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RESUMO

O presente relatério descreve as atividades desenvolvidas durante o Estigio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterindria, realizado na Washington State
University, Departament of Animal Sciences, localizado na cidade de Pullman, no estado de
Washington, EUA. As atividades acompanhadas ou realizadas abrangeram a participagdo em
projetos de pesquisa, técnicas laboratorias, apresentacao de semindrios e curso de diagndstico
de gestacdo em novilhas, além do acompanhamento de aulas de endocrinologia da
reproducdo e participagdo em semindrios ministrados por professores e estudantes de
graduagdo da Washington State University O estdgio foi realizado no periodo de janeiro a
junho de 2006, com carga hordria total de 1000 horas sob a orientacdo do Prof. Dr. Jerry
Reeves. O relatério demonstra a rotina desenvolvida durante o periodo de estdgio, bem como

as etapas, processo e forma de acdo da vacina contra LHRH para imunoesterilizar animais.

Palavras-chave:
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INTRODUCAO

O estdgio curricular, realizado no Departament of Animal Sciences no periodo de 19
de janeiro a 10 de junho, totalizando 1000 horas, foi dividido em quatro 4reas diferentes:
Ensino, Pesquisa, Extencdo e Técnicas Laboratoriais, sob a orientacdo do Prof. Dr. Jerry
Reeves, e do técnico laboratorial David de Avila.

N4 4rea do ensino a participagdo abrangeu, no semestre letivo, as aulas de
Endrocrinologia da Reprodugéo, onde foram abordados, a produc¢do e mecanismo de ag¢do dos
hormonios responsaveis pela reproducio animal, além da participa¢do semanal em semindrios
apresentados por colegas do departamento.

Na 4rea de pesquisa, participacdo em diferentes projetos, tais como: producio de uma
vacina anti GnRH, a qual tem a finalidade de imunoesterelizar animais por um periodo pré-
determinado. Outro projeto no qual estive envolvido, é sobre o mapeamento genético de
bovinos, no qual, procuramos genes especificos para o marmoreio e maciez da carne bovina.

Na 4drea de extensdo, orientacdo em aulas praticas/tedricas sobre diagnéstico de
prenhez com auxilio de ultra som e palpagdo trans retal em bovinos. Além da producédo de
uma apostila para um mini curso tedrico/pratico de 16 hrs sobre diagndstico de prenhez em
novilhas e métodos abortivos (financiado pelo Department of Animal Sciences), e a
apresentacdo de um seminario entitulado “EqWIS-Equine Welfare Intervention Strategy” na
Michigan State University.

Com relacdo as técnicas laboratoriais, realizou-se mensuragdo de alguns hormonios

como progesterona, cortisol, producio da vacina anti-LHRH, e outras técnicas laboratoriais.
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1 DESCRICAO DO LOCAL

O estagio curricular em Medicina Veterindria foi realizado na Washington State
University (WSU), instituicdo de ensino, localizada na cidade de Pullman Washington, norte-
oeste dos Estados Unidos da América.

A WSU ¢é uma Universidade com mais de 113 anos, atualmente possui cerca de 23 mil
alunos, divididos em 4 diferentes campi trés destes localizados nos EUA e um no Canadé. O
Campus da WSU, onde realizou-se este estdgio, estd localizado em Pullman WA, ele é o
maior de todos, com mais de 18 mil alunos provenientes de 87 diferentes paises, sendo que
destes, 1.200 sdo alunos internacionais, realizando pesquisas em mais de 217 diferentes éreas.

O Departamento de Producdo Animal, fica em um prédio separado do curso de
Medicina Veterindria, porém muitos dos trabalhos de pesquisa com animais, sdo realizados
em parceria entre estes dois os departamentos. O prédio do Animal Sciences, possui 2
andares, com 3 laboratdrios em cada andar, sendo que todos os laboratérios sdo interligados,
pois muitos dos trabalhos sdo desenvolvidos em parceria. As principais pesquisas,
desenvolvidas no Animal Sciences, sdo sobre mapeamento genético, clonagem e produgéo da

vacina de LHRH.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o estdgio curricular supervisionado em Medicina Veterindria, as atividades
foram desenvolvidas em dois laboratérios diferentes.

No periodo de 19 de janeiro a 5 de maio, foram acompanhadas as aulas de
endocrinologia da reproducdo num total de 3 periodos por semana, além de semindrios
apresentados semanalmente por professores e alunos de graduagdo da WSU.

No primeiro més de atividades trabalhou-se com a técnica de PCR, procurando
marcadores genéticos especificos para macies de marmoreio da carne bovina.

Na segunda parte do estdgio, foi trabalhada a producdo da vacina contra LHRH, além
da apresentacdo de um curso sobre diagnéstico de gestacdo em fémeas bovinas com o auxilio
de ultra som e palpacgéo trans retal e seminario apresentado na MSU.

Foram realizadas também atividades, fora do ANS, em propriedades rurais, como
transferéncias de embrides, castracdo e retirada do processo cornual em bovinos, dentre outras

atividades.

2.1 ATIVIDADES GERAIS

Durante o tempo de estdgio curricular supervisionado foram produzidas, 1.3 gramas de
vacina contra LHRH, 30 reacdes de PCR, apresentacdo de um curso de 16 horas sobre
diagnéstico de gestagdo em fémeas bovinas, apresentacdo de semindrio na MSU, diagnéstico

de gestacdo em fémeas bovinas. Foram realizadas também praticas referentes a manejo em
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fazendas, como orquiectomia, retirada dos processos cornuais e marcacio a ferro quente em

bovinos.
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3 ENDOCRINOLOGIA DA REPRODUCAO

3.1 HORMONIOS, SECRECAO E CLASSIFICACAO

Substincias que intermediam a comunicacdo entre as células sdo chamadas de
hormoénios, muitas vezes, sao liberados no sistema, mas possuem acdo local. Substancias
hormonais liberadas pelos animais, podem influrnciar respostas em outros animais, estas
substancias sdo denominadas ferormonios. Além disso, fatores de crescimento, sdo chamados
(apropriadamente) de hormonios, desde que eles intermediem a comunicacio entre células

(CONN, P. MICHAEL, 1997)

3.1.1 Hormonios

Sao substincias quimicas sintetizadas e secretadas por glandulas enddcrinas ou orgéos,
em uma parte do organismo, que sdo levadas pela corrente sanguinea ou linfitica para outra
parte do corpo onde modificam as atividades de 6rgaos alvo especificos.

A principal caracteristica dos hormonios é de transmitir informagdes sobre o status de
um orgdo para o outro, regulando assim as acdes corretivas para manter a homeostasis. Por
exemplo, niveis elevados de glicose no sangue, liberam sinais para o pancreas liberar insulina.
A insulina migra através da corrente sanguinea, sinalizando para as células alvos no figado e
células adiposas, para aumentar a permeabilidade para a glicose, assim, o acucar é

armazenado nas células, fazendo com que os niveis sanguineos diminuam. Em modo para ser
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efetivo, os hormodnios ndo podem ser degradados rapidamente (antes de chegar nas células
alvo), no entando se a degradagdo for muito lenta poderd ocorrer uma resposta inapropriada.
Por isso, diferentes tipos de hormdnios possuem varidveis meia-vida na circulagdo,
dependendo a que distincia este sinal precisard se deslocar para que a informacdo seja
conduzida de maneira mais efetiva.

A concentracdo hormonal é medida por receptores, geralmente proteinas que estdo
localizadas na superficie das células (membrana plasmética) ou no interior das células alvo.
Os receptores, ligam-se aos respectivos hormdnios, com alta afinidade e especificidade. No
entando, estrogénio e testosterona, sdo quimicamente parecidos, por exemplo, os receptores
vao diferencid-los pois eles modulam diferentes respostas celulares. Quando os receptores
hormonais, estio situados, na membrana celular, e a resposta envolve mudancas intracelulares
(secre¢do), a transducdo da mensagem hormonal deverd ocorrer, as moléculas responsdveis
por essas transducdo, sdo chamadas de segundo mensageiros da acdo hormonal.

A estrutura hormonal, nio mudou marcantemente durante a evolu¢do, como por
exemplo, em algumas espécies animais, possuem a presenca de hormdnios esteroides,
hormdnios da tireoide e peptideos, porém ndo utilizam estes com o mesmo propdsito
enddcrino que os mamiferos.

As células utilizam de uma grande variedade de sinais, para se comunicar com outras,
mas em vertebrados, esta comunicagdo € mediada por substincias denominadas hormdnios.
Hormodnios s@o mensageiros quimicos, produzidos por glianculas enddcrinas que age
localmente ou a distancia, regulado pelas céluas alvo que possuem receptores especificos para
os sinais. A sua comunicacao pode ser pode ser de diferentes formas:

- Enddcrina: Hormdnios sdo transportados através da circulacio sanguinea, tipica da
maioria dos hormonios.

- Comunicacdo pardcrina: Os produtos das células se difundem através do fluido
extracelular para afetar as células vizinhas. Ex. Prostaglandinas.

- Comunicag@o autdcrina: As células secretam mensageiros quimicos que atuam em
receptores na mesma célula em que foi secretado. O ttero e o hipotidlamo produzem
hormdnios que ndo pertencem a essa defini¢cdo cldssica.

- Justacrina: Comunicacdo entre as células, sem passar pela menbrana basal.

- Exdcrina: Mediado através de substancias, produzidas fora da célula, porém agem no
interior dela.

- Intécrina: Produzina pela célula e consumida por ela mesmo, semelhante a autdcrina,

porem ndo sai da célula para voltar a ela.
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3.1.2 Classificacao

Os hormodnios podem ser classificados tanto de acordo com sua estrutura bioquimica,
tanto como seu modo de agdo. A classificagdo bioquimica é daada da seguinte forma:
glicoproteicos, polipeptideos, esterdides, dcidos graxos e aminas.

