendo um indicativo da maturidade renal (PRESTES et al., 2001). Segundo
Evrard et al. (1997), na espécie ovina, a concentracdo de sodio e cloreto no liquido
amniético depende das secrecdes orais e nasais do feto durante a gestacao.

O feto esta envolto diretamente pelo fluido amnidtico, por isso podem ser
encontrados pélos, células epiteliais, restos de escamacdo cutanea e, nos fetos
traumatizados, ha possibilidades da presenca de mecénio (GRUNERT & BIRGEL,
1984).

O liquido alantoideano é de origem renal geralmente composto pela urina
fetal, com pequenas quantidades de Na, Cl e glicose e altas quantidades de K, Mg,
Ca, frutose, creatinina, acido urico e uréia (BAETZ et al., 1976; BASHA et al., 1980;

SIMOES, 1984; ROBERTS, 1986; HAFEZ & HAFEZ, 2000).

Segundo Strayer (1995), as proteinas sdo essenciais para todos 0s seres

vivos, dentre suas funcdes principais estao: a catalise enzimatica, transporte e ar-
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mazenamento de moléculas e ions, sustentacdo mecanica, protecao imunitaria, ge-
ragao e transmisséo dos impulsos nervosos e controle do crescimento da célula. As
proteinas do feto sdo sintetizadas na placenta ou no proprio organismo a partir de
aminoacidos da mae. As membranas fetais séo ativas na sintese de proteinas sendo

que nos fluido fetais elas tém origem urinaria.

De acordo com Hervey & Slater (1967) e Votta (1975) a creatinina € um
dos elementos bioguimicos mais estudados para determinar a maturidade fetal e
suas variacdes durante a gestacdo. Sua presenca € explicada pela simples difuséo,
por diferenca de gradiente, pelos corioamnios (corddo umbilical, mucosa digestiva e
mucosa bronquial) em ambas as direcdes. Esta € uma substancia nitrogenada nao
protéica excretada pela filtracdo glomerular, que atravessa totalmente esta membra-
na, de onde se pode concluir que a maturidade renal aumenta sua concentracdo no
liquido amniotico. A determinacéo da concentracdo de uréia tem sido usada na ava-
liacdo da funcdo renal juntamente com a creatinina, tanto em medicina veterinaria

como na humana.

A glicose é o principal aglcar sanguineo do feto, sendo, portanto a mais
importante fonte de energia. A maior parte da glicose utilizada pelo feto é fornecida
pela mée, sendo minima a producdo enddégena. Porém, o concepto pode sintetizar,
pela glicogénese: frutose, galactose ou pela gliconeogénese: piruvato, lactato e ala-
nina. A concentracdo de glicogénio placentario é elevada durante o inicio da gesta-
¢éo, decrescendo com o seu avango. A medida que isto ocorre, o feto comega ter
sua proépria glicogénese e passa a armazenar o glicogénio na forma de reserva he-

patica (REZENDE & MONTENEGRO, 1995).
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Baetz et al. (1976) encontraram na espécie bovina uma concentracao
meédia de 6,8mg/dL de glicose, 22,2mg/dL de uréia, 7,1mg/dL de creatinina, 0,14g/dL
de proteina total, 124,5mEq/L de sddio, 5,7mEg/L de potassio e 109mEg/L de cloro
no liquido amniotico de fetos oriundos de abatedouro entre 120 e 245 dias de gesta-
céo.

De acordo com Aidasani et al. (1992), na espécie caprina, o liquido am-
niético apresenta uma concentracao de glicose de 180,40mg/dL, de proteina total
de 164,32mg/dL e de creatinina 15,88mg/dL. Contudo Chauhan et al. (1992) rela-
taram uma concentracdo de 310,00mg/dL e de 20,70mg/dL de proteina total e
creatinina, respectivamente, em cabras. Esses mesmos autores encontraram no li-
quido amnidtico uma concentragdo média de 67,17mEg/L de sodio e de
15,33mEq/L de potassio no terco final da gestacao. Prestes et al. (2001) relataram
as concentracdes médias dos componentes bioquimicos do liquido amniético de fe-

tos ovinos em trés fases da gestacédo, conforme descrito na tabela 01.

Tabela 01: Valores médios de alguns constituintes do fluido amniético ovino durante

trés estagios de gestacao.

Constituintes 70 dias 100 dias 145 dias
pH 8,36 7,54 7,37
Glicose (g/dL) 16,06 8,58 3,79
Uréia (mg/dL) 42,68 33,53 25,49
Creatinina (g/dL) 0,85 5,04 11,25
Gama GT (UI/L) 12,58 14,20 12,30
Sodio (mmol/L) 146,50 129,42 103,85
Potassio(mmol/L) 9,79 6,15 8,65
Cloro (mmol/L) 96,59 85,28 65,35
Proteina (g/dL) 0,14 0,23 0,24

Fonte: Prestes et al., 2001
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Brace et al. (2004) avaliando ovelhas de gestacdo simples determinaram
a concentragdo de alguns constituintes bioquimicos do fluido amniético como
126,6mmol/L de sodio, 5,46mmol/L de potassio, 100,9mmol/L de cloro e 0,28mmol/L
de glicose. Valores semelhantes foram descritos por Gagnon et al. (2002) sendo
120,3mmol/L de sédio, 7,3mmol/L de potassio, 99,3mmol/L de cloro e 0,30mmol/L de
glicose e por Dickson & Harding (1994) sendo 117,2mmol/L de s6dio e 96,5mmol/L
de cloro no liquido amniético de fetos da espécie ovina no final da gestacédo. Esses
dados sugerem que ocorrem trocas entre os fluidos fetais aumentando a osmolari-
dade do liquido amniético.

