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RESUMO

O veado catingueiro (Mazama gouazoubira) é uma espécie de cervideo
neotropical que habita areas ao sul da floresta Amazbnica. Os grupos
populacionais estédo diminuindo devido, principalmente, a acdes antropicas, sendo
necessario a conservacdo desta espécie através, por exemplo, de biotécnicas da
reproducao. Neste trabalho, foi proposto um protocolo de sincronizacdo de cio em
catingueiros, usando o acetato de melengestrol (MGA). Seis fémeas saudaveis e
sexualmente maduras foram submetidas a uma dose diaria oral de 0,25 mg de
MGA por oito dias consecutivos, sendo que no ultimo dia foi aplicada uma injecao
intramuscular de 265 pg de cloprostenol. O cio foi testado com um macho duas
vezes ao dia, por até cinco dias consecutivos apés a dose de clorprostenol.
Apenas metade das fémeas apresentaram cio dentro do tempo estipulado de até
cinco dias apos fim do tratamento. Entretanto, é sugestivo que a ocorréncia do cio
tenha sido pela aplicacdo de prostaglandina, ndo do MGA. Mais estudos devem
ser realizados sobre sua metabolizacdo, frequéncia e dosagem de MGA oral em
veados catingueiros para confirmar sua possivel utilizacdo como protocolo de
sincronizacgéao de cio.

Palavras-chave: veado catingueiro, Mazama gouazoubira, biotécnicas,
sincronizacao, acetato de melengestrol, MGA.



ABSTRACT

The brown brocket deer (Mazama gouazoubira) is a species of neotropical deer,
which inhabits areas south of the Amazon Rainforest. Due to a decrease in its
population, mainly because of human activity, this species' conservation is a
priority. One method to help increase population size would be the use of
reproductive biotechnology techniques. A synchronization protocol for the brown
brocket deer was proposed in this experiment, using melengestrol acetate (MGA).
Six healthy females, all sexually matured, were submitted to an oral dose of 0,25
mg of MGA in a 24 hour interval for eight consecutive days. On the eighth day, a
265 pg injection of cloprostenol sodium was applied to those females. Twice a
day, the females were individually introduced to a male of the same species, to
test for estrous behavior. Estrous was tested for five consecutive days post
treatment. Only half of the does showed signs of estrous. It is highly suggestive
that such behavior occurred due to the cloprostenol injection, not the MGA itself.
More studies are required to test the pharmacokinetics, metabolization, frequency
and dose of oral MGA in brown brocket deer in order to confirm this molecule use
in an estrus synchonization protocol.

Key words: Brown brocket deer, Mazama gouazoubira, melengestrol acetate,
MGA, synchonization.



PARTE | - EXPERIMENTO

1. INTRODUCAO

A fragmentacdo de habitat levando a isolamentos populacionais e
homozigose por endocruzamento, poluicdo e acdo do homem sédo as principais
causas de perda de individuos e de parte de populacbes de diferentes espécies
animais (DUARTE, 2005; BUENO & PEREIRA, 2008; COSTA & MARTINS, 2008).
Em decorréncia da menor variabilidade genética ocorrem diminuicdes de
resisténcia a enfermidades, da capacidade de reproducdo e adaptabilidade,

resultando em um vortex de extingao.

7

A extingdo é um processo natural da evolucdo, mas devido as acdes
antrépicas, esse processo esta ocorrendo de maneira acelerada. A conservacéao €
necessaria para manter a biodiversidade. Uma das formas de se tentar diminuir
as perdas genéticas é através de biotécnicas da reproducdo. Mas, para poder
aplicar essas técnicas corretamente, é imperativo conhecer aspectos biol6gicos
da espécie alvo, tais como comportamento, alimentacao, distribuicdo geogréfica,
ecologia, endocrinologia e fisiologia. Para tal, a existéncia de espécimes em

cativeiro é de suma importancia para estudos complementares.

A chamada conservacao in situ, ou seja, quando o individuo se encontra
em seu habitat natural, € o método ideal. Infelizmente ele & praticamente inviavel,
pois necessita de varios fatores como estudo da espécie, educacdo ambiental e

preservacao da area de vida da espécie para que tenha bons resultados.

J4, a ex situ, utilizando animais em cativeiro, € a mais viavel a curto prazo e
com resultados mais imediatos. No entanto, apesar de os dois métodos de
conservacdo se complementarem, estudos biolégicos, manejo de areas verdes e

projetos de reintroducéo sao condicbes necessarias para 0 sucesso.

Existem diversas técnicas para reproducao de animais de producdo. Estas
podem ser extrapoladas para as espécies selvagens até certo ponto. As mais

comumente utilizadas para conservagdo de espécies sdo a inseminacgéao artificial,



aspiracédo folicular, coleta de sémen e criopreservacdo de gametas e
células somaticas em botijdes de nitrogénio liquido (COSTA & MARTINS, 2008).
O primeiro clone de cervideo foi anunciado pela Texas A&M University em 2003,
onde o individuo foi gerado através de células de fibroblasto de um veado da
cauda branca que veio a 6bito. Contudo, o maior desafio da técnica de clonagem
€ a escolha da espécie que ira prover a célula receptora e que espécie ira gestar
o novo individuo. Os animais mais beneficiados com projetos de conservacao sao

os considerados ameacados, em extingdo e extintos na natureza.

A espécie escolhida para o experimento, o veado catingueiro (Mazama
gouazoubira), € um cervideo (Ordem Artiodactyla, Subordem Ruminantia) de
pequeno a médio porte (18 a 20 kg), distribuido nas areas ao sul da floresta
Amazobnica, até o sul do Uruguai e na Provincia de Entre Rios, na Argentina.
Pertence a habitat variados, desde cerrado até &reas abertas usadas para
agricultura (BLACK-DECIMA et al., 2010).

Na lista vermelha da INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF
NATURE (IUCN) (2016), uma organizacdo civil dedicada & conservagdo da
natureza e internacionalmente reconhecida, esta classificada como pouco
preocupante, mas seu status varia dentro do Brasil, descrito como ameacado no
estado do Rio de Janeiro e vulneravel o Rio grande do Sul (TIEPOLO & TOMAS,
2006). O status da populacéo é descrito pela IUCN (2016) como decrescente.