- Protéicos: Os hormdnios hipofisarios LH e FSH pertencem a familia dos hormonios
glicoprotéicos, que também inclui os hormonios tireotréfico (TSH), a gonadotrofina coridnica
(hCG) e citocina. Os hormdnios glicoprotéicos sdo compostos por duas cadeias unidas por
pontes de hidrogénio. A cadeia alfa possui uma seqii€éncia comum aos 4 hormonios, enquanto
a cadeia beta é caracteristica de cada hormonio glicoprotéico e confere a especificidade de
ligacdo aos receptores. Os efeitos dos hormonios glicoprotéicos sdo mediados por receptores
localizados na membrana plasmaética, que ativam a enzima adenil ciclase através da ligacdo a
proteina Gs. O LH e o hCG exercem seus efeitos bioldgicos através de um tnico receptor
localizado na membrana citoplasmaética (4). O receptor maduro do LH/hCG é um polipeptideo
de 674 aminodcidos, caracterizado por uma estrutura composta de trés dominios: o extenso
dominio extracelular aminoterminal, o dominio intermedidrio composto de sete segmentos
helicoidais de propriedade hidrofébica, interligados por 3 alcas extracelulares e 3 alcas
intracelulares, e o curto dominio intracelular carboxi-terminal (4,5). Aproximadamente
metade dos aminodcidos do receptor do LH esta presente no dominio hidrofilico extracelular
aminoterminal. Este dominio contém diversas repeticdes de leucina envolvidas com a
interagdo peptidica. De fato, a expressdo isolada do dominio amino-terminal do receptor do
LH em células transfectadas, é suficiente para ligacdo com os agonistas (LH ou hCG) com a
mesma afinidade quando comparada a do receptor completo (5).

- Ester6ides: Sdo moléculas lipofilicas, usadas como mensageiros quimicos nos
organismos (desde o mais simples até os humanos). Nos vertebrados, eles agem em um
grande nimero de tecidos, e influencia muitos aspectos biolégiocos, incluindo diferenciacio
sexual, fisiologia da reproducdo, osmoregulacdo e intermedia o metabolismo. Os maiores
pontos, de sintese e secrecdo de esteroides, incluem ovdrios, testiculos, adrenal e placenta. De
acordo com a distincia da acdo destes esteroides, eles podem ser classificados como fator
(enddcrino, pardcrino ou autdcrino). Quando liberados no ambiente, os esteroides podem ser
classificados com ferormonios levando informagdes para outros animais. O hormdnio
Ester6ide, é uma molecula lipidica, derivada do colesterol. Existem quatro principais classes

dos esterdides: progesterona, androgénios, estrogénios e corticoides, contendo
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respectivamente, 21, 19, 18 e 21 carbonos. Os horménios esterdides, sdo sintetizados pela
dehidrogenase e por enzimas do citocromo P450 que catalisa a hidroxilacdo e dehidroxilagéo-
oxidativa da reagdo. Nos verterbrados, a sintese e secre¢do de esteroides, sdo regulados por
hormdnios da pituitaria anterior, como FSH, LH e ACTH.

- Acido graxo: O termo ecosanoide é utilizado para descrever o grupo de componentes
derivados do C20 acido graxo. O precursor para a biossintese dos ecosainoides, na maioria
dos mamiferos é o dcido aracdonico. A atividade bioldgica dos ecosanoides é rapidamente
destruida nos tecidos e na circulagdo, eles agem localmente a niveis de tecido e orgdos. No
entanto, estas a sua formagdo ocorre em problemas inflamatdrios. A existéncia bioldgica das
prostaglandina (PGs) foram descobertas por volta de 1930, quando datectou-se uma leve
contracdo muscular e atividade vasopressora em extratos do plasma seminal ovino e humano.

- Aminas: Melatonina, derivados da tirosina e triptofano.
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4 GLANDULAS ENDOCRINAS

4.1 HIPOTALAMO

Ocupa pequena por¢do do cérebro, na regidao do terceiro ventriculo, estendendo do
quiasma Optico para o corpo mamilar. Existe conexdo neural entre o hipotilamo e o lobo
posterior da hipdfise (Neurohipofise), através do trato hipotaldmico-hipofisdrio e conexdo
vascular entre o hipotdlamo e o lobo anterior da hipdfise.

O sangue arterial entra na hip6fise pela artéria hipofisaria superior e inferior. A artéria
hipofisaria superior forma capilares na eminéncia média e pars nervosa. Desses capilares o
sangue flui até o sistema porta hipotaldmico-hipofisario, o qual inicia e termina nos capilares
sem passar pelo coracio.

Parte do retorno venoso da hipdsife anterior é pelo caminho retrogrado e expde o
hipotdlamo a altas concentracdes dos hormonios da hipéfise anterior, o que faz com que
ocorra feedback negativo.

O hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é um peptideo chave que controla a
secrecdo de gonadotrofinas (FSH e LH), e portanto a funcdo gonadal. Esse hormdnio
hipotaldmico € liberado de modo continuo no macho e de forma pulsatil e, na fémea, a sua
freqii€ncia e amplitude variam durante os estdgios reprodutivos nas diferentes espécies.

Sabe-se que durante o periodo pré-ovulatdrio, em espécies com ovulacdo espontianea
ou, no coito em animais com ovulacdo induzida, o GnRH ¢ liberado como uma onda devido
ao aumento nos niveis de esterdides circulantes (estrégeno e progesterona) (PAU e

SPIES,1997).
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O GnRH ¢ rapidamente metabolizado por uma peptidade da hipdfise anterior uma vez
que apresenta uma meia-vida de 7 a 12 minutos.

Diversos andlogos de GnRH tém sido sintetizados quimicamente, podendo causar
aumento (antagonista) ou diminui¢do (agonista) de sua atividade.

Nos bovinos as principais utilizagdes destes hormdnios sintéticos estdo relacionadas
com a sincronizagdo do estro e transferéncia de embrides para luteinizacdo de foliculos; por
outro lado, nos eqiiinos sdo usados durante o estro para produzir ovulagcdo e diminuicdo do
periodo estral, podendo serem administrados no quinto dia apds a aplicagdo de prostaglandina

ou entre o terceiro e quarto dia do estro.

4.2 GLANDULA PITUITARIA

A hipdfise esta localizada na sela tdrgica, uma depressido 6ssea na base do cérebro. A
Glandula € dividida em 3 partes ; Lobo anterior , Lobo intermediario, Lobo posterior.

A pituitdria anterior tem diferentes tipos celulares, secretando diversos hormonios
como:

1 — Hormo6nio do Crescimento ou Somatotréfico (GH)

2 — Hormo6nio Adenocorticotréfico (ACTH)

3 — Prolactina (PRL)

4 — Hormonio Estimulador da Tireéide (TSH)

5 — Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH)

6 — Hormonio Luteinizante (LH)

Ja a pituitéria posterior, secreta:

1 — Ocitocina (OXY)

2 — Vasoprecina (ADH)

3 — Melatonina
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4.2.1 Hormonios da adenohipdfise

Cada horménio € constituido por duas subunidades, cadeia a e cadeia . A cadeia alfa
é comum aos FSH e LH de todas as espécies, no entanto a cadeia beta confere especificidade
a cada gonadotrofina.

Nenhuma das subunidades isoladas tem atividade bioldgica isoladas.

Animais de ambos os sexos secretam dois hormdnios estimulantes das gdnadas
(gonadotrofinas) a partir da hipéfise anterior: o hormdnio luteinizante (LH) e o hormonio
foliculo estimulante (FSH). Nos machos, estes hormdnios sdo secretados em nivel constante.
Nas fémeas, ha picos que estdo subjacentes as atividades ciclicas do ovirio (FREEMAN,
1994). A secre¢do ciclica de gonadotrofinas pela hipdfise ndo depende diretamente do sexo
genético, mas principalmente da auséncia de androgénio durante o periodo perinatal
(GORSKI, 2000).

Os hormonios hipofisidrios gonadotréficos importantes para a reproducdo na fémea
sdo o hormoénio foliculo estimulante (FSH), o hormdnio luteinizante (LH) e a prolactina
(PRL), os quais sdo gilcoproteinas, ou seja, sdo compostos de cadeias de aminodcidos ligadas
por peptideos e de cadeias de carbohidratos ligados aos fosfolipideos.

Os hormonios glicoprotéicos tém duas cadeias polipeptidicas, alfa e beta, ligadas de
maneira ndo covalente. As subunidades alfa de todos os hormonios glicoprotéicos sdo
idénticas dentro de uma espécie; as subunidades beta sdo diferentes, tanto em conteido de
aminodcidos como de carbohidratos, o que confere especificidade de acdo ao hormdnio. A
secrecdo de LH e FSH ¢ controlada pelo GnRH, sendo que ambos sdo liberadores de uma
forma tdnica ou basal, tanto no macho como na fémea. Os niveis tonicos de LH e FSH sdo
controlados através de um mecanismo de feedback negativo das gonadas.

Existe uma outra forma de liberacdo denominada de onda pré-ovulatéria de LH e de
FSH, que ¢é evidente na fémea antes da ovulagfo. Esta onda pré-ovulatéria é responsavel pela
ovulacdo e persiste de 6 a 12 horas na maioria das espécies. A onda pré-ovulatéria de LH é
iniciada por um aumento na concentragcdo de estrégeno circulante, trés dias antes da ovulacdo,
esta apresenta um efeito feedback positivo sobre o eixo hipotdlamo-hipofisiario
na indugdo da libera¢do de LH e FSH (HAFEZ,1996 ).

O LH ¢ responsavel pela ovulacdo e transformag¢do do foliculo ovariano em corpo
liteo, enquanto que a principal funcdo do FSH é promover o desenvolvimento do foliculo de

Graaf no ovdrio. O FSH atua precocemente no desenvolvimento folicular e certamente para a
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formacdo do antro do foliculo. Talvez, o mais importante seja que a agdo sinérgica do FSH
com os estrégenos, proporcione a formacdo de receptores para o FSH e o LH, nas células

granulosas do foliculo.

4.2.1.1 FSH — Hormonio Foliculo Estimulante

Estimula o crescimento e a maturagdo dos foliculos ovarianos, FSH ndo causa
secrecdo de estrogeno do ovdrio por ele mesmo, ele precisa da presenca do LH para estimular
a produgdo de estrogeno.

Nos machos, FSH atua nas células germinativas nos tibulos seminiferos do testiculo e
€ responsavel pela espermatogénese até o estigio de espermatdcito secunddrio, mais tarde

andrégenos do testiculo mantém os estagios finais da espermatogénese.

4.2.1.2 LH — Hormonio Luteinizante

LH € uma glicoproteina composta de subunidade alfa e beta.

O nivel tonico ou basal de LH atua em conjunto com FSH para induzir secre¢do de
estrégeno do foliculo ovariano dominante.

O pico pré-ovulatério de LH € responsavel pela ruptura do foliculo e ovulacio.

O LH estimula as células intersticiais do ovdrio e do testiculo.

No macho, as células intersticiais (Leydig) produzem andrégeno apds a estimulacéo

de LH.