Ainda em ovelhas, Mellor & Slater (1971) analisando o fluido amniético no
final da gestacdo, encontraram uma concentracdo média de 141mEg/L de sodio,
5,8mEQ/L de potéassio, 105mEqg/L de cloro e 4,55mmol/L de uréia.

Kochhar et al. (1997) relataram que o fluido amniético de potros no mo-
mento do parto possui, em média, 0,91g/dL de proteina total, 19,38mg/dL de creati-
nina, 146,00mEg/L de sodio, 9,2mEg/L de potassio e 20,1mg/dL de glicose.

Reddy et al. (1995) analisaram as mudancas bioquimicas do liquido am-
niético de ovinos e atribuiram os baixos niveis de proteina no liquido amniético a
auséncia de fibrinogénio e de outras proteinas ligadas ao mecanismo de coagulacao
sanglinea. As proteinas sollveis aumentariam significativamente do primeiro ao
quarto més de gestacdo. A atividade da fosfatase &cida aumentaria durante os pri-
meiros trés meses de gestacdo devido a liberacéo de ions de fosforo e a diminuicao
dos niveis no quarto més ocorrendo devido a rapida utilizacdo dos ions de fésforo
para o desenvolvimento do sistema esquelético fetal (REDDY et al., 1995). Os ni-
veis de fosfatase alcalina exibiriam uma tendéncia nao significativa de variagao du-

rante o periodo gestacional. Dados similares foram encontrados em bovinos por
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Baetz et al. (1976) e em humanos por Lim & Paul (1987). Niveis de aminoacidos
livres no fluido amni6tico aumentariam do primeiro ao terceiro més de gestacao e
diminuiriam durante o terceiro més (WALES & MURDOCH, 1973). As diferencas
nos niveis totais de carboidratos presentes no liquido amniotico de ovelhas nao se
alterariam significativamente. O decréscimo nas concentracdes de glicose observa-
das durante o terceiro e quarto més de gestacdo poderiam ser devido ao aumento
no consumo de fluido amnidtico conseqiiente ao desenvolvimento do reflexo de de-
gluticdo. O aumento progressivo no total de lipideos do fluido amniético foi evidente
do primeiro ao quarto més de gestacéo (REDDY et al., 1995).

Estudos sobre a esteroidogénese fetal gonadal e as concentragbes de
hormonios esterdides nos fluidos fetais nas diferentes espécies de animais tém sido
relatados na literatura com pouca frequéncia (DOMINGUES et al., 1990). Bongso e
Basrur (1975) relataram que a diferenca na concentracdo de esteréides nos fluidos
fetais pode ser usada para identificar o sexo fetal através da técnica de amniocente-
se.

De acordo com Domingues et al. (1990), os niveis de testosterona no flui-
do amniotico sdo maiores nos fetos macho em relacdo aos fetos fémea durante toda
a gestacdo. Esses pesquisadores descreveram que devido ao contato do liquido
amnidtico e o feto, as concentracdes de testosterona secretada pelos testiculos fetal
sdo maiores nesse fluido do que no alantoideano. Essa diferenca entre os fluidos se
deve pela necessidade do feto macho em manter niveis elevados de testosterona,
pois ha grande necessidade desse horménio durante o periodo de diferenciacao se-
xual.

Maia et al. (2004) encontraram no fluido amnidtico de bovino uma concen-

tracdo média de testosterona de 51,80+3,62ng/dL para fetos machos e
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26,60+5,40ng/dL para fetos fémeas no terco final da gestacdo. A concentracdo mé-
dia de progesterona no fluido amniotico de fetos machos foi de 1,3+0,14ng/mL e de

1,5£0,22ng/mL para fémeas.

2.2. Técnica de colheita por amniocentese

A amniocentese, colheita do liquido amniético por aspiracdo transvaginal,
€ um procedimento amplamente conhecido e utilizado na espécie humana, para mo-
nitorar a viabilidade e maturidade fetal, determinar precocemente o sexo do feto, pa-
ra estudos placentarios, para diagndstico de anomalias cromoss6micas, para estimar
a maturidade pulmonar, detectar a presenca de bactérias e efetuar diagnésticos de
distarbios bioquimicos (PRESTES & LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Com o advento da técnica de transferéncia de embriées como préatica de
rotina comercial em rebanhos bovinos, adicionada ao desenvolvimento da técnica de
amniocentese foi possivel ndo s6 fazer a determinacdo do sexo bem como o diag-
nostico de defeitos citogenéticos no feto (GARCIA & SALAHEDDINE, 1997).

A metodologia é relativamente simples até o quarto més de gestacao
(ROBERTS, 1971). ApOs esse periodo a manipulacdo via retal do utero e localiza-
cao do envoltorio fetal é dificultada.

A utilizacdo da técnica de amniocentese requer avaliacdo de diversos fa-
tores: possibilidade de danos a mae, danos ao feto durante a gestacdo, complica-
cOes no periodo perinatal, anormalidades manifestadas durante o nascimento e acu-
racia do diagnostico. Existem especulacfes sobre os riscos de abortamento e mal
formacdes congénitas decorrentes da utilizacdo da técnica, que poderiam ser mini-

mos com a manipulacao apropriada do feto (BONGSO & BASRUR, 1975).
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2.3. Perdas embrionérias e fetais de embriées produzidos in vivo

Pouco é conhecido sobre a incidéncia de abortamento em bovinos em
gestacdes provenientes de inseminacao artificial e transferéncia de embrides (LEIBO
& RALL, 1989). Entretanto um estudo retrospectivo realizado por King et al. (1985)
demonstrou que as taxas de abortamento em gestacOes provenientes do processo
de TE, encontravam-se em torno de 5,3% para os sete primeiros meses. Uma perda
adicional de 2,7% ocorreu dos sete meses até o momento do nascimento, totalizan-
do uma perda de 8%. No mesmo trabalho foi observado que 13% de 223 gestacdes
em vacas expostas a amniocentese culminaram em abortamento espontaneo.