O ciclo estral das fémeas é considerado similar dentre as diferentes
espécies de mamiferos. E composto de 4 fases: proestro, estro, metaestro e
diestro. Animais em anestro ndo estdo em fase reprodutiva. O GnRH (horménio
liberador de gonadotrofina), liberado pelo hipotalamo, atinge a hipdfise através do
sistema porta hipofisario e estimula a secrecédo de FSH e LH (hormdnio foliculo
estimulante e hormdnio luteinizante, respectivamente). Estas moléculas atingem
os ovarios. O FSH induz o surgimento de uma onda folicular e desenvolvimento
folicular. Um dos foliculos recrutados torna-se dominante e os outros entram em
atresia. Enquanto isso, o LH permanece em um limiar basal, com poucos picos
sutis. Quando o foliculo se torna dominante, ele produz estrogeno (E2) e inibina,
que levam a resposta de feedback negativo diminuindo a producdo de FSH e



levando a atresia dos outros foliculos recrutados na onda. Caso ndo haja
progesterona (P4), o estrogeno produzido pelo foliculo induz a um pico
significativo de LH, levando a ovulacdo. Ha a luteinizacédo das células foliculares,
que produzem P4, responsavel pela manutencao da prenhez. Durante a producéo
de P4, ainda ha surgimento de ondas foliculares, mas ndo ha o estimulo para a
ovulacdo devido a alta concentracdo de P4, levando a atresia dos foliculos. Apos
alguns dias, caso ndo haja gestacéo, o corpo luteo (CL) comeca a produzir
ocitocina, que estimula o endométrio a secretar prostaglandina (PG). Esta lisa o
CL, dando um fim ao ciclo estral.

O acetato de melengestrol (MGA) foi criado em 1962. E uma molécula
oralmente ativa, inclusive em ruminantes, sendo sua acdo relacionada com
espessamento do endométrio, manutencdo de gravidez e inibicdo do cio
(PATTERSON et al., 1989). E considerado um analogo & progesterona, podendo
ser usado em protocolo de inseminacdo (OLIVEIRA et al., 2013) e como método
anticoncepcional (PLOTKA & SEAL, 1989; ROUGHTON, 1979), dependendo da
dose oferecida. Por ser de uso oral, € considerada uma boa alternativa para
impedir estresse nos animais durante a manipulacdo, uma vez que elevados

niveis de estresse alteram a fisiologia do animal.

2. REVISAO DE LITERATURA

Cervideos séo considerados poliéstricos sazonais, mas, devido a
adaptacao de algumas dessas espécies as regioes tropicais, onde o foto periodo
nao é tdo variado, sdo férteis o ano todo. A presenca de cio pés-parto nas
fémeas e a falta de alteracbes morfofisiolégicas do sémen de machos apds a
gueda de chifre, ou seja, boa qualidade espermatica (GARCIA & DUARTE, 1994)
suportam a falta de sazonalidade em Mazama gouazoubira. Entretanto, foi
observada certa sazonalidade em animais de areas mais temperadas (DUARTE &
GARCIA, 1997). A gestacdo do catingueiro é de 208 a 215 dias, a duragédo do
ciclo estral € em média 21 a 30 dias e o tempo de cio varia de 1 a 4 dias
(PEREIRA et al., 2006).



A molécula de MGA é um progestageno com efeito antigonadotrofico. E um
analogo ao MAP (acetato de medroxiprogesterona). Ele age diminuindo a
pulsatiidade do GnRH liberado pelo hipotdlamo, contudo, ndo impede o
crescimento folicular, levando os foliculos a permanecerem no foliculo por um
tempo maior (OLIVEIRA et al., 2013). Ele também diminui a pulsatilidade do LH,
impedindo a ovulacdo (IMWALLE, 1998; INWALLE, 2002). Ao aplicar o
cloprostenol e cessar a administracdo do MGA, ha uma queda abrupta de
progesterona, levando a um aumento na frequéncia de picos de LH e

consequente ovulacao, iniciando uma nova fase folicular.

Os efeitos do MGA oral sdo completamente dependentes da dose e tempo
de duracéao do protocolo. Em vacas, a dose minima diaria necessaria para impedir
a ovulacéo é de 0,42 mg (a recomendada pelo produtor € de 0,5 mg por animal
por dia). Em ovinos e caprinos, a dose é de 0,25mg. Quanto mais tempo dura o
protocolo (mais que 14 dias) piores sdo as taxas de fertilidade no primeiro estro
pos-tratamento (PATTERSON et al., 1989). Essa baixa fertilidade em protocolos
de longa duracdo se da pelo fato de os ovdcitos presentes nos foliculos ficarem
muito velhos, perdendo sua qualidade, e pela possivel persisténcia de foliculos,
devido a falta de pico de LH (OLIVEIRA et al., 2013).

Em um estudo in vitro com células bovinas, PERRY (2005) demonstrou que
a molécula de MGA, quando comparado com progesterona e norgestomet, tem
uma maior afinidade pelo receptor de progesterona do que a propria progesterona
e menos que o norgestomet. Contudo, quando comparado com a capacidade de
reprogramar o ciclo reprodutivo, 0 MGA € o menos eficaz. Ainda ndo se sabe por
gue apesar de ter uma boa afinidade, o0 MGA néo é tao eficaz em induzir o cio.
Ainda neste estudo, Perry demonstrou que o MGA nao possui acao celular

antiestrogénica (diminuigédo da proliferacéo celular).

Em ovelhas, DANIEL (2000) fez dois experimentos com MGA. Apds o fim
de cada tratamento as fémeas eram expostas ao macho duas vezes ao dia por 21
dias. No primeiro experimento ele comparou quatro grupos, um controle
(somente racdo), um grupo que recebeu duas doses de 0,125mg de MGA diérias

por 8 dias, um que recebeu uma dose Unica de 0,5mg em um Unico dia e o ultimo



onde foi dado uma dose Unica de progesterona via intramuscular. Ele relatou que
0s animais que foram tratados com MGA por oito dias tiveram uma maior taxa de
prenhez quando comparado com os outros. No segundo experimento, ele
comparou trés grupos, sendo um controle, um com a mesma dose de MGA que o
experimento um e o ultimo com CIDR por 8 dias seguidos. Os grupos tratados
com MGA e o implante apresentaram estro, sendo que os do grupo CIDR
demonstraram comportamento de cio mais cedo. O grupo do implante teve maior

taxa de prenhez que o do MGA.

QUISPE (1995) testou em quatro grupos de ovinos duas doses diferentes
(0,11mg e 0,22mg) de MGA oral por nove dias consecutivos, associadas ou ndo a
uma aplicacéo de cipionato de estradiol (ECP) no primeiro dia do tratamento. Ele
concluiu que o uso de MGA oral foi satisfatério para sincronizacdo, mas a

aplicacao de ECP pareceu ter efeito negativo sobre as taxas de concepgao.

PLOTKA & SEAL (1989) fizeram uso dessa substancia em implantes
subdérmicos, na regido do pescoco, em uma dose alta de 800mg por animal, a
fim de fazer o controle populacional em veado da cauda branca (Odocoileus
virginianus borealis). O projeto durou dois anos e foi considerado um método
simples e eficaz como anticoncepcional. O implante também foi posto em animais
gestantes, e, apesar de nao ter afetado diretamente a prenhez (0 que era de se
esperar), afetou o tempo de inducdo de parto, sendo necessario a remoc¢ao do
implante e aplicacdo de 5mg de cipionato de estradiol intramuscular. Dos cinco
animais paridos, apenas um sobreviveu e uma fémea veio a 6bito no trabalho de

parto.