4.1.1.3 Prolactina

E um horménio polipeptidico secretado pela adenohipéfise o PIF, Fator inibidor da

Prolactina, é a dopamina, € transportado pelo sistema porta hipofisario da adenohipdfise.
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A funcdo da prolactina nos mamiferos € promover o crescimento dos tecidos
responsaveis pela galactopoiese, desenvolvimento dos alveolos mas ndo dos ductos. A sua
acdo para a sua estimulagdo a producdo de leite, € controlada pelos niveis de progesterona.
Além disso ele esta envolvido na produgdo de caseina, acidos graxos e lactose. Ele é
denominado hormdnio gonadotréfico por causa de sua atividade luteotréfica em roedores.

Entretanto em mamiferos LH é o hormonio luteotrdfico, sendo a prolactina pouco importante.

4.2.2 Hormonios da Neuro Hipofise

Os hormonios da neurohipéfise (hipdfise posterior) diferem dos outros hormdnios da
hipdfise porque ndo sdo produzidos na hipdfise, e sim apenas estocados nela.

A ocitocina e a vasopressina (ADH ou hormoénio antidiurético) sdo produzidos no
hipotdlamo. Esses hormdnios sio transferidos do hipotdlamo para hipdfise posterior nio

através do sistema vascular e sim através dos axonios do sistema nervoso.

4.2.2.1 Ocitocina

Sintetizada no hipotdlamo e transportada em vesiculas pelos axo6nios hipotdlamo-
hipofisarios e estocados na neurohipdfise, a ocitocina € também produzida em pequena
quantidade pelo corpo liteo, possuindo assim dois sitios de producdo, o hipotidlamo e o
ovirio.

Durante a fase folicular do ciclo estral e durante os ultimos estidgios da getagdo, a
ocitocina estimula contrag@o uterina, e na fecundagio, facilita o transporte de espermatozéides
pelo ouviduto no estro.

A compressdo do feto na cérvix no parto causada pela passagem do feto, estimula um
reflexo de liberacdo de ocitocina (Reflexo de Ferguson). Entretanto o efeito mais conhecido
da ocitocina € o reflexo da descida do leite. O estimulo tatil ou visual associado com a succao
induz a liberacdo de ocitocina na circulagdo. A ocitocina causa contracdo das células
mioepteliais que se situam ao redor do alvéolo na glandula mamaria resultando na ejecdo do

leite.
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A ocitocina ovariana estd envolvida na fungéo luteal, atua no endométrio para induzir

lieracdo de PGF,a que tem acio luteolitica.

4.2.2.2 Melatonina

E sintetizado na glandula pineal; a glandula pineal ou epifise cerebri é um orgio
neuroenddcrino que exerce importantes func¢des regulatdrias nos vertebrados pela secrecao do
hormodnio melatonina, em varidveis quantidades dependendo da idade do animal e hora do dia
e em algumas espécies a estacdo do ano. A periodicidade do dia, regula a concentragdo da
melatonina no plasma sanguineo, que é baixa durante o dia e aumenta durante a noite. A
queda dos niveis de melatonina nos adolescentes, pode estar relacionado com a puberdade,
uma queta nos niveis também € observado em idade avangada, podendo relacionar a idade
com insonia. Em alguns mamiferos, a estacdo do ano, e as mudancgas de luz durante o dia é
responsavel pelas variacdes nos niveis plasmaéticos, o que pode ser um dos causadores do
aumento e atrofia das gonadas. As células do parénquima da pinel a partir do triptofano
convertem-no em serotonina, que sob controle neural fazem a conversdo para melatonina. A
sintese e secre¢do de melatonina é elevada no periodo escuro. Longos periodos de elevada
secrecdo de melatonina sdo responsdveis provavelmente pela indugdo do ciclo ovariano das

ovelhas e inibi¢do do ciclo ovariano das éguas.

4.2.2.3. Vasoprecina

A vasopressina (ADH) aumenta a reabsor¢@o de dgua tendo um importante papel no

controle da pressdo sangiiinea a longo prazo, ela atua, na secrecdo e excressdo celular.
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5 HORMONIOS SECRETADOS POR ORGAOS

5.1 ESTROGENOS: ESTRADIOL

E o principal estrégeno. E o estrégeno biologicamente ativo produzido pelo ovirio,
com pequenas quantidades de estrona. Exceto pela possivel secrecido de estriol na fase luteal
do ciclo, que é eliminado na urina. Todos estrogenos ovarianos sdao produzidos a partir de
andrégenos.

Proteinas carreadoras na circulagdo carregam os estrogenos.

Atividades:

- Atua no SNC para induzir comportamento de estro em fémeas, entretanto pequenas
quantidades de Progesterona com estrégeno sdo necessdrios para induzir estro em vacas €
ovelhas.

- Atua no dtero para aumentar a amplitude e freqiiéncia das contracdes
potencializando efeito da ocitocina e da PGF ; o.

- Desenvolvimento fisico das caracteristicas sexuais secunddrias das fémeas.

- Estimula o crescimento de dutos e causam o desenvolvimento da glandula mamadria.

- Exerce Feedback negativo (centro tdnico) e positivo (centro pré-ovulatério) no
controle da libera¢do de LH e FSH através do hipotdlamo.

- Em ruminantes, estrégenos tém efeitos anabdlicos, aumenta o ganho de peso e o

crescimento.
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5.2 PROGESTERONA

A progesterona € um hormoénio imprescindivel para a regulagdo do funcionamento do
sistema reprodutor feminino e, é produzida principalmente pelo corpo liteo, sendo este
proveniente da reorganizacdo das células foliculares apds o processo ovulatério. Dentre as
acoes fisiolégicas da progesterona encontram-se o crescimento das glandulas uterinas e
mamadrias, a estimula¢do das glandulas endometriais para secre¢do do fluido endometrial, o
qual é necessdrio a nutricdo do blastdcito antes da implantagdo, é também necessdria para a
manutencdo da gestacdo na maioria dos mamiferos, pelo menos durante o terco inicial da
gestacdo. Atua sinergicamente com os estrogenos em diversas fungdes fisioldgicas.

Elevados niveis de progesterona inibem o estro e a onda ovulatéria de LH,

estabelecendo assim a importancia desta na regulacdo do ciclo estral (HAFEZ, 1996).

5.3 ANDROGENOS

Os andrégenos sdo esteréides com 19C com uma hidroxila ou oxigénio na posicao 3 e
17 e uma dupla ligagdo na posicao 4.

A testosterona € um andrégeno produzido pelas células intersticiais do testiculo
(Células de Leydig), com uma produgio limitada no cértex da adrenal. E é transportada no
sangue pela o globulina designada globulina de ligacdo esteroidal. 98% da testosterona
circulante é ligada, o restante é livre para entrar no alvo qdo uma enzima no citoplasma
converte a testosterona em dihidrotestosterona, quem atua no receptor nuclear.

Funcdes:

- Estimular os dltimos estidgios da espermatogénese e prolongar a meia vida do
espermatozoéide no epididimo.

- Promover o crescimento, desenvolvimento e atividade secretéria dos 6érgaos sexuais
acessorios do macho.

- Manter caracteristicas sexuais secunddrias e caracteristicas sexuais ou libido no

macho.
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5.4 RELAXINA

E um horménio polipeptidico formado por duas subunidades o, e B unidas por duas
pontes dissulfeto.

A relaxina € secretada principalmente pelo corpo liteo durante a gestagdo. Em
algumas espécies a placenta e o ttero produzem relaxina.

O principal efeito biolégico da relaxina é promover a dilatagdo da cérvix e da vagina
antes do parto.

- Inibe contragdo uterina.

- Em conjunto com estradiol promove o crescimento da glandula mamadria.

5.5 INIBINA E ATIVINA

Inibina e ativina sao isoladas do fluido gonadal, tem efeito na producio de FSH.

Possuem regulacdo parécrina, entretanto, moduladas pelo sinal endécrino de LH.

5.5.1 Inibina

Produzida pelas células de sertoli no macho e da granulosa em fémeas. Ndo é um
esterdide mas sim proteina composta de duas subunidades. No macho é secretada pela via
linfatica e ndo venosa como na fémea.

A inibina possui um importante papel na regulacdo hormonal da foliculogénese
durante o ciclo estral. Atua como sinal quimico para a hipéfise do nimero de foliculos em
crescimento no ovario. Reduz a secrecdo de FSH para niveis basais. Inibe a liberacio de FSH
sem alterar a secre¢do de LH, deve ser a responsavel pela liberagdo diferenciada de FSH e LH
pela hipdfise. Regula também a funcio da célula de Leydig no macho em relagdo a producio

de testosterona.
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5.5.2 Ativina

Ativina estimula a secre¢cdo de FSH, também possuem duas subunidades, estio
presentes no fluido folicular e fluido da rete testis. Ativina ¢ membro funcional dos fatores de

crescimento folicular.

5.6 FOLISTATINA

Outra protefna isolada do fluido folicular. A folistatina ndo somente inibe a secre¢dao
de FSH mas também liga as ativinas e neutraliza sua atividade biolégica. E um importante

modulador da secre¢ido de FSH hipofisario.

5.7 PROSTAGLANDINAS

As prostaglandinas sdo sintetizadas no proprio organismo animal a partir de
fosfolipidios de membrana celular que, ao sofrerem a acdo da fosfolipase A2 produzem 4cido
araquidonico, o qual é o precursor das prostaglandinas mais intimamente associadas com o0s
processos reprodutivos, principalmente a F2o (PGF2a) e a E2 (PGE2). Todas as
prostaglandinas sdo dcidos graxos hidroxilados nio saturados com 20 carbonos, com um anel
ciclopentano em C18-C12.

Os niveis sangiiineos das prostaglandinas sdo muito baixos, embora possam aparecer
elevados sob certas condigdes, como no parto. As prostaglandinas sdo rapidamente
metabolizadas e degradadas, o que provavelmente seja responsdvel pela sua transitdria
atividade farmacoldgica e baixos niveis sangiiineos. Estdo envolvidas na liberagdo de
gonadotrofinas (PGE2 de LH “in vitro” e “in vivo” e a PGF2a “in vivo” em diversos animais
de laboratério e espécies domésticas).

A PGF2a € considerada a substancia que inicia a regress@o do corpo liiteo, através da
supressdo do aporte sanguieno pela degeneragdo dos vasos sanguineos em bovines

(Lauderdale et al, 1974), além disso, pode ser utilizada para o controle do ciclo estral em
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vacas (ODDE, 1990). A sua administracdo apds cinco dias do ciclo estral, causa uma rapida
reducdo concentracdo na plasmadtica de progesterona a niveis basais em um periodo de 24
horas. A frequéncia dos pulsos de LH causam um aumento nos nives de estradiol, induzindo

assim o estro e consequentemente a ovulacido (SAVIO et al, 1990).
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6 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

6.1 SEMINARIO APRESENTADO NA MICHIGAN STATE UNIVERSITY

O semindrio apresentado no dia 11 de abril de 2006, Departament of Animal Sciences
da Michigan State University, entitulado “Equine Welfare Intervention Strategy-results”.