Em bovinos, as maiores taxas de perdas durante a gestacdo sao no peri-
odo embrionério (1° ao 42° dia), quando comparadas ao periodo fetal (42° ao 280°
dia) ou periodo neonatal (parto ao 28° dia de vida) de acordo com Hubbert, (1974).
Especificamente, a morte embrionéria precoce entre o dia oito e dezoito de prenhez
responde por aproximadamente 40% de todas as perdas gestacionais (AYALON,
1978; DISKIN & SREENAN,1980). Nesse periodo, a perda esta relacionada com o
reconhecimento materno da gestacao e liberacéo do interferon-tau (ROBERTS et al.,
1999).

Na TE, além da utilizacdo da IA, ha a necessidade da transferéncia dos
embrides colhidos para o trato reprodutivo de fémeas receptoras. O estabelecimen-
to de gestacbes em receptoras € um evento multifatorial que envolve interacdes
hormonais, bioquimicas e fatores fisioldgicos. Os fatores que podem influenciar o
sucesso das gestacdes em programas de transferéncia de embrides produzidos in
vivo incluem sincronizacdo do estagio de desenvolvimento embrionario com o ciclo
estral de receptoras, numero de embrides transferidos, qualidade dos embrides,

condic@es fisiologicas, reprodutivas, corporais e tamanhos das receptoras e a técni-
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ca de transferéncia empregada (BETTERIDGE & LOSKUTOFF, 1993; HASLER et
al., 1987), além dos fatores ambientais como o estresse calérico (PUTNEY et al.,
1989).

Um trabalho realizado por King et al. (1985) revelou que as perdas fetais
nos tercos médio e final da gestacéo néo foram influenciadas pelo estagio embriona-
rio, qualidade do embrido, tempo entre a colheita e transferéncia, pela assincronia
entre as receptoras e as doadoras, resposta ovariana ao tratamento de gonadotrofi-
nas ou histérico de infertilidade. As perdas embrionarias e fetais destes embribes
produzidos in vivo podem ser devido a causas infecciosas, como metrite e ndo infec-
ciosas como cistos ovarianos e idade das doadoras.

Segundo King (1990), a frequéncia de anormalidades cromossomicas em
embrides resultantes de TE parecem ser elevadas e sdo as maiores causas de per-
das na gestacdo e podem responder por 20% do total das perdas embrionarias e
fetais. Estas anormalidades cromossdmicas podem ser originadas pela penetracéo
de mais de um espermatozolide (polispermia) durante o processo de fertilizacao.
Esse mesmo autor realizou a cariotipagem de 683 embrides bovinos, sendo que
10,4% apresentaram cariotipos anormais embora a mae e 0 pai possuissem carioti-
pos normais. Vinte e cinco por cento destas anormalidades foram atribuidas a erros
gue ocorrem durante a meiose (estresse térmico) e setenta e cinco por cento duran-
te a fertilizacdo. Segundo Christianson (1992), as causas nao infecciosas sao res-

ponsaveis por mais de 70% das perdas embrionarias.

2.4. Perdas embrionérias e fetais de embrides produzidos in vitro
A multipla ovulagéo e TE tém sido utilizadas com éxito por varios anos pa-
ra aumentar o potencial de exploracdo de animais de genética superior. Entretanto,

nao se tem verificado progresso no aumento no numero de embridées de boa quali-
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dade para a transferéncia. Sabe-se também que repetidas superovulacdes podem
levar a problemas reprodutivos nas doadoras. Por outro lado, devido a recentes a-
vancos na PIV, esta técnica tem sido utilizada comercialmente por algumas empre-
sas com resultados inconstantes. O principal objetivo da PIV comercial visa a ob-
tencdo de embrides viaveis de fémeas que ndo estdo mais aptas a produzirem des-
cendentes pelas técnicas convencionais, como em vacas doadoras que apresentam
infertilidade provocada pelo tratamento com gonadotrofinas ou por distirbios patolo-
gicos no sistema reprodutor feminino. Fémeas a partir dos seis meses de idade,
gestantes até o terceiro més e mesmo poés-parto (duas a trés semanas) podem ser
utilizadas como doadoras na PIV. Outra vantagem da aspiragéo folicular guiada por
ultra-sonografia na PIV estd no fato de que ndo é necessario o uso de horménios
para a recuperacao de odécitos (GARCIA et al., 2003).

Apés a recuperacao dos odcitos por aspiracdo folicular, trés passos biol6-
gicos que ocorrem in vivo devem ser simulados in vitro para a producao de embri-
0es: maturacéo in vitro (MIV), fecundacao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). O de-
senvolvimento embrionario in vitro é avaliado no sexto dia de cultivo visualizando-se
a compactacao dos blastémeros e inicio da formacédo da blastocele, sendo que no
sétimo dia é feita a selecdo e avaliacao final dos embrides para a transferéncia a
fresco ou congelacdo (GARCIA et al., 2003).

Diferentes fontes de odcitos, técnicas de preparacdo espermatica, matu-
racao, fertilizacdo e cultivo embrionario sao fatores que influenciam diretamente o
desenvolvimento, producdo e qualidade embrionaria (FARIN et al., 2001). As taxas
de gestacdo com relacdo a producao in vitro de embries podem ser bastante in-
constantes. Esta inconstancia esta ligada a qualidade dos embrides, havendo inter-

feréncia das condic¢des de cultivo e meios usados durante todas as fases da PIV, da
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avaliacdo subjetiva e selecdo dos embrides para a transferéncia, além do estado
reprodutivo e nutricional das receptoras. As taxas de gestacdo aos 60 dias tém vari-
ado, em geral, entre 40 a 60% de acordo com o sistema de producao in vitro utiliza-
do pelos diferentes laboratérios (GARCIA et al., 2003).