ROUGHTON (1979) também fez uso do MGA como método contraceptivo
em veado da cauda branca (Odocoileus virginianus) mantidos em cativeiro. Neste
estudo o suplemento foi oferecido oralmente, em doses diarias variando de 0,6 a
1,0 mg por animal durante 12 meses consecutivos. Tanto machos como fémeas
eram suplementados com a substancia. Nao foi observado nenhuma alteracédo em
crescimento e maturidade sexual nos filhotes. Nao houve alteracdo durante a

prenhez, como a duracéo da gestacao ou problemas durante a inducéo e o parto.



Em uma revisdo de métodos para sincronizar o cio em cabras, WHITLEY &
JACKSON (2004) citam a eficacia do MGA em ovelhas, resultados bem diferentes
quando comparado em cabras. Os autores comentam a escassa quantidade de
estudos feitos em cabras e, dos poucos revisados, demonstram que o MGA oral
tem uma capacidade menor de induzir estro nessa espécie quando fora do
periodo reprodutivo. Os autores argumentam que o0 ambiente (clima) e a genética
sao fatores que podem ter influenciado os resultados. Recomendam mais estudos

relacionados ao uso do MGA oral em cabras.

ZANETTI (2009) testou um protocolo de sincronizagdo de cio em veados
catingueiros. Em um grupo ela usou um implante progestageno vaginal (CIDR®)
por oito dias e no dia da remocéao do implante, aplicou de uma dose de 265ug de
cloprostenol. Este foi entdo comparado com um segundo grupo de animais que foi
sincronizado com duas doses de cloprostenol, com 11 dias de intervalo entre elas.
A presenca do cio foi confirmada através do comportamento estral com o macho.
Em suma, todos os animais (n=6) entraram em cio. A diferenca entre os grupos foi
em tempo de inducao do cio, que foi de 70.5 £ 5.0 h no primeiro grupo e de 52.3 £

5.6 h no segundo grupo.

Em Mazama gouazoubira, ROLA (2013) testou a viabilidade de protocolos
de superovulacdo, realizou aspiracdo folicular (através de laparoscopia) e
maturacado in vitro (MIV). Durante o experimento foram recuperados um total de
94 ovécitos. Estes foram entdo maturados in vitro onde 64,52% alcancaram a fase
MIl. Os resultados demonstram a viabilidade da técnica de MIV em veados
catingueiros, bem como abre portas para a possibilidade de fecundacéao, cultivo e
consequente producéo in vitro de embrides (PIVE). H& relatos de sucesso na MIV
em outras espécies de cervideos, entretanto, ha alguns obstaculos com a PIVE,
como o desenvolvimento de um fluido de oviduto sintético de cervideos para

aumentar a taxa de blastocistos.



3. OBJETIVO

e Testar a capacidade que uma dose Unica diaria de 0,25 mg de acetato de
melengestrol oral administrada por oito dias consecutivos tem de

sincronizar o cio em veado catingueiro (Mazama gouazoubira).

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de
Cervideos, NUPECCE, na Universidade Estadual Paulista ‘Julio de Mesquita
Filho’ Campus de Jaboticabal (UNESP Jaboticabal).

Um total de seis fémeas adultas de veado catingueiro, com idades variando
de trés a dez anos, foram submetidas ao protocolo de sincronizacédo de cio por
MGA oral. Os dois machos usados para a deteccdo de estro tinham idade
variando de quatro a seis anos. A dieta era a base de ragcdo concentrada para
equinos (Omolene®) duas vezes ao dia e volumoso - soja (Glycinemax spp.) ou

rami (Bohemia livia) ou ramos de amoreira (Morus alba) a tarde. Agua a vontade.

Os animais eram mantidos em baias individuais de 3x4 metros e paredes
de cimento para evitar contato direto com a outra baia ou o galpdo. O chéo da
baia era forrado com feno para conforto dos animais. Todas as baias estavam

dentro de um galpao fechado e coberto.

Antes de dar inicio ao protocolo, as fémeas foram introduzidas com um dos
machos para identificagéo de cio. A presenca ou auséncia de cio nao influenciou
a data de inicio do protocolo, que foi iniciado em estagios aleatdrios do ciclo

estral.

Os sinais apresentados pela fémea em cio eram o comportamento geral
mais relaxado e reflexo de tolerancia (apoiar a méo na traseira do animal e este
permanecer estatico). E incomum apresentar corrimento mucoide visivel nesta
espécie. O edemaciamento vulvar é visivel, e até palpavel em animais mais

calmos. Os machos testavam o cio se aproximando das fémeas, lambendo e



cheirando especialmente a regido posterior e o dorso, realizando o reflexo de

flehmen e tentativa de monta.

FIGURA 1 — Macho de veado catingueiro demonstrando o reflexo de flehmen.

Fonte: arquivo pessoal.

Para realizar a sincronizacéo, as fémeas recebiam uma dose Unica diéria
de 1,14g de Premix, contendo 0,25mg de MGA (misturada com banana para
facilitar o consumo e dado pessoalmente para cada animal para garantir a
ingestao total) por 8 dias seguidos, oferecido na parte da manha. No dia da ultima
dose de MGA, foi aplicado 265ug (1 mL) de cloprostenol (analogo a
prostaglandina — PG) ao final do dia.
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FIGURA 2 — Esquematizacéo do protocolo usado nas fémeas de veado

catingueiro.

Para a identificagcdo do cio, foi permitido contato com um dos dois machos
adultos e observado o comportamento dos individuos. Foi permitido o contato
com o macho diariamente, durante todo periodo do tratamento, até a identificacao
do cio ou no maximo cinco dias ap6s o fim do protocolo. Os encontros do macho
com as fémeas eram feitos um por um, onde a fémea era conduzida até a baia do
macho e permitido contato duas vezes ao dia (manha e tarde), por até dez
minutos (ZANETTI, 2009). O cio foi confirmado se a fémea permitiu a copula
(PEREIRA et al., 2006). O cio era esperado dentro de 24 - 72 horas ap6s o fim do
tratamento (ZANETTI, 2009; GARCIA & DUARTE, 1995). Foi estipulado um
tempo maximo de observacéo de cio, sendo este de cinco dias apos a aplicacao

de cloprostenol.

5. RESULTADOS

Devido ao reduzido nimero de animais, somente a porcentagem e a meédia
foram usadas na interpretacdo dos dados. O tempo de aparecimento do cio, bem
como seu tempo de duracdo foram coletados. O nivel de fertilidade n&o foi

testado neste protocolo.
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TABELA 1 — Tempo de demonstracéo e de duracao do cio pés tratamento em

fémeas de veado catingueiro.