O uso de cavalos nos paises em desenvolvimento oferece uma oportunidade de
utilizacdo de recursos renovdveis € mantém a conexd@o entre os egressos do meio rural e
agricultura.

A cidade de Porto Alegre abriga cerca de 6.650 cavalos de carroga que sdo utilizados
como meio de transporte e trabalho pela populacdo de baixo poder aquisitivo. Cachoeirinha,
pertence a regido da grande Porto Alegre, onde existem aproximadamente 400 eqiiinos de
carroca (Censo, 2000). O propésito desse estudo foi verificar as limitagdes e obstaculos que
comprometem a habilidade dos carroceiros em melhorar o bem-estar de seus cavalos. A partir
disso, pretende-se encontrar alternativas para melhorar a qualidade de vida dos cavalos e,
consequentemente, da populacio que divide o nicho ecoldgico com estes animais. A hipdtese
¢é de que o enriquecimento do conhecimento da populacio alvo, sobre as necessidades basicas
dos eqiiinos propiciard um incremento dos indicadores de bem-estar.

O projeto, teve inicio em Janeiro de 2003, onde primeiramente efetuou-se um
levantamento do nimero de animais (cavalos de carroga), presentes na regido da grande Porto
Alegre. Além disso, os proprietdrios foram entrevistados, € os equinos eram submetidos a
exame clinico geral, onde eram avaliados o escore de condi¢do corporal, hidratacdo,
manqueira, ferrageamento, qualidade do pelo e nimero de lesdes. Apds isso, efetuou-se a

coleta de sangue e fezes destes animais para posterior andlise. O semindrio apresentado na
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Michigan State University, teve como objetivo, relatar e descrever a melhora dos pardmetros

analisados, nos 3 anos de projeto (Anexo a apresentacio).

6.2 CURSO DIAGNOSTICO DE PRENHEZ EM VACAS COM AUXILIO DE ULTRA
SOM E PALPACAO TRANS RETAL EM CONFINAMENTOS

O curso de diagnéstico de prenhez em novilhas de corte, teve como principal objetivo,
o diagndstico precoce de prenhez em novilhas de confinamentos, para poder ser efetuado o
abortamento das mesmas, € consequentemente obter uma maior conversdo alimentar e um
maior ganho de peso.

A prevaléncia de novilhas prenhez que chegam nos confinamentos dos EUA varia de 3
a 20% (EDWARDS e¢ LAUDERT, 1984). Novilhas prenhez, produzem cerca de $ 66.35
menos que novilhas vazias e $ 26.41 menos que novilhas abortadas (JIM et al, 1991).
Novilhas prenhez em confinamentos poderd ter um custo sanitario elevado como no caso de
(distocias, cesareanas, perdas por morte, palpagéo, abortos, abortos-relacioandos a morbidade)
e tabém pelos inferiores precos pagos pelos abatedouros por novilhas recém paridas ou
prenhez. Novilhas sadias prenhez, possuem uma percentagem de carne por carcaca menor
(CLAYTON e LOYD, 1984). Além disso problemas associados com novilhas prenhez pode
ser um efeito negativo na moral dos funciondrios do confinamento. Nos Estados Unidos da
América, cerca de 7,5 % de todas as novilhas abatidas estdo prenhez. Causando perdas
principalmente para os produtores e para o confinamento, pois a novilha ndo estard
convertendo a maioria do alimento ingerido por ela em peso vivo, pois a maioria dos
nutrientes esta sendo destinado para a alimentacio e nutricdo do feto. Além disso, como os
animais que estdo no confinamento, sdo bovinos considerados gordos (com escore corporal
acima de 8) REF e animais com maior deposi¢do de gordura, estardo mais predispostos a
terem problemas na hora do parto e depois dele, como € o caso dos parto distdcitos, retencao
de placenta, e além disso o principal prejuizo causado para o confinamento é de dispor de um
local para abrigar o terneiro e a vaca no pés parto, tendo assim gastos com a alimentagéo.

Novilhas vazias e prenhez, sdo avaliadas pela industria, por terem o mesmo peso final
de aproximadamente 544 Kg, porém possuem uma diferenca no percentual de carne na

carcaga, ¢ almém disso possuem um decrécimo de sdo $ 10,00 délares sobre o valor tortal do
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animal (JIM et al., 1991), por isso da importancia de vender um animal que ndo esteja prenhe,
para garantir um melhor prego, e assim favorcemdo uma maior viabiliade ao setor primario.

O curso foi dividido em trés partes: Parte tedrica, Pratica com palpagdo e pratica com
ultrasom.

Na primeira parte do curso foi abordado os problemas que podem acarretar ter uma
vaca prenhe em um confinamento, abordando o lado econémico. Depois disso, passou-se para
a parte anatomica, onde foi explanado sobre a localizacdo e as diferencas do trato reprodutivo
de fémeas bovinas vazias e prenhez. Posteriormente expliquei sobre alguma das fungdes dos
principais hormonios responsaveis pela reproducdo, e o mecanismo de agdo das drogas
abortivas mais utilizadas para bovinos (Dexametazona e Prostaglandina). Na primeira parte
do curso pratico, foi demonstrado a diferenca dos tratos reprodutivos de fémeas bovinas
vazias e prenhes em pecas de abatedouro, estimulando os alunos a palparem, e sentirem a
diferenca na contratilidade, tamanho e consisténcia. Ap6s passamos o ultrasom, nestas pecas
para mostrar o que eles esperariam ver de diferencas entre animais de diferentes estigios de
gestacdo. No primeiro dia de curso, fizemos o diagndstico de prenhez em 45 novilhas,
primeiramente com a palpacgfo transretal e posteriormente com a utilizagdo do ultrasom. No
segundo dia de curso, foi apresentado um poster com fotos dos diferentes estagios
gestacionais (27 dias 4 9 meses). Apods isso separou-se 15 animais para cada aluno, eles
palpavam primeiro e apds eu confirmava com palpacio trans retal e mostrava com o ultrasom
as estruturas que estavam sendo palpadas. Foi realizado o diagnéstico de aproximadamente
100 novilhas neste segundo dia, elas foram separadas em dois grupos, curta gestacdo (até 90
dias) e longa gestagdo ( + de 90 dias). Para as novilhas prenhez de curta gestacdo, era aplicado
uma dose de 20 mg de PGF,a via intra muscular (IM), ja os animais de longa gestag@o, além

de 20 mg de PGF,a IM, era fornecido por via endovenosa (EV) 25 mg de dexametazona.

Tabela 1 - Variag@o de lucro sobre a venda novilhas: vazias, prenhez e recém, paridas.

Novilhas vazias

Peso vivo (Kg/Novilha) 544
% de carne na carcaga 63.5
Novilhas prenhez

Peso vivo (Kg/Novilha) 544
% de carne na carcassa 59.8
Novilhas recém paridas

Peso vivo (Kg/Novilha) 454
% de carne na carcaga 63.5

Fonte: Marilyn J. Buhman (2003)
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6.3 DIAGNOSTICO DE PRENHEZ EM BOVINOS

Os diagnésticos de gestagdo, foram realizados em vacas e novilhas de corte,
primeiramente com o uso da palpagdo trans retal, e posteriormente com o uso de ultra som,

para animais que apresentavam, periodo de gestacdo menor de 90 dias.

Tabela 2 - Numero de fémeas bovinas palpadas pelo académico no periodo do seu estigio
curricular

Prenhez < 90 dias > 90 dias Vazias
Novilhas 45 55 126
Vacas 10 52 24
Total 55 107 150

6.4 PROCEDIMENTO EM UMA FAZENDA

Foi realizado o descorne em 20 terneiros da raca Wagyu com idade de 4 a 7 meses,
bem como a castragdo dos mesmos. A técnica utilizada para o descorne foi a de cortar, os
chifres dos animais, o mais perto da base da cabeca dos mesmos, e retirar eles do local, o
procedimento foi realizado sem a ulilizagdo de qualquer tipo de sedacdo e ou medicamento
para o animal. O método de castragdo utilizado, foi de tirar um tampao do saco escrotal dos
animais e ao invez de amarrar e cortar o corddo espermatico, o mesmo foi tracionado até o
ponto de arrebentar este procedimento também n@o foi utilizado nenhum tipo de sedagdo.
Todos os terneiros foram brincados, e vacinados com a vacina CattleMaster® 4 Vacina contra
Rinotraqueite Infecciosa Bovina — IBR, Diarréia Vi r a | Bovina — BVD, Parainfluenza tip o
3-PI3e VirusSincicial Bovino— BRSV, na dose de 2 ml por animal por via IM e com
a vacina Fortress* 8 (Bacterina Toxdide contra Carbinculo Sintomético, Gangrena Gasosa,
Enterotoxemia e Hemoglobintria Bacilar dos Bovinos) na dosagem de 5 ml por via s.c.. Além
disso, vacinou-se 35 terneiras com idade superior a 5 meses com estas duas vacinas. Todos
estes 55 animais, foram marcadora a ferro quente, em na regido da picanha do lado direito.
Primeiramente efetuou-se a tricotomia do local, e em seguida, com um ferro quente aquecido

por corrente elétrica foi utilizado para marcar os animais.
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6.5 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