A utilizagdo de meios de cultivo complexos como TCM 199 associada a
soro fetal bovino no cultivo de embrides bovinos € eficiente e utilizada na producdo
embrionéaria quantitativa, porém a utilizacdo de meios mais definidos (SOF) pode ser
mais eficiente para a qualidade do embrido (HASLER et al., 1995). Outros fatores
podem influenciar a sobrevivéncia de embrides produzidos utilizando o sistema in
vitro, incluindo a composi¢cdo do meio (THOMPSON, 2000), atmosfera gasosa
(WATSON et al., 1994), qualidade oocitaria e gendtipo embrionario (BLONDIM &
SIRARD, 1995).

Em contraste aos embrides bovinos produzidos in vivo, aqueles produzi-
dos in vitro possuem diversas caracteristicas Unicas de desenvolvimento. Os em
brides machos produzidos in vitro tendem a se desenvolver mais rapidamente em
relacdo aos embrides fémeas (YOUNG & FAIRBURN, 2000). Avaliacdes genéticas
realizadas durante o desenvolvimento embrionario ndo diferem na porcentagem de
machos e fémeas (50%) (AGCA et al., 1998). As morulas produzidas in vitro possu-
em compactacdo menos pronunciada em relagédo as produzidas in vivo (VAN SOON
et al., 1992a), granulacdes escurecidas em blastbmeros e menor espaco perivitelini-
co (VAN SOON et al., 1992b).

A influéncia do sistema de cultivo in vitro sobre o embri&o bovino e desen-
volvimento do concepto parece ocorrer logo apos a transferéncia. Tem-se observa-
do um significante aumento (2x) do tamanho do concepto detectado aos 10 dias

apos a transferéncia de blastocistos produzidos in vitro comparado com os produzi-
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dos in vivo (FARIN et al., 1999). Tal alteragdo pode estar relacionada a elevados
niveis de progesterona (GARRET et al., 1988) e amoénia (McEVOY et al., 1999) du-
rante o periodo inicial de cultivo in vitro. O desenvolvimento normal do feto bovino é
primariamente controlado pelo gendtipo fetal e juntamente com a placenta influen-
ciados pelo acasalamento, sexo e numero de fetos no Utero e ambiente uterino
(FERRELL, 1991).

As placentas resultantes de procedimentos in vitro tém apresentado defei-
tos de desenvolvimento, como menor niumero de placentdnios associados com a
diminuicdo do contato materno-fetal e prejudicando as trocas gasosas e de nutrien-
tes, ocasionando o estresse fetal, o qual pode resultar em abortamento (FARIN et
al., 2000; PRESTES, 2005).

Avelino et al. (2002) realizaram um experimento de aspiracdo folicular
guiada por ultra-sonografia e PIV em vacas de diversas ragas, obtendo uma taxa de
34,5% de gestacao aos 30 dias, sendo que por meio da sexagem fetal diagnosticou-
se uma incidéncia de 64% de machos. Houve uma taxa de mortalidade de 12% até
os 60 dias de gestacédo, e 9% de mortalidade pds-natal com quadro de dispnéia e
hipertermia. Neste experimento, esses autores observaram algumas anormalidades
placentarias, como hidroalantéide e menor nimero de placentdénios. Ao nascimento
constatou-se que 13% dos bezerros nascidos vivos apresentavam mais de 50Kg de
peso corporal, sendo dois destes xifopagos e um diplocéfalo. De acordo com Pres-
tes (2005), algumas anormalidades séo descritas em prenhez provenientes de em-
brides de PIV como gestacdo prolongada, anormalidades congénitas, produtos ab-
solutos grandes e maiores taxas de abortamento e de mortalidade do neonato. Ta-
xas de abortamento de 7 a 13% tém sido relatadas para receptoras de embrides

produzidos in vitro no terco médio e final de gestacdo (HASLER, 2000) e, em alguns
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trabalhos as perdas chegam a 20% ou mais (THOMPSON et al., 1998). Li et al.
(2005) descreveram que a homeostase eletrolitica esta comprometida em menor ou
maior grau sugerindo problemas na atividade renal fetal dos produtos de PIV.

Uma vez estabelecida a gestacao, as perdas durante o primeiro trimestre
podem chegar a 10 a 12% (GALLI et al., 2001). Todavia, os maiores problemas pa-
recem estar ligados ao momento do parto. Existem varios relatos descritos na litera-
tura de prolongamento da gestacdo, distocia, aumento de mortalidade pré-natal e do
peso corporeo. Todas estas alteracdes fazem parte da “Sindrome do bezerro gigan-

te” (YOUNG et al., 1998).
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente projeto foi avaliar a composi¢cdo bioquimica e as
concentracOes de testosterona e progesterona dos fluido amniotico de bezerros ori-

undos de inseminacao artificial, transferéncia de embrides e producao in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Colheram-se amostras de fluido amnidtico de 60 animais gestantes sen-
do: 20 animais da raca Nelore P.O. (puro de origem) e 40 animais, receptoras de
embrides sem raca definida (SRD). Os animais pertencentes a Fazenda Monjolinho
(Arandu - SP), Fazenda Campininha e a Fazenda Boi Verde (Avaré-SP), de sanida-
de comprovada e tendo recebido todas as vacinas preconizadas, foram divididos em
03 grupos:

- Grupo 01: n=20 vacas gestantes (Nelore), bezerros oriundos de inseminacéao artifi-
cial (1A).

- Grupo 02: n=20 vacas gestantes (receptoras), bezerros Nelore PO originados de
inovulacdes de embrides oriundos de doadoras superovuladas pelo método conven-
cional (TE).

- Grupo 03: n=20 vacas gestantes (receptoras), bezerros Nelore PO originados de
inovulacdes de embrides oriundos de doadoras pelo método de aspiracdo folicular
(PIV).