Idade
aproximada
Demonstracdo do cio (horas) Duracéao cio (horas) (anos)
Fémea 1 108 24 10
Fémea 2 - - 6
Fémea 3 - - 7
Fémea 4 48 36 8
Fémea 5 - - 3
Fémea 6 36 48 3
6. DISCUSSAO

O uso de MGA oral nao foi satisfatorio para induzir e sincronizar o cio em
todas as fémeas. A eficiéncia média do protocolo foi de 50%, ou seja, somente
metade das fémeas apresentaram cio dentro do limite de cinco dias pés fim do

tratamento.

Em animais tratados com uma dose Unica de PG, é possivel atingir 50% de
sincronizagdo. Isso porque animais em anestro ou com CL ndo responsivo nao
respondem a esse tratamento. A fase luteinica do ciclo estral de Mazama
gouazoubira é, em média, 24 dias e a interluteal, dois dias (LOCATELLI &
MERMILLOD, 2005). O CL torna-se responsivo a partir do sexto dia pos-ovulacao,
ou seja, em um ciclo normal de 26 dias, 18 dias o animal estaria responsivo ao
efeito da prostaglandina. Neste estudo, €& provavel que o0s animais que
apresentaram cio tenham sofrido efeito do cloprostenol, ndo do MGA, pois
animais sob o efeito da PG apresentam cio, em média, de 48 a 72 horas pés
aplicacdo. Para confirmar que o MGA estaria fazendo efeito, seria necessario

fazer dosagens duas vezes ao dia de progesterona fecal comecando um dia antes
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e terminando até cinco dias apés o fim do protocolo. Apesar das fezes terem sido
devidamente coletadas e armazenadas, devido ao curto periodo de tempo
disponivel, ndo foi possivel processar o material antes da conclusdo do

experimento.

A fémea 1, que demonstrou cio 108 horas apos o fim do protocolo,
provavelmente n&o sofreu efeito de nenhum dos hormdnios administrados,

entrando no cio espontaneamente.

Apesar de ndo ter sido possivel neste trabalho medir a concentracdo de
progesterona fecal para confirmar a acdo do MGA sobre o ciclo estral das fémeas,
nenhum dos animais apresentou comportamento de cio durante o tratamento,
sugerindo que houve uma supressdao de demonstracdo de cio pelo MGA. Ha
também a possibilidade de ter ocorrido cio silencioso, devido a uma subdose de

acetato de melengestrol.

A meia vida do MGA em bovinos € de 24 horas, pela recomendacao do
fabricante de oferecer a dose uma vez ao dia. Ndo ha estudos que mostrem que
esse mesmo tempo se aplica a cervideos. A dose de 0,25 mg por animal por dia
foi extrapolada da dose de agcdo em caprinos e ovinos, ndo havendo certeza de

seu efeito real sobre a espécie alvo.

Ha varios estudos em ruminantes domésticos demonstrando os efeitos
negativos que protocolos de longa duragédo baseados no MGA oral tem sobre a
fertilidade do animal. Contudo, é provavel que este efeito também ocorra em
cervideos. O tempo de duracédo do protocolo provavelmente ndo teve influéncia

sobre a eficiéncia da sincronizagao.

No presente estudo, a causa mais provavel de falha da sincronizagéo foi ou
dosagem muito baixa ou intervalo entre doses insuficiente (metabolizacdo rapida,
meia vida curta). Nao h& publicacbes sobre o uso dessa substancia como
protocolo de sincronizacdo de cio em veado catingueiro, logo nédo ha informacdes

suficientes para afirmar a acao real deste progestageno nesta espécie.
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Com relacdo aos proprios animais, diversos fatores podem ter influenciado
o tempo de aparecimento do cio, como a idade (ndo parece ter tido relacdo com o
aparecimento do cio), se sao nuliparas ou pluriparas, metabolismo e tempo de
passagem rumenal. Um fator importante do experimento foi o pequeno nimero de

animais disponiveis para testar o protocolo (n=6) e a falta de repeticdes.

O MGA é comumente associado com outras substancias como estradiol ou
cipionato de estradiol, LH, hCG, eCG e ocitocina, que visam sincronizar as ondas
foliculares e melhorar a qualidade do foliculo (MORAES et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2013), impedindo a baixa taxa de fertilidade no primeiro cio pds-tratamento.

A sincronizacdo do cio é um instrumento importante para outras técnicas
de reproducdo como inseminacdao artificial, transferéncia embrionaria e aspiracao
folicular. Ela j& foi descrita em cervideos com uso de progestdgenos provenientes
de implantes intravaginais (Esponjas caseiras, CIDR) (DUARTE & GARCIA, 1997,
ZANETTI, 2009) ou subcutaneos auriculares (CRESTAR®). Até o momento da
execucao desse experimento, nenhum estudo com o uso de MGA oral como

protocolo de sincronizacéo foi relatado em M. gouazoubira.

O uso de biotécnicas da reproducdo como ferramenta de conservacao é
muito discutida, mas relativamente pouco usada. Cada espécie é completamente
diferente da outra, sendo dificil extrapolar protocolos e técnicas usadas em
animais domésticos para os selvagens. Deve-se ter a biologia da espécie muito
bem descrita e estudada para que haja sucesso nas técnicas de multiplicacdo de

individuos.

Ha relatos bem sucedidos do uso de biotécnicas para ajudar o declinio
populacional de uma espécie (inseminacdo artificial, producédo in vitro de
embrides), sendo o furdo do pé preto um grande exemplo (HOWARD et al., 2003).
Contudo, a maioria de relatos de artigos cientificos sdo de uso de biotécnicas em
animais domesticos. Wildt (2010) diz que dentre 12000 publicacbes de artigos em
revistas de reproducdo, somente 6% eram sobre mamiferos selvagens, 3% em

peixes e menos de 1% para aves, répteis e anfibios.



13

Outra arma poderosa é a formacdo de bancos de germoplasma. Essa
técnica possibilita armazenar a genética de uma espécie, sem que o individuo
ainda esteja vivo. Através do armazenamento de gametas, embribes e células
somaticas, o material genético pode ser trocado com outras instituicbes para
aumentar a variabilidade genética de uma populagéo. Entretanto, sdo poucos 0s

lugares que armazenam e fazem uso real do material contido nos bancos.

Juntamente com a conservacao da espécie, deve-se conservar o habitat
natural, pois sem um ambiente proprio para viver, ndo ha uma boa expectativa de
vida. De certa forma, pode-se dizer que a conservacao in situ (preservar o habitat)

e ex situ (preservar e multiplicar genética) sdo complementares.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Nas condicbes do presente experimento, o resultado sugere que o
protocolo néo foi eficaz, sincronizando apenas metade das fémeas dentro do
tempo estipulado de cinco dias, sendo dificil afirmar se esse efeito foi pelo proprio
MGA ou por acdo do cloprostenol. Mais estudos sobre a farmacocinética,
diferentes doses e maior ou menor intervalo entre doses em cervideos devem ser
realizados para confirmar ou ndo a real eficacia desse progestdgeno em um

protocolo de sincronizacéo de cio em Mazama gouazoubira.
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PARTE Il - RELATORIO DE ESTAGIO

8. INTRODUCAO

O estagio curricular obrigatério foi realizado na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia,
vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA,
localizada em Brasilia, DF. Ele teve inicio dia 1 de fevereiro de 2016, até o dia 29
de abril, totalizando trés meses, sendo que durante esse tempo, ele foi divido em
duas partes: a laboratorial, na EMBRAPA, e a parte mais pratica, por assim dizer,
realizada no Campo Experimental Sucupira Assis Roberto de Bem, mais

conhecido como Fazenda Sucupira.