Acompanhei a transferéncia de trinta e quarto (34) embrides coletados de cinco (5)
diferentes vacas de alta genética da raca Wagyu. O tratamento superovulatério foi iniciado no
4° dia de sincronizagao do cio das doadoras, com a aplicacdo decrescente de dose de FSH a
cada 12 horas, iniciando com 2.4, 2.2, 2.0 até o 7° dia, coincidindo com a retirada do CIDR e
administracdo de um andlogo da prostaglandina F2a para lise do corpo liteo, induzindo o cio
em 24 a 48 horas. As inseminacdes foram realizadas 12 e 24 horas apds a deteccdo do cio,
respectivamente com semén de trés (3) dos melhores touros do ranking da raca Wagyu,
selecionados através da quantificacio de genes responsaveis pelo marmoreio e maciez da
carne. No sétimo dia ap6s o cio foi realizada a coleta dos embrides por lavagem intra-uterina
realizada com o meio (PBSM) através de sonda do tipo Foley n°18, acoplada a um equipo de
duas vias, filtro e seringa de 60ml. Apds a lavagem intrauterina (200ml de solu¢do em cada
corno uterino) os embrides retidos no filtro foram localizados com o auxilio de lupa, e
expostos por 5 min ao Ethileno Glicol a 1,5m com 1% de sucrose. Apds isso, foram
acondicionados em palhetas com Ethileno Glicol e colocados a uma temperatura de -6°C por
10min, utilizou-se uma curva de resfriamento de -0.5° C por minuto até chegar a -32°C, onde
foram imediatamente acondicionados a um botijio de nitrogénio liquido a -196°C. O
descongelamento, foi realizado através da retirada dos embrides imersos no nitrogénio,
deixando-os por 5 segundos a temperatura ambiente ( 37° C), e logo apds a palheta, com um
embrido localizado no centro, era imersa em dgua a temperatura de 80° F por vinte e cinco
(25) segundos. Apds isso, secou-se bem a palheta, principalmente na parte onde se localiza a
bucha com as informagdes sobre os embrides. Um embrido foi perdido, pois a palheta em que
0 mesmo estava acondicionado estourou na hora do descongelamento. Para inovulagdo foram
utilizados apenas moérulas compactas e blastocistos iniciais, de tamanho de 4 a 6
respectivamente, classificados como excelentes (grau I) ou bons (grau II), de acordo com os
critérios da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) (Stringfellow &
Seidel, 1999). As receptoras foram selecionadas previamente, e foram submetidas a um
protocolo de sincronizacio de cio com a utilizagdo de CIDR® juntamente com a aplicacdo de
GnRH por via IM, foi mantido o CIDR® por um um periodo de 7 dias, apds isso, retirou-se o
implante intra-vaginal e aplicou-se prostaglandina ( Figura 3). Elas foram programadas, para
demonstrarem cio sete (7) dias antes da inovulagdo dos embrides. No dia das transferéncias,

as vacas foram submetidas a exame ginecoldgico completo e selecionadas pela qualidade do
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corpo luteo e integridade sistema genital. Elas foram submetidas a uma leve sedacdo, com
uma dose de 2 ml de acepromazina a 10% por via intra muscular e anestesia epidural baixa
com lidocaina a 2%, sem vasoconstritor no volume de 5 ml. O diagnéstico de prenhez e a

sexagem do feto, serd realizada 58 dias apds a inovulagdo dos embrides.

CO-Synch + CIDR

Prfioren 1A ot 54 hr offer PG with GnBEH m TAL

| I |

a
iremimend day

Figura 1 - Protocolo de Sincronizacdo utilizado nas receptoras
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7 TECNICAS DESENVOLVIDAS

7.1 PCR- A REACAO DE CADEIA DA POLYMERASE

Coleta de pélos da cauda de touros e sangue, para extracdo de DNA (anexo 2) para
posterior andlise de genes responsdveis pelo marmoreio e macies da carne bovina, com
auxilio da Técnica de PCR..

A Reacido de Cadeia da Polymerase (PCR) foi desenvolvida por Kary Mullis e o grupo
de cientistas da Cetus Corporation. A primeira publicacdo foi relizada em 1985 a qual foi
entitulada de (Enzymatic amplification of B-globulin genomic sequences and restriction site
analyses of sickle cell anemia, Science 230:1350-1354), e tem sido considerada uma das mais
poderosas técnicas a utilizada pela biologia molecular. Por esta revoluciondria descoberta, o
Dr. Mullis recebeu em 1993 o Nobel Prize in Chemistry.

Dentre as importantes aplicacdes da técnica de PCR, estdo a arqueologia, Forence,
teste de paternidade, genética, pesquisa bioldgica e diagnéstico clinico.

O PCR e muito similar, ao principio de multiplicacio natural do DNA, ele ¢é
considerado um processo de 3 passos, que é considerado um ciclo, os quais sdo repetidos
vdrias vezes o quanto for necessario.

A primeira fase é conhecida com desnaturacio, na qual consiste em separar as duas
helices de DNA em 2 fitas simples. O método utilizado, € a elevagdo da temperatura do DNA
acima de 90°C. Com este processo, as pontes de hidrogénio, que ligam as bases nucleicas, sdo
rompidas.

A segunda fase, chamada de anelacdo, consite em diminuir a temperatura em torno de

40 a 65°C, dependendo do tipo de primer que esta sendo utilizado, esta temperatura, favorece
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a ligacdo dos primers a sequéncia de DNA que esta sendo estudada. Uma vez que os primers,
se anelem com a sequéncia complementar de DNA, eleva-se a temperatura a 72 °C. Nesta
temperature, a enzima Taq DNA Polimerase € ativada, iniciando a terceira fase conhecida
como extencao.

O Taq DNA Polimerase ¢ um DNA recombinante termoestavel, de organismo
Thermus aquaticus.

O DNA Polimerase inicia o processo de sintese da regido marcada pelos primers
(inicial e final). Este processo de Desnaturacdo, Anelacio e Exten¢do, corresponde a um ciclo.
Ao final do primeiro ciclo, existe duas novas fitas de DNA ambas idénticas a original. Cada
ciclo, demora cerca de dois a trés minutos, e estes podem ser repetidos varias vezes o
crescimento a cada ciclo é exponencial ou seja, 2, 4, 8, 12, 32...ao final de vinte ciclos temos
milhdes de sequéncias identicas a inicial. Para ter-mos uma melhor amplificagdo de uma
regido determinada do DNA € necessario 30 a 40 ciclos.

A técnica de PCR processada no dia 24 de Janeiro de 2005, teve como objetivo
verificar a existéncia de marcadores genéticos responsdveis pelo marmoreio na carne bovina.

Para tanto utilizou-se como tratamentos animais F1 cruzas (Wagyu X Limosin), sendo
utilizado, dois tratamentos e dois grupo controle. O tratamento 1 T1 animais que possuiam
alto grau de marmoreio na carne, T2 animais que possuiam baixo grau de marmoreio na
carne, controle positivo animal puro da raca Wagyu com alto grau de marmoreio na carne, e
controle negativo dgua. Para o T1 e T2 utilizou-se um pull de 10 amostras de sangue total dos
animais com graus de marmoreio idénticos a cada um dos grupos.

A extragdo do DNA do sangue total dos animais, foi realizada através da separacdo
das celulas brancas do sangue e extracdo do mesmo com a utilizagdo de kits especificos
(anexo 2), em um anexo do laboratdrio para evitar a contaminagao.

Em outro anexo do laboratério considerado livre de DNA, preparou-se a seguinte

solugdo:
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Tabela 3 - Ingredientes e quantidade para a realizacdo da técnica PCR

Substincia Quantidade

Template 24mg/pl 1ul

10 x Buffer 1ul
Dntp 25 mm 0.6 pl
Mgcl 50mm 0.3 ul
Forward primer 50 mm/ml 0.25 pl
Reverse primer 50 mm/ml 0.25 pl
H20 6.55 ul
Tag (polymerase DNA) 0.05 pl
Total 10 pl

Primers utilizados foram TNF _FA CAGTCTCCTACCAGACCAAGGTCAA e TNF_RA
GGAAGTTCCAGTTCCAGTCCTTGAT, especificos para fator de necrose tumoral, um possive
marcador para marmoreio e gordura subcutinea.

Cabe-se ressaltar da grande importincia de calcular empiricamente a quantidade de
Mg livre presente na solucdo, pois ndo poderd existir excesso € nem falta, pois ird
comprometer a andlise final dos resultados. Além disso, 0 MgCl deve ser bem homogenisado
antes de ser adicionado na solucio.

Retirou-se desta solucdo de 10 pl preparada, uma aliquota de 9 pl, a qual se adicionou
1l da amostra de DNA dos animais em estudo.

ApOs esta preparacdo as amostras foram gentilmente centrifugadas a 1000RPm por 30
seguntos, e foram colocadas no termo ciclador, onde irdo ficar até completar 37 ciclos
(desnaturacdo, Anelamento e Extenc@o). Apds isso as amostra poderdo ser congeladas a -20
°C para posterior andlise ou imediatamente analizadas.

Produgdo de Gel de agarose 1,6 %, para correr as amostras contendo 0,8 g de agarose
e 50 ml de TBE (Tris, 4cido bérico e EDTA), coloca-se no microondas, para dissolver a
solugdo por cerca de 30 segundos, apds isso, retira-se e deixa repousar por um a dois minutos,
acidiciona-se entdo, 1,6 pl de Ethidium Bromate na concentracdo de 10mg/ml. coloca-se na
placa com os pentes, até ficar com uma coloracdo opaca.

Coloca-se o gel para correr, adiciona-se a cada espago, uma quantidade de 8 pl da
nossa solucdo preparada, e 1,5 pl de glycerol, para alterar a densidade da amostra, liga-se a

mdaquina a uma voltagem de 140 Watts por 30 min.
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Figura 2 - Resultado placa PCR, identificacdo de genes responsdveis pelo
marmoreio da carne bovina localizados a 100ppb

7.2 RESTRICAO E DIGESTAO ENZIMATICA

Tabela 4 - Componetes e quantidades para a realizagcdo da técnica de digestdo enzimdtica

PCR product 3ul
10X Buffer 1ul
100X BSA 0,1l
Mnl [, 5 v/l 0,2ul
H20 5,7ul

Cuidados com a reagdo:

- Sempre devemos verificar qual € o Buffer, que a enzima terd uma maior atividade.
Qual a quantidade minima de de unidades, ara digerir o substrato (DNA). Verificar a
Temperatura a ser encubada a reacéo.

- Apés seguir todos estes passos, devemos incubar a reacdo por 2 horas a 37 ° C,
enquanto isso, preparamos o gel para a a andlise em PCR.

- Ap6s este periodo, colocamos para corer o gel por 50 min a 140 Watts, passado os 50

min, colocamos o gel para revelar
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7.3 ISOLAMENTO MITOCONDRIAL ORGAO FIGADO DE CAMUNDONGOS

Ap6s a realizagdo da bidpsia, neste caso, foi realizado eutanasia em camundongos, e
utilizou-se todo os figados dos animais. Apds a coleta, colocou-se orgdo, em um recipiente
mantido no gelo, juntamente com o Bufer.

Lavou-se o orgdo, com este buffer, para retirar o sangue e outras substincias
indesejaveis. Apds o enchague, coloco-se novamente os figados dos ratos, em um buffer, e
com o auxilio de ume tesoura, picou-se em pequenos pedagos de aproximadamente 1mm3, na
sequencia, homeogenizou-se gentilmente as amostras, cenrifugou-seas amostras a 1000x g por
10 minutos, a uma temperatura de 5°C. O sobrenadante foi descartado, e limpo-se a gordura
que ficou no interior do tudo. Novamente ressuspendemos as amostras, gentilmete
homogenizamos, com o auxilo do Buffer sem BSA. Apés isso, lavou-se e centrifugou-se por
duas vezes, a 10,000 x g a 5°C por dez minutos, ao final da centrifugacio, ressuspendeu-se a
solug@o e manteve ela no gelo para diminuir o metabolismo cellular.