As doadoras da raca Nelore, com idade variando entre 3 a 8 anos, foram
mantidas em piquetes recebendo suplementagdo mineral e 4gua ad libitum. Todos
os procedimentos do uso da biotecnologia especifica a ser utilizada foram executa-
dos por médico veterinario ou empresa privada especializada em transferéncia de
embrides (TE) ou producéo in vitro de embrides (PI1V). As receptoras de embrides,
com idade variando entre 1,5 a 4 anos, foram mantidas em piquetes recebendo sila-

gem de milho, suplementacdo mineral e agua ad libitum.
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Proximo ao parto, os animais foram transferidos para piquetes-
maternidade. Todos os partos dos animais do experimento foram observados (figura
01). Todos os animais do grupo PIV tiveram seus partos induzidos com 10mg de
flumetazona (Flucortan®, Fort Dodge) IM aos 285 dias de gestacdo, as receptoras
que nado responderam a essa indugéo receberam 10mg de dexametasona (Azium®,
Shering Pough) IM aos 292 dias. Durante a fase de expulsdo e ap0s a ruptura do
alantocérion, executou-se a puncdo do amnion para a colheita de um volume de
15mL de liquido utilizando-se agulhas (40x12) e seringas (20mL) descartaveis da
marca BD Precision Glide® e Plascalp®, respectivamente.

O material foi depositado em tubo plastico de 15mL e imediatamente con-

gelado em freezer (-20°C) para posterior analise laboratorial.

4.2. Analises Laboratoriais

As analises bioguimicas das amostras de liqguido amniotico, colhido nos
trés grupos, foram realizadas no laboratorio clinico do Departamento de Clinica Ve-
terinaria da FMVZ/UNESP-Botucatu. As dosagens hormonais foram realizadas no
Laboratodrio de Endocrinologia do Departamento de Reproducéo Animal e Radiologia
Veterinaria da mesma instituicao (figuras 02 a 04).

Para a determinagdo dos constituintes bioquimicos foram empregados kits
comercias seguindo a técnica recomendada pelo fabricante:
v" Glicose — (mg/dL) método colorimétrico (glicose E-Celm) espectrofotdometro Celm
SB - 190.
v' Uréia — (mg/dL) método colorimétrico (uréia ES-Celm) espectrofotbmetro Celm

SB - 190.
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v Creatinina — (mg/dL) método cinético (creatinina cinética — Celm) — espectrofoto-
metro Celm SB - 190.
v' Gama-glutamiltransferase (GGT) — (UI/L) método cinético (Gama GT-Celm) es-
pectrofotdbmetro Celm E-210S.
v' Sédio — (mmol/L) fotometria de chama — fotémetro Celm FC-280.
v Potassio — (mmol/L) fotometria de chama — fotdbmetro de chama Celm FC-280.
v Cloreto — (mmol/L) método colorimétrico (cloretos — Labtest) — espectrofotdmetro
Celm SB - 190.
v Proteina Total — (g/dL) método colorimétrico (proteinas totais — Labtest) espectro-
fotdmetro Celm SB - 190.

As dosagens de progesterona e testosterona no liquido amniético foram
determinadas por radioimunoensaio (RIA), utilizando-se kits comerciais em fase
sélida (Diagnostic Products Corporation — DPC da MedLab) e a leitura realizada em

contador Gama Count Cobra Il.

4.3 Analise estatistica

Os dados obtidos na avaliacdo bioquimica e hormonal foram analisados
primeiramente pela analise de variancia (ANOVA) e, uma vez demonstrada diferenca
estatistica por esse teste aplicou-se o Método de Tukey, com 5% de nivel de signifi-
cancia evidenciando-se quais grupos eram estatisticamente diferentes ou semelhan-

tes.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos na analise bioquimica nos trés grupos estudados
estdo descritos na tabela 02, 03, 04. Na tabela 05 encontram-se a média e desvio
padrao dos parametros avaliados.

Analisando cada parametro, o grupo 01 obteve média significativamente
inferior de uréia em relagédo aos grupos 02 e 03, ja para valores de creatinina e sédio
0 grupo 03 possui maior quantidade dessas variaveis no liquido amniético em rela-
¢cédo ao grupo 01 (p<0,05), contudo no grupo 02 os resultados foram semelhantes
aos dos grupos 01 e 03 (p>0,05). Para valores de glicose e PT n&o houve diferenca
significativa entre os trés grupos. Quanto a variavel GGT, o grupo 01 apresentou
média significativamente superior ao grupo 03, e o grupo 02 obteve resultados se-
melhantes a ambos os grupos (p>0,05). Os grupos 01 e 02 nao diferiram entre si em
relacdo ao cloreto, porém possuem meédia significativamente superior a do grupo 03
para essa variavel. Por fim os valores de potassio no grupo 01 apresentaram-se se-
melhantes aos dos grupos 02 e 03, sendo que este Ultimo apresentou maior valor

em relacdo ao grupo 02 (p<0,05).
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Tabela 02: Resultados dos parametros avaliados na analise bioquimica do liquido

amniético no momento do parto no grupo 01 (1A).