O prédio da EMBRAPA, mais especificamente o prédio de biotecnologia
(PBl) possuia mais laboratérios, infraestrutura e pessoal para realizar
experimentos e rotinas. O Laboratério de Reproducdo Animal (LRA) englobava

diversos outros:

e Laboratério de Biologia Molecular: Onde eram realizados experimentos
moleculares de extracao e quantificacdo de DNA e RNA, através de PCR
e PCR Real time e extracdes de DNA e RNA.

e Laboratério de FIV: Onde os ovarios provenientes de abatedouros eram
recebidos para que seus foliculos sejam aspirados, coletando os ovécitos
e realizando os processos de maturacao, fecundacéao e cultivo embrionario
in vitro.

e Laboratorio de Lavagem e Esterilizacdo: Nele era realizada a lavagem de
material e utensilios usados durante a rotina de todos os laboratérios, ou
seja, vidrarias e materiais de plastico (placas, seringas, tubos) e alguns
instrumentais como pincas. Grande parte do material era reciclada para
diminuir os gastos totais.

e Laboratorio de Clonagem: Uma vez os ovarios aspirados no laboratério de
FIV, alguns eram usados para a rotina da clonagem, onde o material sofria

processos de maturacdo um pouco diferenciados, e outros processos que
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serdo descritos mais adiante para que a célula se torne viavel para se
tornar um clone.

e Laboratorio de Preparo de Meios: Os meios eram, em sua maioria,
armazenados em geladeiras e freezers presentes nessa sala. Alguns
meios eram preparados. O Citbmetro de Fluxo, um dos trés uanicos
exemplares no Brasil, ficava nessa sala.

e Laboratério de Fixacdo: Era considerada a area suja. Nessa sala eram
manipulados corantes e sémen. Ela possuia um microscépio de

fluorescéncia, um microscopio de contraste de fase e uma lupa.

Inicialmente, a cada semana deveria ter sido um dos laboratoérios, mas por
causa da época do ano em que o estagio foi realizado, poucos projetos estavam
na fase experimental, reduzindo bastante a rotina dos laboratérios. Os locais que
sempre tinham material para manipular eram os laboratorios de FIV e de
clonagem, pois os ovarios, fonte das células usadas nos estudos, chegavam de
terca-feira a sexta-feira. Os ovarios eram divididos entre os laboratérios, e, como
a quantidade de material ndo é fixa, alguns dias néo foi possivel treinar os

meétodos de aspiracao e maturacao por falta de matéria prima.

O quadro a seguir mostra a quantidade de atividades realizadas durante

todo o periodo de estégio.
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QUADRO 1 - Atividades desenvolvidas no estagio curricular realizado na
EMBRAPA Recursos genéticos e biotecnologia, Brasilia/DF, de
01 de Fevereiro a 29 de Abril de 2016.

Atividades/Procedimentos Quantidade aproximada (dias)
N - 44
Aspiracdao folicular
18
Palpacdo retal
o 25
Cura de animais
3
MIV
3
FIV
3
Clv
2
Clonagem
: 15
Exame androldgico
: 3
Preparo de pipetas
: o 37
Manejo de animais da fazenda
6
Journal Club
9. DISCUSSAO

Cada laboratério possuia seu respectivo protocolo. Existia uma pessoa
responsavel que, na maioria dos casos, era um dos alunos de mestrado ou
doutorado, que ficava com a tarefa de separar o material para ser usado na rotina,
dentre outras funcdes. Como as células usadas na maioria dos laboratorios eram
as mesmas, o inicio do protocolo era 0 mesmo para todos, ou seja, a etapa de

aspiracgao folicular e rastreamento dos ovacitos.
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Os ovérios eram todos provenientes de abatedouros comerciais situados
nas redondezas de Brasilia. Eram coletados na parte da manha, na linha de
abate, e armazenados em potes de vidros previamente esterilizados, completados
com solucéo salina 0,9% acrescida de antibidticos (penicilina, estreptomicina ou
amicacina) e mantidos entre 32°C e 36°C. Desde a hora da coleta até a hora de
manipulacdo, um periodo de 4 a 6 horas deve ser respeitado para que nao
comprometa a viabilidade celular. Ao chegar no LRA, os potes eram postos em
banho-maria entre 34°C e 35°C. Os ovarios eram, entdo, puncionados com agulha
14G acoplada em seringa de 10 mL. Somente os foliculos entre trés e oito
milimetros de diametro eram puncionados. O liquido folicular aspirado era
transferido para tubos falcon. O sobrenadante era centrifugado por cinco minutos
a 700g. O pellet era transferido para uma placa junto com ndo mais de 10 mL de
liquido folicular centrifugado, para que os complexos cumulus-ovécitos (CCOs)
fossem rastreados. Os ovacitos foram classificados em graus de 1 a5, onde 1 é o
melhor. A classificacdo foi baseada na qualidade do citoplasma (homogéneo,
granulos pequenos e escuros) e na quantidade de camadas de células do
cumulus. A partir dessa etapa, ha pequenas diferencas que serdo descritas mais

a frente em seus respectivos tépicos.

9.1 Laboratério de FIV

Devido a rotina, o laboratério de FIV foi o mais acompanhado. Os ovarios
eram de uso exclusivo de duas a trés vezes por semana. O protocolo estava

sempre a disposi¢do do aluno para retirada de duvidas.

S&ao necessarios varios passos para que todos os processos de maturagcado
ovocitaria, fecundacédo e cultivo embrionério tenham uma boa taxa de sucesso.
Para isso, &€ de suma importancia entender a fisiologia do ovoécito durante cada

fase in vitro.
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9.1.1 Maturacao ovocitaria

Considerada uma das fases mais importantes de todo o processo. E
através de mudancas morfolégicas e bioquimicas que o ovocito se torna apto para
ser fecundado, formar um embrido e se desenvolver em um individuo. In vivo, a
foliculogénese ocorre dentro do foliculo por agdo hormonal. A ovulagdo acontece
apos o pico de LH. In vitro, no momento que o ovdcito € retirado do foliculo ele
inicia o processo de maturacdo e por isso € necessario agir rapido (GOTTARDI &
MINGOTI, 2009).