Em sequencia, foi determinado a concentracdo de proteina usando o método de
Bradford.

No qual consiste em por a nosa amostra em uma placa de teste com 96 buracos,
juntamente com os controles padrdo e branco.

A necessidade da verificagdo da quantidade de proteina presente na nossa amostra, €

para posteriormente verificar a atividade repiratéria mitochondrial.

7.4 MENSURACAO DE NIVEIS DE CORTISOL EM FEZES DE ONCAS

Foi efetuado a mensuracdo dos niveis de cortisol encontrado nas fezes de ongas,

através do protocolo no anexo 4.
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7.5 SINTESE DE cDNA

Preparacdo de cDNA, através de RNA, amostras extraidas da pituitdria de ratos,
submetidos a imuno castragdo, orquiectomia e grupo controle (animais intactos) protocolo

anexo.
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8 PARTICIPACAO EM PROJETOS

8.1 IMUNOESTERILIZACAO DE ANIMAIS COM VACINA CONTRA LhRH

8.1.1 GnRH no sistema

A presenca do GNRH no hipotdlamo, foi demonstrado em 1960, através de
sistemdticas inje¢des de extrato hipotalamico em ratos, estimulando a secre¢do de LH pela
hipéfise anterior. Porém a sua estrutura somente foi elucidada em 1971, como um
decapeptideo  composto  por:  pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-amide,
denominado luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) (MATSUO et al., 1971).

Apés certo tempo, comecou-se a chamar ele de GnRH, pois verificou-se que este
peptideo, ndo estimulava somente a liberagdo de LH, mas também FSH (Hormonio foliculo
estimulante). O gene responsavel pelo GnRH, esta localizado nos humanos, no cromossomo
ndmero 8. A acdo do GnRH, esta relacionada diretamente com o seu receptor especifico da
membrana (GnRH-R). As altas concentracdes deste receptor na pituitdria, € resultada pelo
estagio fisiolégico do organismo. Durante o ciclo estral, de ovelhas e vacas, 0 maximo
nimero destes receptoreres, podem ser encontrados, logo antes da onda pré-ovulatdria,
coincidindo assim com o estro e com o pico de LH.

O GnRH, ¢ liberado pelo hipotidlamo, e tem acdo direta na hipéfise anterior dos
mamiferos ele estimula a produ¢do de FSH e LH. O GnRH ¢ liberado de modo continuo no
macho e de forma pulsétil, na fémea, a sua freqii€ncia e amplitude variam durante os estagios

reprodutivos nas diferentes espécies.
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A reproducdo dos mamiferos, é controlada por uma cascata de eventos, que comega
com a secrecdo de GnRH pelas células neuronais no hipotidlamo que esta localizado, na base
do cérebro. O hipotalamo, é composto por clusters de células neurosecretorias chamadas de
hypothalamic nuclei que secretam seus produtos no sistema sanguineo porta que € conectado
ao hipotdlamo e a hipdfise anterior, ou diretamente na circulagio geral depois para pituitaria
posterior. (McCANN e OJEDA, 1996). Hormdnios hipotaldmicos, sdo considerados
liberadores ou inibidores, devido a sua natureza de acao.

Em fémeas, o FSH, esta relacionado com o crescimento follicular, e o LH com a
ovulacdo. A secre¢do de FSH em fémeas, é de modo constante, 0 mesmo ndo ocorre com 0s
niveis de secre¢do de LH, que € liberado em forma pulsétil. Quando o pulso de LH ocorre,
coincide com a ovulagdo nas fémeas.

Em machos, o FSH, age nas células de sertoli, estimulando a producdo de
espermatozoides, ja o LH estimula as células de leydig a aumentar ou manter os niveis de
testosterona dos machos.

A produtividade dos animais, estd relacionada a diversos fatores, principalmente os
relacionados com a fungdo reprodutiva dos animais como idade de puberdade, maturidade
sexual, produgdo de gametas masculinos e femininos. Em vacas, observa-se geralmente uma
unica ovulagdo, em contrapartida, em ovelhas, cabras, dependendo da raca, pode observar
uma maior liberacdo de dvulos, ja as fémeas suinas, sdo consideradas poliovulatorias.

O processo de recrutamento e desenvolvimento do nimero de évulos a serem
liberados, sdo comandados pela secrecio de FSH e LH consequentemente. Porém recentes
estudos, tem demonstrado deficiéncias nutricionais, possui uma acdo direta em nivel do
ovério, involvendo, insulina, IGF I e II. Estes efeitos, podem interferir tanto na qualidade do
odcito, como a sobrevivéncia do embrido (DRIANCOURT et al., 1986 ¢ MILLER et al.,
1998).

8.1.2 Mecanismo de acao

O sistema imune tem a habilidade de relembrar as infec¢gdes passadas, e responder a
elas com agressividade e eficiéncia, quando o organismo entrar em contato novamente com
patégeno. Esta memdria imunolégica, pode ser adquirida por meio de vacinagdes (KIM e

FLAVEL, 2004). A principal fun¢do do sistema immune, estd em diferenciar o préprio do nao
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préprio, e responder especificamente contra estas moléculas estra estranhas ao organismo
(SIMPSON, 1984). Propria, descreve substincias pertencentes e geneticamente normais a
estrutura e func¢do do organismo (HUNTER, 1989). As substincias, identificadas pelo sistema
imunolégico, como intrusas ou ndo proprias, sdo denominadas de antigenos para o sistema
immune. Em resposta aos antigenos o organismo, produz anticorpos que irdo reagir
especificamente com o antigeno (HUNTER, 1989).

A rejeicdo pelo organismo intruso, ¢ mediado pelo complexo de histocompatibilidade
(MHC) (Roitt et al., 1998).

Todos os mamiferos possuem MHC que s3o expressos na superficie celular
(SIMPSON, 1984). Proteinas do complexo de histocompatibilidade, sdo marcadodes
especifico do préprio individuo (HUNTER, 1989).

Durante o desenvolvimento, células imaturas T sdo selecionadas, pelas abilidade de
interagir com o proprio MHC no processo chamado de selecdo positiva (VON BOEHMER,
1994).

Depois de celulas de antigeos especificos T receptors serem adquiridas, todas as
celulas T que reagirem com os proprios antigenos do organismo, serdo eliminados por
apoptose, regulando assim a tolerancia prépria (NOSSAL, 1994). A imunidade é dependente
tanto da imunidade passiva como a imunidade adquirida. A imunidade passiva, compreende
barreras defencivas incluindo anatdmicas, fisioldgicas, fagocitirias e inflamatérias e € a
primeira linha de defesa contra patégenos. A imunidade adquirida, por outro lado possue um
alto grau de especificidade bem como de memoria. As respostas imunes, sdo divididas em
respostas humoral no qual as células intermedido a resposta (SIMPSON, 1984).

A imunidade humoral refere-se a respostas a anticorpos ou secre¢do de
imunoglobulinas pelos limfécitos B que sdo carreados pelo corpo através da corrente
sanguinea e fluidos corporais (SIMPSON, 1984). Imunidade proferida pelas células, involve
um grupo de respostas mediadas ou iniciadas por sub-populacdes de células T (HUNTER,
1989). Os linfécitos T sdo responsdveis por coordenar, a alta especificidade e a ultima
resposta imunoldgica contra patégenos (FABBRI et al., 2003).

A protecdo immune por um periodo mais prolongado, é mediada pela celulas B e T de
memoria e também os anticorpos produzidos no plasma cellular (efeito das células B) (KIM e
FLAVELL, 2004). As celulas T, estimulam as células B a produzirem anticorpos contra o
antigeno intruso, outras se transformam em células de memoéria (MACKAY e VON

ANDRIAN, 2001).
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As Celulas T sdo derivadas da medula ossea e sdo diferenciadas no timo, onde
adquirem a capacidade de distinguir do préprio do nédo proprio (FABBRI et al., 2003). Os
receptores das celulas T, funcionam pelo reconhecimento dos antigenos apresentados e
peptideos processados, que estdo locados no MHC, que € expresso nos antigenos presentes no
plasma da membrane cellular (VIRET e JANEWAY, 1999). As células T com marcadores de
membrana CD4, possuem a fungdo de gerar e manter a regulacio da defesa humoral e
cellular (FLAVELL, 1999) . Um dos ajudantes da defesa immune celular, sdo definidos como
T helper (Th), eles s@o divididos, em dois grupos associados com o padrdo das citokininas, e
associados a sua funcdo (Thl e Th2) (Sallusto et al., 1998). Os Thl secretam interleucina 2
(IL-2) e interferon-(IFN) e estdo relacionados a reacdes inflamatérias mediadas por células,
enquanto que osTh2 secretam IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 e sdo mais efetivas estimulando B
células (COX e COULTER, 1997; SINGH e O’HAGAN, 1999). Adjuvantes também sdo
capazes de aumentar a resposta dos Th.

Adjuvante é qualquer substincia que age para acelerar, prolongar ou aumentar a
qualidade da resposta immune a vacinag¢des (VOGEL, 2000).

O uso de adjuvantes para aumentar a eficiencia das vacinas, foi descrito primeiramente
por Ramon em (1925). Em 1937, Freund desenvolveu, o mais efetivo adjuvante conhecido até
hoje, Freund’s adjuvant. Adjuvante complete de Freund’s, e composto por dgua em dleo
mineral adjuvante, que combina imunoestimulatéria propriedades com Mycobacterium
tuberculosis (COX e COULTER, 1997; VOGEL, 2000). Este adjuvante, gera boas respostas
de Thl e Th2 (COX e COULTER, 1997).

8.1.3 Vacinacao

Vacinagdo contra LHRH, tem sido estudada bastante nos dltimos anos, pelo grande
potencial de suprir com o ciclo reprodutivo dos animais por completo (Meloen, 1995). O
problema com o uso de antigenos enddgenos proprios, como LHRH, é por ele ser pouco
imunogénico, (Reeves et al., 1989).

Adams e Adams (1986) notaram que a imunizagdo ativa contra LHRH, serviu como
um método de introduzir uma barreira imunoldgica entre o Hipotdlamo e a pituitdria anterior,
que mais especificamente, neutraliza LhRH na vasculature porta hypotalamo-hypophyseal.