Amostras Uréia Creatinina Glicose PT GGT Cloreto Sédio Potassio
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (UI/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

IA 01 53,00 15,50 2,00 0,75 87,90 101,20 83,00 4,50
IA 02 60,00 15,20 31,00 0,29 49,20 98,06 91,00 4,90
IA 03 57,00 15,70 9,00 0,27 27,40 107,00 103,00 5,40

IA 04 14,00 5,50 2,00 0,24 19,30 98,70 99,00 4,70
IA 05 14,00 3,90 5,00 1,07 54,80 86,65 92,00 3,60
IA 06 32,00 9,10 1,00 0,12 24,90 76,13 104,00 4,50
IA 07 51,00 6,50 1,00 0,08 23,70 66,33 54,00 3,10
IA 08 50,00 7,30 1,00 0,16 30,50 68,48 63,00 3,00

IA 09 25,00 13,30 3,00 0,20 15,60 66,95 76,00 7,40
IA 10 70,00 10,90 22,00 0,16 22,40 86,51 74,00 6,10
A 11 15,00 6,40 1,00 0,44 18,70 81,01 74,00 5,00
A 12 66,00 5,60 1,00 0,20 36,80 102,30 111,00 5,10
IA 13 40,00 13,60 3,00 0,30 16,80 130,60 107,00 5,10
A 14 26,00 11,20 2,00 0,20 10,60 66,26 139,00 14,00
IA 15 41,00 12,00 4,00 0,30 15,00 49,91 58,00 5,60
IA 16 41,00 12,00 4,00 0,30 15,00 66,95 76,00 7,40
A 17 25,00 13,30 3,00 0,20 15,60 53,66 66,00 7,10
IA 18 27,00 13,70 3,00 0,20 21,20 68,44 58,00 5,60
IA 19 18,00 3,20 0,00 0,10 23,70 84,00 124,00 6,00
IA 20 33,00 0,10 9,00 1,30 17,40 13,34 8,00 44,10
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Tabela 03: Resultados dos parametros avaliados na analise bioquimica do liquido

amniético no momento do parto no grupo 02 (TE).

Amostras Uréia Creatinina Glicose PT GGT Cloreto Sodio  Potéssio
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (UI/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
TE 01 54,00 16,10 5,00 1,43 3550 92,50 87,00 4,80
TE 02 47,00 12,70 28,00 0,28 24,30 82,40 86,00 4,70
TE 03 53,00 14,00 26,00 0,37 10,60 87,10 78,00 4,20
TE 04 58,00 14,00 8,00 0,49 22,40 94,30 78,00 4,40
TE 05 63,00 2,00 18,00 2,41 5,60 45,30 51,00 5,80
TE 06 81,00 8,900 7,00 2,17 14,30 61,00 177,00 6,00
TE 07 51,00 4,80 2,00 0,31 31,80 80,80 110,00 3,80
TE 08 57,00 9,80 2,00 0,24 32,40 64,80 138,00 5,80
TE 09 41,00 4,10 10,00 0,33 27,40 100,60 124,00 4,80
TE 10 33,00 6,30 9,00 0,30 39,30 87,60 77,00 4,00
TE 11 74,00 11,70 3,00 0,28 64,80 109,90 100,00 8,70
TE 12 60,00 12,30 3,00 0,24 4,50 78,90 147,00 6,40
TE 13 36,00 2,00 2,00 0,09 13,10 100,60 103,00 6,80
TE 14 57,00 15,80 4,00 0,31 31,80 89,60 82,00 4,50
TE 15 24,00 9,80 10,00 0,20 8,70 47,00 50,00 6,60
TE 16 12,60 1,60 3,00 0,10 4,60 72,30 40,00 2,20
TE 17 4,40 2,40 3,00 0,10 22,00 64,80 60,00 3,20
TE 18 9,00 1,40 1,00 0,10 8,40 92,40 56,00 3,10
TE 19 5,20 2,20 6,00 0,10 13,80 72,10 54,00 2,90
TE 20 5,30 2,50 16,00 0,10 11,50 143,80 54,00 2,90
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Tabela 04: Resultados dos parametros avaliados na analise bioquimica do liquido

amniético no momento do parto no grupo 03 (PIV).

Amostras Uréia Creatinina Glicose PT GGT Cloreto Sodio  Potéssio
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (UI/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
PIV 01 81,00 0,20 16,00 1,70 0,60 5,59 118,00 2,80
PIV 02 37,00 11,60 12,00 0,20 18,70 95,79 122,00 7,00
PIV 03 54,00 6,80 1,00 0,30 15,60 90,55 120,00 6,30
PIV 04 53,00 8,90 2,00 0,30 30,50 89,30 123,00 6,70
PIV 05 34,00 4,60 1,00 0,30 11,20 103,20 117,00 6,30
PIV 06 64,00 11,80 8,00 0,30 10,60 80,08 105,00 6,80
PIV 07 60,00 15,10 8,00 0,70 16,60 88,71 122,00 4,30
PIV 08 62,00 12,40 2,00 0,40 22,40 81,37 11,00 8,50
PIV 09 29,00 5,70 2,00 0,20 3,10 87,19 120,00 4,50
PIV 10 15,00 3,90 1,00 0,30 33,00 91,53 125,00 5,60
PIV 11 25,00 19,20 5,00 0,50 19,90 80,08 117,00 7,50
PIV 12 38,00 8,20 10,00 0,30 17,40 89,48 120,00 4,70
PIV 13 39,00 19,20 2,30 0,60 13,10 67,01 79,00 10,80
PIV 14 47,00 9,80 1,00 0,20 6,20 90,15 121,00 7,80
PIV 15 33,00 6,60 2,00 0,20 6,90 81,19 100,00 7,60
PIV 16 33,00 6,60 2,00 0,20 6,90 81,19 100,00 7,60
PIV 17 58,00 7,50 8,00 0,30 10,00 76,81 100,00 7,00
PIV 18 43,00 6,20 1,00 0,20 3,10 102,20 136,00 7,50
PIV 19 46,00 2,60 1,00 0,10 18,10 79,94 120,00 4,80
PIV 20 40,00 5,10 1,00 0,30 3,70 77,97 121,00 6,10
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Tabela 05: Média e desvio padrao dos parametros avaliados na analise bioquimica

do liquido amni6tico no momento do parto nos diferentes grupos.