A maturacdo do ovocito se da pela maturacdo nuclear e a citoplasmatica.
Antes de se iniciar um ciclo reprodutivo, os ovocitos ficam em um estagio de

quiescéncia, na profase |.

A maturacdo nuclear ocorre desde o inicio da profase |, na primeira divisdo
meiltica, até a metafase I, na segunda divisdo meidtica. Ela € necessaria para
gue haja a divisdo do material genético e consequente extrusdo de metade dele, o
corpusculo polar, para que a célula se torne haploide (n) e apta a ser fecundada,
tornando-se novamente uma célula diploide (2n) (CAIXETA & DODE, 2010).

A maturacdo citoplasméatica é marcada pela redistribuicdo de organelas,
aumento na quantidade de lipideos, aumento na sintese proteica e
armazenamento de RNAmM materno. Uma vez maturado, o ovOcito diminui a
sintese do RNAmM até que ele seja fecundado e o genoma embrionério ativado,
que em bovinos ocorre no estagio embrionario de 8/16 células (GONCALVES,
2008). Logo, é necessario que tenha um estoque suficiente de RNAm para todo o
processo de transcricao e biossintese proteica durante seu desenvolvimento até a
ativacdo do genoma embrionario (CAIXETA & DODE, 2010) (GOTTARDI &
MINGOTI, 2009) (FERREIRA et al., 2008).

As células do cumulus sdo importantes na maturacao citoplasmética, além
de formar os CCOs. Elas se comunicam com 0 ovQcito através de gap junctions,
auxiliando na nutricdo, regulacdo metabdlica, crescimento e diferenciacdo (HURK
& ZAO, 2005).
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Alguns parametros podem ser realizados para tentar selecionar ovocitos
com maior competéncia, como analise morfoldgica, tamanho da célula, idade da
doadora (inviavel nesse caso) e a coloracio HOECHST, que serd descrita
posteriormente (CAIXETA & DODE, 2010).

9.1.2 Preparo para maturagao in vitro (MIV)

ApOs os ovécitos serem rastreados e selecionados, eles sdo lavados em
gotas de tamanho variado, conforme a quantidade de células, no meio de
maturacdo, meio MIV.

FIGURA 3 - Rastreamento e selecdo de ovdcitos através de lupa.

Fonte: arquivo pessoal.

O meio MIV mais usado comercialmente € o TCM-199®, que pode ser
enriquecido com soro fetal bovino, alguns hormoénios (LH, FSH, estraiol), fatores
de crescimento e um tamp&o (bicarbonato de sédio ou HEPES) (GONGCALVES,
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2008). No local de estagio, o meio MIV ndo possuia adicdo de horménios e o

tampdao usado era o bicarbonato de sodio.

As células foram incubadas em gotas do meio MIV em uma placa coberta
com Oleo, posto em uma estufa a 38,5°C com 5% de CO2, por 22/24 horas. Apos

o tempo de maturacao, os ovdécitos estardo aptos a serem fecundados.

9.1.3 Preparo para a fecundacéo in vitro (FIV)

As diferencas morfolégicas mais marcantes, vistas sob a lupa, entre o
ovOcito maturo e o imaturo sdo a expansao das células do cumulus e a presenca
do CP. Essa expansdao se da pela producao de acido hialurdnico, que se acumula
na matriz extracelular, auxiliando na hora da sua liberacédo do foliculo e captura
deste pelas fimbrias (ADONA, 2012).

O meio usado para a FIV é o FEC, que é adicionado heparina para a
capacitacdo espermética, e PHE (penicilina, hipotaurina e epinefrina) para
aumentar a atividade espermatica (GONCALVES, 2008). A quantidade de gotas
depende da quantidade de ovdcitos, e a placa também é coberta com 6éleo.

s

Para que haja fecundacdo € necessario fazer o preparo do sémen. O
sémen usado nos protocolos vinha de palhetas congeladas em nitrogénio liquido.
A palheta era descongelada em banho-maria a 36°C por 30 segundos. Uma gota
do sémen era posta em uma lamina e laminula e examinada ao microscopio 6tico
para observar a motilidade e vigor das células. Se a motilidade fosse menor que

30%, a palheta era descartada.

O sémen viavel era entdo posto em mini gradiente de Percoll® (45 e 90%),
centrifugado por cinco minutos a 9000rpm, resuspendendo o pellet em meio CAP
e centrifugado novamente na mesma rotagdo. O sobrenadante era descartado e
um volume pequeno de meio FEC era adicionado, para que pudesse ser feito a

motilidade e vigor, junto com a concentracao espermatica.
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ApGs o preparo do sémen, este foi adicionado na gota de FEC contendo os
ovécitos na concentracdo de 1 x 10° espermatozoides/mL e incubados em estufa
a 38,5°C com 5% CO2 por 18/20 horas. O dia da FIV é considerado DO.

9.1.4 Preparo para o cultivo in vitro (CIV)

Passado o tempo necessario, os ovocitos foram lavados em duas gotas de
meio SOF e transferidos para uma placa preparada com uma gota de SOF (fluido
sintético de oviduto) coberta com 6leo. A placa foi incubada em estufa a 38,5°C
com 5% CO2.

Apos a fecundacéo, o cultivo é realizado por 6 a 8 dias, onde os embriGes
gue se desenvolverem vao estar em estagios adequados para transferéncia ou

criopreservacéo.

Em D1 nado é possivel ver nenhuma clivagem. Somente em D2 que €&
possivel ver clivagem de duas, quatro e de até oito células, sendo que o0s
embrides de quatro ou mais células em D2 sdo considerados 0s mais viaveis
(GONCALVES, 2008).

Dos 23 ovocitos maturados que foram fecundados, 18 clivaram em D2,
sendo que seis tinham quatro células e 12 apresentaram oito ou mais células. A

taxa de clivagem foi de 78%.

Em D6 se observou um blastocisto inicial (blastocele ocupado menos que
50% do citoplasma), duas moérulas compactas e trés moérulas, totalizando seis
estruturas de 18 clivados (33%). Em D7 foi visto um blastocisto em ecloséo, trés
blastocistos expandidos, dois blastocistos e um blastocisto inicial. Em D8 havia
cinco blastocistos expandidos, dois iniciais, um eclodido e um em eclosdo. A
identificacdo das células foi baseada nas estruturas descritas no Manual do IETS

(International Embryo Transfer Society), 1998.

9.2 Laboratorio de Fixagao
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9.2.1 Avaliagao da cinética de matura¢cédo do ovocito

Essa avaliagcdo visa observar em que fase do ciclo de divisdo celular o
ovécito se encontra. Quando este é retirado do foliculo, chamado Oh, a célula
deve estar na profase | da primeira divisdo meiotica, com o nucleo intacto e a
cromatina ndo condensada. Apos a MIV, as células devem estar na metéfase I,
apresentando o primeiro CP. (GONCALVES, 2008)

O material foi coletado da mesma maneira descrita anteriormente. Os
ovocitos foram tratados com hialuronidase, uma enzima responsavel pela quebra
do acido hialurénico presente nos COC. Apds cinco minutos, eles foram
desnudos, ou seja, foi removida a camada de células do cumulus através de

pipetagens leves.