Em 1973, Arimura descreveu a utilizagdo de LHRH conjugado com BSA (Bovine Serum
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Albumin) inativou a funcdo gonadal de coelhos, causando atrofia das mesmas. Apds este
trabalho, muitos outros demonstraram além disso, a inibicdo da gametogénesis e bloqueio do
comportamento reprodutivo de muitas espécies mamiferas(Schanbacher et al., 1983; Adams
and Adams, 1986; Falvo et al., 1986).

Vacinas quimicamente conjugadas ndo possuem moléculas previsives e similares
estruturas entre a producdo, uma alternativa para contornar este problema, foi o
desenvolvimento do uso de fus@o de proteinas na vacina. A fusdo de proteinas é processada
primeiramente selecionando o gene especifico que carrega a proteina em questdo que possa
gerar uma forte resposta a producdo de anticorpos (Margalit et al.,1987).

Em 1995, Van der Zee e colegas, construiram um sistema que consiste em um
Plasmideo fimbriae da E.coli, composta por repetitivas sequéncias de LHRH. O LHRH foi
inserido, em uma regido denominada P-fimbriae da E.Coli com técnicas de DNA
recombinante. Sem afetar a formacdo das fimbrias, podendo apresentar vantagens para a
imunogenicidade (Broeckhuysen et al., 1987). Esta vacina mostrou-se ser efetiva, induzindo a
produgdo de alta titulacdo contra LHRH e suprimindo o crescimento testicular em terneiros
(van der Zee et al.,, 1995). Camundongas, tratadas com vacina de LHRH recombinante
demonstraram ter alta titulagdo de anticorpos contra LHRH, além da supressdo do ciclo estral
(van der Zee et al., 1995). Zhang et al. (1999) usou 507g de ovalbumina proteina com sete
sequéncias de LHRH (ovalbumin LHRH-7) observando bons resultados, em diminui¢do do
peso do aparelho reprodutivo de ratas, como resposta bioldgica, e producgéo de altos niveis de

anticorpos contra LHRH.

8.2 TESTE DA VACINA LHRH, DE IMUNO ESTERILIZACAO EM RATAS

Coleta de sangue de ratos através da venopuncdo da veia safena dos ratos,
aproximadamente (0,5ml/sng/animal) em intervalos de 21 dias. Centrifugagéo e separagdo do
soro do sangue dos animais, para posterior andlise de producdo de anticorpos anti LHRH

atravé do gama counter (protocolo em anexo).

Gupos dos animais

Projeto ratos 1
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CpG ¢é uma sequéncia de aminodcidos, que esta presente em mamiferos e bacteria, s6
que nos mamiferos, tem a presenca do grupo methyl e em bactérias nio, ou seja quando um
mamifero for exposto ao CpG bactériano, comegard a produzir anticorpos contra eles.
Dependendo do animal, este CpG possue uma sequéncia especifica.

DNA gendmico bacteriano, e outros DNA de procariontes e protozodrios, estimulam,
o sistema imune dos vertebrados (KRIEG et al., 1995; BRONW et al., 1998).

Este estimulo no sistema imune ndao € causado pela exprecdo dos produtos das
proteinas bacterianas, endotoxinas, exotoxinas, as ¢ dependente da sequéncia de DNA e de
sequencias contendo CpG. Esta sequencia de CpG, é caracterizada por uma sequencia
hexanucleoide. Esta sequencia e representada no genoma dos vertebrados, e quando presente
ela ¢ normalmente vem com o grupo methyl (5’-methylcytosine) o que distingue do GpG
bacteriano que ndo apresenta este grupo methyl. O sistema imune dos vertebrados,
reconhecem, como o CpG bacteriano como sendo estranho para o organismo, o que causa a
resposta imune (PISETSKY, 1999; WAGNER, 1999).

A tecnologia do CpG ODN € muito promissora, pelo seu potencial de tratamento
profilatico como antibacteriano, antiviral, antifiingico e antiparasitdio. Além disso, o CpG
ODNs poderd ser utilizado, para a estimulagdo do sistema immune nao espécifico, como
adjuvante para vacinas com proteinas, ou acido nucléico, na imunoterapia de cancer ,
redirecionado respostas alérgicas ao Th-2 para respostas imunes de Th-1, e pelo aumento da

imunidade das mucosas (KRIEG; KRIEG e KRIEG; WAGNER, 1999).

Hipoteses

1. Didlise e ou liofilizacdo da solu¢do com a proteina ndo altera a imunogenicidade
da mesma.

2. CpG é imunogenico quanto mFreund’s (modificado).

3. Adicdo do solvente (methylene chloride — solvente 1 ou ethyl acetate — solvente 2)

ndo afeta a imunogenicidade da proteina

Desenho experimental

Grupos de Tratamentos: (n = 6 ratos por grupo)

1. Proteina e ureia + mFreund’s

2. Proteina dializada e liofilizada + mFreund’s
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Proteina dializada e liofilizada + solvente 1 + mFreund’s
Proteina dializada e liofilizada + solvente 2 + mFreund’s
Proteina e ureia + CpG

Proteina dializada e liofilizada + CpG

Proteina dializada e liofilizada + solvente 1 + CpG

Proteina dializada e liofilizada + solvente 2 + CpG

D A

Grupo controle sem tratamento

Coleta de sangue de ratos (Safena)

Coletou-se sangue dos ratos, em intervalos de 21 dias, para verificar a produgédo de

anticorpos contra LhRH

Tabela 5 - Coleta de sangue de ratos (Participagdo em projeto)

0 dias 21 dias 42 dias 63 dias 84 dias 105 dias

Ratos 63 63 63 63 63 63

Resultados - Protocolo da mensurag@o dos niveis de anticorpos, Anexo 3
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Figura 3 - Resultados experimento Ratos

Sacrificio dos animais, para coleta e pesagem do aparelho reprodutivo, para verificar

se ocorreu alteracdo como atrofia nds animais submetidos aos diferentes tratamentos.

8.3 TESTE DA VACINA DE LHRH EM NOVILHAS

Coleta de sangue de bovinos (coccigeas):
A coleta de sangue dos bovinos, eram realizados em intervalos semanais, para
verificar os niveis hormonais de progesterona, e quantidade de anticorpos formados contra

LhRH.

Tabela 6 - Coletas de sangue de novilhas efetuadas pelo académicono periodo do seu estigio
(Participacdo em projeto)

1°semana  2°semana 3°semana 4°semana 5 semana 6° semana

Numero de 60 60 60 60 60 60
novilhas

As novilhas, que apresentaram prenhez, foi administrado uma dose de 25mg de PGF
20 a por via IM, para elas abortarem, pois as mesmas estdo no projeto de dose resposta a
administracio da vacina contra LHRH.

Ap6s a quinta coleta, foi realizado a mensuragdo dos niveis de progesterona em todas
as coletas de sangue das novilhas, para verificar se elas estavam ciclando ou ndo, para
podermos separar igualmente nos grupos de tratamento. Os niveis de progesterona, foram
mensurados em todas as amostras de sangue dos animais, em duplicatas, gerando no final um
total de de 600 amostras analizadas. O método utilizado para a mensuracdo dos niveis
plasmadticos de progesterona, foi atravéz da técnica de radio imunoensaio. Das 60 novilhas, 15
delas, apresentaram-se ciclando, e as outras 45 fémeas, demonstraram estar aciclicas com

niveis de P4 inferiores a 1 ng/mL
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9 PRODUCAO DA VACINA LHRH

Primeiramente, efetuou-se a cultura de E. coli inoculada com o plasmideo (pyz24-6)
em placas com gel de LB agar. Manteve-se a cultura por 24 horas em uma estufa de CO2 a
uma temperatura de 37° C. Inocula-se uma cultura individual, da placa em 50 ml do meio
Trypton Phosfate com glucose e Kanamicin (antibi6tico).

Ap6s 24 horas, adiciona-se a cultura starter em 1000 ml do meio de Trypton Phosfate
1 mais o antibiético (Kanamicin) e glucose. Verifica-se as amostras através da
spectofotometria, quando o valor estiver entre 0,4 a 0,6nm de absorbancia, induz a produgdo
da proteina com IPTG.

Ap6s 5 horas da indugdo, centrifuga as amostras a 5000g (4200RPM) por 10min
retira-se o0 meio, deixando somente a cultura de bactérias no fundo do vidro, ressuspende-se
com 10 a 20 ml de Buffer A( 100mM NaH2PO4[13.8g NaH2PO4], 10mM Tris-Cl[1,2 g Tris
base] Sempre mantendo as amostra no gelo, levou-se elas para o sornicador,
aproximadamente 6 min/amostra( aparelho, que produz ondas sonoras, com a finalidade de
romper as células e liberar a proteina). Adiciona-se lisoenzima para facilitar a ruptura das
células, deixar a 30 ° C por 30 minutos. Sornicar as amostras por 6 min cada uma, apds isso,
balancear as amostras, para centrifugar. Despresar o sobrenadante, e ressuspender as amostras
com Buffer A. Deve-se repetir este procedimento por vdrias vezes. Apds isso, centrifugasse as
amostras, e despreza-se o sobrenadante e adiciona-se Guanidine Buffer, neste momento deve-
se lever em conta o Ph da solugdo, que devera ser 8,0, este poderd ser ajustado, usando NaOH.
Homogeniza-se as amostras e centrifuga elas, o sobrenadante retirado ap0ds a centrifugacgio, é

filtrado com um filtro de 0,45um.
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9.1 PURIFICACAO DA VACINA

Coloca-se em uma coluna, aproximadamente até a metade dela, Ni-NTA agarose
(composto com niquel). O niquel, tem a propriedade de se ligar a nossa proteina, devido ela
ter Tag-hystidina.

Primeiramente deve passar o Guanidine Buffer na coluna com um Ph de 8,0, para
ajustar ao Ph da coluna. Passa-se a proteina pela coluna, depois deve-se novamente passar
Guanidie Buffer Ph 8,0 para fazer a lavagem das substincias indesejadas. Deve-se reduzir
gradualmente o Ph dp Buffer, comecando com 6,3, 5,9, até chegar no 4,1.

Quando diminuirmos o Ph 4 4,1 devemos estar preparados para coletar nossa proteina,
pois o baixo Ph do buffer, faz com que as pontes de ligamento entre a nossa proteina e o
niquel sejam quebradas, liberando somente ela. O momento em que a nossa proteina comega
a sair, € conhecido devido a uma solucdo pré preparada de 4x dgua bi destilada e 1x de Bio-
Rad Protein assay. Desse preparo, coloca-se 500uL e 10 plL da nossa vacina purificada,
quando a cor passar a ser azul, significa que € a nossa proteina que esta sendo liberada.