Grupo
Variavel 01 (1A) 02 (TE) 03 (PIV) Valor de p
Uréia (mg/dL) 28,1+17,1° 38,3+20,5% 40,3+16,5% 0,004
Creatinina (mg/dL)  5,2+4,6" 5,9+4,9% 8,0+5,3% 0,003
Glicose (mg/dL) 4,4+7,1 6,7x7,7 4,4+6,1 0,30
PT (g/dL) 0,27+0,29 0,36+0,57 0,45+0,46 0,17
GGT (UI/L) 35,0+42,9° 22,6+13,0%° 17,2+14,6° 0,016
Cloreto (mmollL) ~ 101,1+43,5*  88,8+23,8° 63,7+31,5" <0,001
Sédio (mmol/L) 74,4+33,9 77,7+33,4% 94,8+33,62 0,015
Pot4ssio (mmol/lL)  5,9+8,1% 3,9+1,8° 8,3+7,1% 0,02

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (Teste de Tukey, p<0,05)

Na analise hormonal os valores obtidos por grupo néao levou em conside-
racao o sexo fetal. Os resultados obtidos estdo descritos na tabela 06, 07 e 08. Na
tabela 09 encontram-se a média e erro padrdo de progesterona e testosterona nos
diferentes grupos. Em relacdo aos resultados de progesterona e testosterona néo

houve diferenca significativa entre os grupos de IA, TE e PIV (p>0,05).
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Tabela 06: Resultados obtidos de progesterona e testosterona do liquido amniético

no momento do parto no grupo 01 (I1A).

Amostras Progesterona (ng/mL) Testosterona (ng/dL)
IA 01 3,12 3,46
IA 02 22,27 6,44
IA 03 18,57 4,99
IA 04 16,21 3,74
IA 05 5,26 2,50
IA 06 4,53 5,08
IA 07 13,99 2,72
IA 08 7,12 2,32
IA 09 10,36 2,88
IA 10 13,06 14,63
A1l 9,26 18,04
A 12 1,27 19,52
IA 13 10,57 2,85
IA 14 1,63 5,77
IA 15 3,59 6,93
IA 16 3,04 5,46
IA 17 3,05 5,05
IA 18 3,06 20,18
IA 19 5,17 3,19

IA 20 3,80 20,51
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Tabela 07: Resultados obtidos de progesterona e testosterona do liquido amniético

no momento do parto no grupo 02 (TE).

Amostras Progesterona (ng/mL) Testosterona (ng/dL)
TE 01 9,29 8,30
TE 02 16,68 6,53
TE 03 22,06 11,92
TE 04 2,38 6,62
TE 05 1,36 11,79
TE 06 5,94 53,97
TE 07 9,80 3,57
TE 08 2,87 3,90
TE 09 8,97 5,61
TE 10 3,36 1,99
TE 11 8,48 3,49
TE 12 11,24 5,05
TE 13 9,77 5,13
TE 14 15,83 19,29
TE 15 19,97 2,24
TE 16 2,57 10,03
TE 17 2,88 5,42
TE 18 3,71 3,20
TE 19 2,43 2,85

TE 20 2,55 3,69
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Tabela 08: Resultados obtidos de progesterona e testosterona do liquido amniético

no momento do parto no grupo 03 (PIV).

Amostras Progesterona (ng/mL) Testosterona (ng/dL)
PIV 01 3,17 1,56
PIV 02 14,38 14,99
PIV 03 3,65 4,11
PIV 04 6,17 3,15
PIV 05 2,50 1,28
PIV 06 7,64 2,81
PIV 07 1,68 5,34
PIV 08 5,46 1,94
PIV 09 3,23 18,58
PIV 10 9,38 1,88
PIV 11 2,99 8,57
PIV 12 17,39 2,56
PIV 13 20,73 9,46
PIV 14 6,36 7,03
PIV 15 1,67 5,21
PIV 16 3,23 4,30
PIV 17 3,02 3,22
PIV 18 5,27 2,32
PIV 19 1,20 3,22

PIV 20 3,35 1,08
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Tabela 09: Média e erro padrdo dos parametros hormonais avaliados no liquido am-

niético no momento do parto nos diferentes grupos.

Grupo
Variavel 01 (1A) 02 (TE) 03 (PIV) Valor de p
Progesterona (ng/mL) 7,946,1 8,1+6,3 6,1+5,4 0,51
Testosterona (ng/dL) 7,816,6 8,7t11,4 5,1+4,6 0,35
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Figura 01: Acompanhamento do trabalho de parto no piquete maternidade.
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Figura 02: Fotografia dos kits comerciais de radioimunoensaio para dosagens de

progesterona e testosterona no liquido amniético nos trés grupos.
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Figura 03: Fotografia do aparelho para dosagens de proteina total, creatinina, uréia,

glicose, e cloreto no liquido amniotico nos trés grupos.
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Figura 04: Fotografia do aparelho para dosagens de GGT, sodio e potassio no liqui-

do amnidtico nos trés grupos.
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6. DISCUSSAO

O valor de PT encontrado nesse experimento foi inferior, nos trés grupos,
em relacéo ao descrito por Kochhar et al. (1997) no liquido amniético na espécie e-
glina, no momento do parto, enquanto que Prestes et al. (2001) relataram na espé-
cie ovina, valor semelhante ao do grupo IA e inferior aos grupos PIV e TE.