ApoGs essa fase, os ovocitos foram transferidos para Eppendorfs® e foi
adicionado solucéo de fixacao. Para permitir melhor fixacdo, o material foi deixado

em repouso por 24/48 horas.

Os ovacitos ja fixados foram transferidos para uma placa de quatro pocos.
Em dois lados opostos de uma laminula foi depositado um pouco de vaselina com
o auxilio de uma seringa e agulha. Algumas células com um pouco da solucdo de
fixacdo (para evitar ressecagao) forma colocadas no centro de uma lamina. Foi
colocada, entdo, a laminula sobre a lamina e se aplicou uma leve pressao a fim
de impedir a movimentagdo do ovocito, mas com cuidado para ndo romper a

célula.

Com uma pipeta de Pasteur, foi sugado um pouco do corante Lacmoide®
45% que entrou por capilaridade entre a lamina e a laminula. Uma vez cobrindo
0s ovacitos, foi deixado agir por pelo menos trés minutos. Apos o tempo, lavou-se
com solucao de fixagdo na pipeta de Pasteur, da mesma forma que o corante. O

excesso de solugao foi absorvido com papel toalha.

Com um esmalte, os lados da laminula que ndo estavam com vaselina
foram vedados para impedir que a solucédo evapore. Observou-se o resultado final

em microscopio de contraste de fase, sob 6leo de imerséo, no filtro Ph-3.
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O Oh possuia uma vesicula germinativa intacta e citoplasma regular.
Alguns apresentavam uma irregularidade na membrana nuclear, com

condensacao do material genético, sugerindo a fase pré-metéafase I.

O 24h apresentava a formacdo da placa metafasica, com o material
genético condensado e a presenc¢a do CP, também com material genético em seu
interior, proximo a placa. Essa fase foi definida como a metafase Il. Por ter sido
uma célula submetida a MIV, era de se esperar encontrar essas estruturas,

indicando que o ovocito realmente sofreu maturacao.

9.2.2 Coloracdo de HOECHST 33342

E usada como marcador nuclear de células vivas. Na rotina, foi usada em
espermatozoides associada a outros corantes para ver viabilidade, e em
embrides, para fazer a contagem das células embrionarias. E um corante
fluorescente de cor azul que possui afinidade pelo DNA e é capaz de atravessar a
membrana celular intacta (HANDYSIDE & HUNTER, 1984).

Os embrides preconizados para este teste sdo os D7-D8, que é o tempo
usado também para a transferéncia embrionaria. Embriées muito velhos estdo em
degeneracéo, atresia e com a membrana muito fragil, rompendo com frequéncia e

impedindo a interpretacéo dos resultados.

Os embrides foram transferidos para uma placa de quatro pocos,
juntamente com o meio. Foi adicionado pequeno volume do corante. A placa foi
posta em uma placa maior coberta por papel laminado, que agia como uma
camara escura, pois o corante € degradado se exposto a luz. As células foram

incubadas na solucdo por 15 minutos.

Em uma lamina foi introduzida uma gota contendo o embrido, colocando
um pouco de Oleo ao redor, com auxilio de uma pipeta, para tentar estabiliza-la.
Apos, foi colocado uma laminula e levado ao microscopio de fluorescéncia no
filtro 24.
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Foram observadas mdltiplas células no interior do embriéo (os blastdmeros

e células do trofoblasto, que sao indiferenciadas sob essa coloracéo).

FIGURA 4 - Embridao bovino em D8 corado com HOECHST 33342

sob microscopio de fluorescéncia. Fonte: arquivo pessoal.

9.2.3 Coloracdes espermaticas

Somente o exame androlégico (motilidade, vigor, concentracdo, movimento
e morfologia) ndo é suficiente para afirmar o nivel de fertilidade do sémen. Para
isso, faz-se uso de algumas coloracbes para visualizacdo de partes mais
especificas do espermatozoide (sptz), como a membrana plasmatica, acrossomo
e DNA (VARNER, 2008).

A visualizacdo e interpretacdo dos corantes podem ser feitas pelo

microscopio de fluorescéncia ou pelo citbmetro de fluxo.

O citémetro de fluxo, resumidamente, possui cinco elementos: uma fonte
de radiacdo (liberagcdo do Laser), uma camera de fluxo (por onde passam as
células enfileiradas), unidade de filtros 6pticos (selecionam um intervalo de
comprimento de onda especifico), deteccdo do sinal de ondas e o local de
processamento de dados. O feixe de laser atinge as células em um angulo frontal

e lateral, que é dispersado e captado pelo equipamento, o que permite fornecer
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informacdes como tamanho da célula e morfologia. Igualmente mostra a

intensidade de fluorescéncia refletida pela célula corada. (DA SILVA, 2004)

Para ver integridade de membrana usa-se o iodeto de propideo, que € um
corante com fluorescéncia vermelha e afinidade ao DNA. E impermeavel a
membrana celular integra, logo se a célula ficar corada significa que a membrana
estava lesada (CSERMAK JUNIOR, 2011).

Os corantes de acrossomo mais usados na rotina sdo as lecitinas
(afinidade por glicoproteinas acrossomais) de amendoim ou de ervilha, sendo que
a primeira se liga a membrana acrossomal externa, enquanto a segunda marca o
acrossoma reagido ou lesado. Ambas tém que ser conjugadas com moléculas de
fluorescéncia, sendo a mais comum a FITC (fluorescein isothiocynate
conjugated). (CROSS et al., 1986; MORTIMER et al., 1987).

O CTC (clortetraciclina) liga-se ao calcio e € usado para ver o estado de
capacitacao do sptz. Os sptz sao classificados em capacitados, ndo capacitados e
reagidos. (GILLAN et al., 2005).

Para avaliar o grau de fragmentacdo do DNA, um dos métodos mais
usados é o TUNEL. Por ser uma molécula similar a nucleotideos, se liga nas
porcBes terminais das fitas livres de DNA e marca células mortas, degeneradas
ou apoptéticas (FREDERICO, 2007).

9.3 Laboratorio de Clonagem
9.3.1 Preparo da célula doadora de nucleo

S&o varias as origens de células doadoras, como células sanguineas, de
pele e células embrionarias. As mais usadas séo as de pele, ou seja, fibroblastos
(CHESNE, 2006).

Foi coletado de um bovino, um fragmento de pele 1x1 cm em local
protegido de raios solares (face interna da coxa, abaixo da orelha) e foi fixado em

placas pequenas com meio de cultivo celular por sete dias. Apds esse tempo, 0
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fragmento inicial foi removido e a placa foi incubada por mais sete dias, até que

houve a formacao de um tapete de células ao fundo da placa.