Para medir a concentracio do LhRH presente em nossa vacina ja purificada,
primeiramente, deve-se marcar todos em que estd a nossa vacina(50 ml) (1,2,3,4....), apds
isso, marca-se em tubos de ensaio (5ml), os mesmos nimeros que foram colocados no
recepiente onde estava a nossa vacina. Nestes tubos, adiciona-se, 200ul de Buffer, e 200l da
nossa vacina dilui¢do 1:1 deve ser marcada também nos tubos de ensaio. Apds isso, marca-se
em outros tubos, e adiciona 200 pl da nossa vacina em dilui¢do 1:1 e 200 pl de Buffer.

Em uma placa de elisa, coloca-se em cada buraco dela, 200 pl de reagente de ensaio
para proteina 1:50 (reagente B: reagente A). Nés fizemos, 14 ml de reagente A e 0,280 de

reagente B.

Reagent A = BCA Protein Assay Reagent A (Pierce, prod # 23224)
Reagent B = BCA Protein Assay Reagent B (Pierce, prod # 23228)

Standard preparation:
Standard solution = 2 mg/ml
Add: standard solution (ul) buffer (ul)
Standard A 150 50
B 100 100



55

C 50 150
D 25 175
Tampar a placa, e colocar-la no vortex por 30 segundos, apds isso, incubar a 37° C por 30

minutos e esta pronto para a leitura em elisa.

9.2 DIALISE

Sobstitui¢do do meio de Guanidine da proteina por Ureia.
Colocar a nossa proteina diluida em meio de guanidine, dentro de um K7 volume
maximo dwe 12 mL. Apds isso, imergir estes K7 com a nossa proteina em meio de Ureia 6M

trocar o meio 5 vezes em intervalos de 5 horas.
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CONCLUSAO

O estagio curricular supervisionado em Medicina Veterindria, com énfase em
endocrinologia da reprodug@o animal, proporcionou a oportunidade de adquirir uma nova
experiéncia e visdo, além de aprimorar e completar os conhecimentos que foram adquiridos
durante o curso de Medicina Veretindria.

Durante o periodo do estidgio, acompanhanhei a rotina laboratorial, bem como a
insercdo na drea de pesquisa. A cada dia que passava mais mais ficava fascinado com a
pesquisa e impolgado para a visualizacdo dos resultados.

Conclui-se que o estdgio curricular supervisionado em Medicina Veterinaria na drea
de endocrinologia da reprodu¢do animal, chega ao final superando os objetivos propostos,
principalmente por ter aberto novas oportunidades para seguir a minha futura carreira
profissional e continuacdo dos meus estudos académicos com o desenvolvimemto de um
futuro mestrado.

O estagio curricular, foi também o primeiro passo de separagdo dos académicos do
ambiente escolar, a que estavamos acomtumado para a “vida real”, o futuro mercado de
trabalho. O contato inicial com a carreira de pesquisador, fez com que aprendece, que muitas
vezes, os resultados desejados, ndo sdo aqueles que acabamos tendo, porém nunca deve-se
desistir, sempre devemos continuar tentando, nunca abandonando as nossas metas. Para a
pesquisa, paciéncia € a ciéncia, a base adquirida no Curso de Medicina Veterindria, na

Universidade de Passo Fundo, estd sendo muito importante para o meu futuro profissional.
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ANEXO 1 - TRYPTON PHOSPHATE MEDIA

Para 50 ml de trypton Phosphate media

Para 50 ml Para 1000 ml

1) Tryptone g 20g
2) Bacteria yeast extract 0,75g 15¢
3) Nacl 04¢g 8g
4) H20 37,5 ml 750 ml
Autoclave and cool to 50 ° C
5) Adicionar Fosfato de sal

Para 50 ml Para 1000ml
KH2PO4 0,05¢g lg
g Na2HPO4 0,1g 2g
H20 10 ml 200 ml

Autoclavar a uma temperature de 121 ° C por 15 min e resfriar a 50 ° C

Ap6s resfriadom adicionar 1-4 + 5 juntos.

Adidicionar o 6 — 7 antes da cultura de bactérias

6) Glucose

Para 50 ml Para 1000 ml
Glucose 0,1g 2g
H20 2ml 40 ml
Filtrar com filtro de 22um
7) Antibidtico

Para 50 ml Para 1000ml

Kanamicine Sulfate

0,05 ml a [] de 50 mg/L

1 ml a [] de 50mg/L
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ANEXO 2 - EXTRACAO DE DNA
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ANEXO 3 - ANTI-LHRH ANTIBODY BINDING TEST

Dilute Samples
1:100 dil.: 990 puLL with PBS-EDTA, 10 pL serum (vortex before transferring)
1:1000 dil.: 900 uL with PBS-EDTA, 100 pL of 1:100 diluted serum (vortex before

transferring)
Prepare Assay Tubes (in duplicates)
Plus: Total Count (TC), Non-Specific Binding (NSB), Control Samples.

Transfer 500 uL PBS-Gel to each tube except TC’s.

Transfer 200 uL diluted serum to proper tubes.

Adding the label:

Get 2 paper cups

Mix 1 part PBS Gel with 9 parts (plain) PBS

Thaw Normal Mouse Serum (NMS) in warm water

Mix 1 part NMS with 200 parts of diluted PBS Gel
250 uL of NMS + 50 mL diluted PBS Gel

Add X pl of label to cup (depends on the counts, so that it gives 12,000 cpm per 100 pL)

Mix well (from cup to cup)

Transfer 100 pl of the mix to a glass tube and count to check if the label was diluted correctly.

Add 100 pl of the mix per tube using repeater pipette to all tubes including TC’s

Shake rack by hand

Incubate in the cold room for 3 days
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Adding the second antibody:

Use a 10-ml tip for the repeater pipette

Dilute second antibody 1:20 in plain PBS (5 ml second antibody [sheep anti-mouse antibody]
plus 95 ml plain PBS)

Deliver 200 pl of secondary antibody to all tubes except TC’s

Incubate for 30 min

Adding PEG:

Add PEG 15% (150 g PEG/1 L plain PBS, well dissolved)
Add 1 mL of PEG solution to all tubes except TC’s.
Vortex well for 3 min

Incubate for 20 min (room temperature)

Centrifuge at 3,000 rpm for 20 min

Decant

Count (gamma counter).



ANEXO 4 - CORTISOL EXTRACTION PROTOCOL

Transfer ~ 0.2 g of fine powered, freeze-dried, homogenized fecal sample to glass tubes

Add 3.0 ml ethanol (90% v/v)

Vortex individual tubes for 10 s

Shake (200 rpm) in rack shaker for 6 h

Vortex multiple tubes for 30 min

Centrifuge tubes at 500 x g for 20 min

Collect supernatant into long glass tubes

Re-suspend pellet in 2.0 mL of 90% ethanol

Vortex (individually) for 15 sec

Re-centrifuge

Combine both supernatants

Transferred desired amount of extract to assay tubes in duplicate

Perform RIA’s according to manufacturer’s instructions (count in gamma counter)

Calculate ng of hormone/g dry feces

If performing Recovery Test (Extraction Efficiency):

Spike samples with known amount of *H-hormone (tritiated hormone).
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ANEXO 5 - SINTESE DE cDNA

Amostras de RNA, extraidas da pituitdria de ratos, submetidos a 2 tratamentos e um grupo

controle (iminucastra¢do, orquiectomia e intactos)

Uma aliquita de 5 pg de RNA, adicionar, dgua livre de RNA, até atingir o volume de 4pL.

Aquecer as amostras na maquina de PCR por 5 min. a uma temperatura de 90°C, depois disso

manter as amostras no gelo.

Adicionar a cada soluc@o uma aliquota de 1 pl de oligo(dT) 12-18, e a quantidade necessaria

de 4gua livre de RNA até completar 12 pL.

Miturar e centrifugar rapidamente.

Aquecer a 70 ° C por 10 min e manter no gelo apoés.

Adicionar para cada amostra
4uL de 5X reaction Buffer
2ul. de M DTT

1pL de Mixed ANTP

1uL de M-MLV RT (enzima)

Colocar na maquina de PCR e deixar incubando por 37°C por uma hora, aquecer por 5 min a

95°C para desativar a enzima.



ANEXO 6 - REACAO DE PCR PARA cDNA

Preparar o Gel de PCR a 1% de agarose

1g de agarose e 100mL de TAE Buffer
Aquecer no micoondas por 1:30 min

Adicionar 5 pL de gel star (¢ mais sencivel e menos téxico que o ethidium bromeid)

Mix para reacdo de PCR
5,0 pL de 10X buffer
4,5 uL MgCl,

1,0 pLL F primer

1,0 pL R primer

0,3 uL Tag

37,2 uLL 4gua

1 pL. do cDNA

Colocar uma gota de oleo

Primers utilizados
Nome: rCyclinD2-731F
Sequéncia: CCTGCCAGGAGCAAATCG

Nome: rCyclinD2-790R
Sequéncia: GCTCTTGACGGAACTGCTGAA

Nome: rAnnexin5-526F
Sequéncia: TCCTCCTTCAGGCCAATAGAGA

Nome: rAnnexin5-588R
Sequéncia: CATCCAGTTCAACTTGAGCATCA

Nome: rFSHb-197F
Sequéncia: CCCAGAAAGTATGCACCTTCAAG
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Nome: rFSHb-258R
Sequéncia: GGCACAGCCAGGCAATCTTA

Colocar na maquina de PCR por 25 ciclos

Colocar no gel 10 pL da nossa solu¢do mais 2 pl. de Loading Buffer e correr por 35 min. a

150 wattz.



ANEXO 7 - UREA BUFFER

Para 1 litro
100mM NaH,Po4 13.8 G (MW 137,99 g/mol)

10mM Tris-ClI base 1.5616 (MW 157.60 g/mol)
6M Urea 360.36g (MW 60.06 g/mol)
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ANEXO 8 - GUANIDINE BUFFER

Para 1 Litro

100mM NaH,Po4 13.8 G (MW 137,99 g/mol)
10mM Tris-ClI base 1.5616 (MW 157.60 g/mol)
6.5M GuHCI 620.75g Guanidine hydrochloride
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ANEXO 9 - REAL TIME PCR

12.5 pLL Super Mix com SYBR Green
1 pLL cDNA na dilui¢do de 1:5

1,0 pLL F primer

1,0 pL R primer

9.5 pL 4gua

Usar placa expecifica para Real Time PCR, colocar correr no aparelho por 2 horas.
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