A creatinina é um dos elementos bioquimicos mais estudados para de-
terminar a maturidade renal do feto e suas variagcdes durante a gestacdo. Sua pre-
senca € explicada pela simples difusédo, por diferenca de gradiente entre o cordao
umbilical, mucosa digestiva e mucosa bronquial em ambas as dire¢fes. Esta é uma
substancia nitrogenada ndo protéica excretada pela filtracdo glomerular, ou seja,
com a maturidade renal aumenta sua concentragdo no liquido amniotico. A determi-
nacao da concentracdo de uréia tem sido usada na avaliacdo da funcédo renal junta-
mente com a creatinina, tanto em medicina veterinaria como humana (HERVEY &
SLATER, 1967; VOTTA, 1975). Os valores médios de creatinina obtidos no grupo IA
e TE foram inferiores aos descritos por Baetz et al. (1976), em bovinos, porém o
grupo PIV apresentou uma concentracdo media semelhante. Contudo, Prestes et al.
(2001), em ovelhas encontraram resultados inferiores aos descritos nesse experi-
mento. Aidasani et al. (1992), em cabras e Kochhar et al. (1997), na espécie equina
encontraram no liquido amniético, uma concentracdo de creatinina superior aos des-
critos nos trés grupos. Os valores de uréia do grupo de IA foram semelhantes aos
descritos por Prestes et al. (2001), em ovelhas e por Baetz et al. (1976), em bovinos.
Os resultados obtidos tanto para o creatinina quando para a uréia para o grupo PIV
sugerem que os fetos possuiam maturidade renal.

A glicose é o principal agucar sangtineo do feto, sendo, portanto a princi-

pal fonte de energia. A maior parte da glicose utilizada pelo feto € fornecida pelas
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trocas entre a placenta fetal e a materna. A concentracdo média de glicose nos trés
grupos foi inferior ao valor relatado por Kochhar et al. (1997), na espécie equina,
contrariando os achados de Prestes et al. (2001), na espécie ovina, uma vez que 0S
niveis de glicose nos grupos de PIV, TE e IA do presente trabalho foram superiores.
A auséncia de diferenca entre os grupos analisados indicam que as trocas materno-
fetais foram semelhantes em relacdo a passagem de glicose.

A gama-glutamiltransferase (GGT) é uma enzima que encontrada em
grandes concentracdes no rim, figado e pancreas, participando no metabolismo co-
mo mediadora de varias func¢des fisioldgicas, como os leucotrienos e as prostaglan-
dinas. Em relacdo a concentracdo média de GGT, nesse experimento 0s grupos de
PIV, TE e IA apresentaram maiores valores do que os encontrados por Prestes et al.
(2001), na espécie ovina.

O controle da excrecéo de sédio e potassio pela urina é regulado pela al-
dosterona produzida pela glandula adrenal fetal, aumentando as concentracdes de
potassio e diminuindo as concentracdes de sédio na urina, sendo um indicativo da
maturidade renal. A concentracdo de sédio e cloreto no liquido amniético dependa
das secrecdes oronasais do feto durante a gestacdo (EVRARD et al., 1997). Brace
et al. (2004) encontraram no liquido amniético de ovelhas, no final da gestacédo, uma
concentracdo de sbdio superior as concentracdes descritas nos trés grupos, 0 mes-
mo pode ser observado no experimento realizado por Evrard et al. (1997), Prestes et
al. (2001) e Gagnon et al. (2002) na espécie ovina e por Kochhar et al. (1997) na
espécie equina.

A concentracdo de potassio descrita por Brace et al. (2004), na espécie
ovina, foi semelhante a do grupo IA, superior a do grupo de TE e menor do que a

concentracdo do grupo PIV, embora Prestes et al. (2001), na espécie ovina, relata-
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ram valor superior aos trés grupos. Comparando o valor de potassio encontrado por
Gagnon et al. (2002), no liqguido amniético de feto, no final da gestacdo na espécie
ovina, o grupo PIV apresentou uma concentracdo maior, enquanto que os grupos TE
e |IA apresentaram concentracdes menores, fato similar foi demonstrado por Kochhar
et al. (1997) na espécie equina.

A dosagem de cloreto descrita por Brace et al. (2004), na espécie ovina,
foi semelhante ao grupo IA e superior os resultados dos grupos TE e PIV. Contudo
Gagnon et al. (2002), na espécie ovina, encontraram uma menor concentracdo de
cloreto em relacdo ao grupo IA, e uma concentracao superior aos grupos PIV e TE.
J& no experimento realizado por Prestes et al. (2001), na espécie ovina, o valor de
cloreto foi inferior aos obtidos aos grupos de IA e TE e superior ao grupo PIV contra-
riando os achados de Evrard et al. (1997) que obtiveram valor de cloreto superior
aos trés grupos na espécie ovina.

Os valores médios de testosterona encontrados nos trés grupos desse
experimento foram inferiores ao descrito por Maia et al. (2004), sendo
51,80+3,62ng/dL para machos e 26,60+5,40ng/dL para fémeas, apesar de que em
nosso estudo nao foi levado em consideracdo o sexo do produto. Por outro lado a
concentracdo meédia de progesterona descrita nesse experimento foi superior a con-
centracao relatada por esse mesmo grupo de pesquisadores, 1,3+0,14ng/mL para

machos e 1,5+0,22ng/mL para fémeas.
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7. CONCLUSOES

As conclusdes obtidas em relacéo a analise bioquimica do liquido amni6-
tico de bezerros no momento do parto foram:
- Uréia e creatinina: comparando-se 0s trés grupos observou-se que o grupo PIV
obteve maiores valores desses dois metabdlitos indicando que a maturidade renal
desses produtos esta adequada.
- GGT: o grupo 03 apresentou menor valor em relacdo ao grupo 01. Esta enzima
esta relacionada ao metabolismo, podendo-se inferir que a atividade metabdlica esta
elevada nos animais de PIV.
- Glicose: A glicose oriunda da circulacdo materna € a principal fonte de energia para
o feto durante uma gestacao normal. Como os valores nao diferiram entre os grupos,
sugere-se que as trocas materno-fetais foram apropriadas para o fornecimento de
energia ao feto.
- Eletrolitos: o cloreto apresentou menor concentracdo no grupo 03. O sodio e po-
tassio foram encontrados em maior quantidade no grupo 03 em relacdo aos demais
grupos.

N&o houve diferenca entre os grupos estudados para os valores de tes-

tosterona e progesterona.
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