Ao fim do cultivo inicial, foi adicionado tripsina para soltar as células do
fundo, centrifugou-se o meio rico em células e se distribuiu 0 meio em outras
placas para o cultivo e criopreservagdo. Quando era para novo cultivo denomina-
se Primeira Passagem (PEREIRA & FREITAS, 2009).

Geralmente, as células usadas para a manipulacdo sdo de Quarta
Passagem. Elas foram selecionadas pela sua morfologia (citoplasma com
coloracdo homogénea, forma arredondada, tamanho médio) para o processo de

transferéncia.

Nesse caso, as células doadoras eram provenientes de uma cultura de
linhagem de células transgénicas, ou seja, o clone teria a mesma alteracdo

génica.

9.3.2 Clonagem por transferéncia nuclear de células sométicas (TNCS)

O protocolo segue 0 mesmo citado na FIV, mas a maior diferenca € o
tempo de maturacdo reduzido de 18 horas. Isso é feito para evitar que a célula
figue muito envelhecida, fator muito importante na clonagem. Os ovdcitos estédo

em metéfase I, fase 6tima para realizar a manipulacéo (LEE et al., 2007).

Uma vez maturados, os ovocitos foram tratados com hialuronidase (como
descrito no processo de MIV) por cinco minutos, incubados na estufa a 38,5°C e

5% CO2. Eles foram desnudos com a pipeta.

Os ovacitos foram selecionados conforme a presenca do CP. Nestes, foi
adicionado citocalasina, uma substancia que age na membrana celular (inibe a
polimerizacdo da actina) e oferece fluidez para que o ovécito ndo rompa na hora
de ser manipulado. O tempo de duracao foi de 30 minutos, na estufa a 38,5°C e
5% CO2.
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Duas micropipetas especiais sd0 necessarias para a enucleacdo dos
ovocitos pelo micromanipulador. A pipeta de aspiracdo, feita a partir de um
microcapilar de 1,5 mm de diametro que precisa de um bisel no angulo de 45° e
um Spike (prolongamento da ponta mais extrema), cortados na microforja; e a
pipeta de fixacdo, que precisa ter a borda arredondada para ndo danificar a célula
durante a manipulacao.

ApoOs o tratamento com a citocalasina (desestabilizador de filamentos de
actina), eles foram levados ao micromanipulador, onde houve a penetracdo da
membrana plasmética e a remocdo do CP e de uma pequena porcao do
citoplasma adjacente ao CP, onde deveria estar a placa metafasica. Para
confirmar a remocéao de todo o material genémico da célula, fez-se uso da luz UV
(por pouco tempo para nao afetar a célula), jA presente no equipamento, para

visualizacdo do material genético e de sua consequente remocgao.

FIGURA 5 - Processo de enucleacao do ovocito. Fonte: arquivo pessoal.
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A célula doadora foi, entdo, inserida entre a zona pelldcida e a membrana
plasmatica da célula receptora, o ovocito. O fibroblasto ficava em contato intimo
com a membrana plasméatica da célula receptora. Foi preconizado introduzir a
pipeta no mesmo orificio feito durante o processo de enucleagéo, para ndo lesar

muito a célula.

Depois da transferéncia, as células foram levadas para a placa de eletro
fusdo, com dois polos — um positivo e um negativo. No centro, foi adicionado
Manitol (para que ndo houvesse choque térmico na hora de passagem de
corrente), onde as células eram colocadas uma por vez, em contato com o polo
negativo e com a célula doadora voltada para o lado positivo. Foram dados dois
pulsos correntes por 50 microssegundos cada e entdo a célula era incubada
novamente em meio LAV na estufa a 38,5°C e 5% CO2 por 30 minutos, para
saber se houve fusao (HEYMAN, 1996).

A fusdo das membranas ocorre por gue o campo elétrico atrai cada célula
para um lado, levando ao aparecimento de poros nas membranas de cada uma
delas. Uma vez o pulso cessando, os poros se unem e ha a fusdo celular
(HEYMAN, 2005).

Ao fim dos 30 minutos, era necessario que houvesse o estimulo para
reiniciar a divisdo celular, que in vivo € produzido pela penetracdo do sptz. In vitro,
esse processo foi mimetizado usando lonomicina por cinco minutos, e 6-DMAP

por quatro horas, que causaram um influxo de calcio e ativacéo celular.

Os embrides, no final da manipulacdo, foram cultivados por sete dias,
tempo bastante adequado para se realizar a transferéncia embrionaria, onde os
embribes reconstruidos se encontram na fase de blastocisto e blastocisto

expandido.

9.4 Laboratdério de Biologia molecular
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9.4.1 Protocolo de extracdo de DNA pelo método Salting Out

Esse protocolo foi preconizado, pois os kits existentes no mercado com a
finalidade de extracdo de DNA tém um preco muito elevado, e também aliados a

quantidade de material que precisa ser processado, torna-se inviavel.

O método de Salting Out tem uma boa eficiéncia (CARDOSO et al., 2009)
quando comparado aos kits comerciais mais usados. Pode ser usado em células
provenientes de sangue, espermatozoides e de tecido. Foi descrito por Jonh et al.

em 1991. O método usado é um modificado.

Em um tampdo ja previamente preparado (mistura de TRIS, EDTA, NaCl,
SDS - detergente) foi adicionado Proteinase K e RNase, antes de iniciar o

protocolo, para que as enzimas nao sejam degradadas.

O tecido de cotilédones proveniente de um clone bovino, que era o material
usado no experimento, encontrava-se congelado e preservado a -80°C. Foi
retirado do freezer, descongelado levemente e entdo, removido um pedaco de
aproximadamente 150 gramas; dai foi macerado no nitrogénio liquido até formar
um farelo, transferido para um Eppendorf® e se adicionou o tamp&o. A mistura foi
posta em geladeira over night (ON). O objetivo dessa parte foi a de realizar a

precipitacdo de proteina, na tentativa de purificar o DNA.

Ap6s o tempo necessario, o pellet formado foi descartado e ao
sobrenadante foi adicionado isopropanol, a fim de precipitar o DNA. Essa etapa

também foi deixada na geladeira ON.

O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado etanol 70%, com o
intuito de remover os sais. A mistura foi centrifugada na rotagdo maxima por 10
minutos. O excesso de liquido foi descartado e foi dado um Spin® para facilitar ao
maximo a remocgao de liquido em excesso. O pellet foi entdo reidratado com
solugéo de TE (TRIS HCI com EDTA) e foi levado para o Nanodrop®, onde foi

feita a quantificacdo do DNA para mostrar o grau de pureza da amostra.

Ao final, foi feita uma corida em gel de Agarose para visualizacdo das
bandas de DNA e confirmar que o gene alvo estava presente na amostra extraida.



30

O protocolo é mais demorado que os kits por ter trés etapas ON, mas a

eficiéncia foi satisfatéria e o custo foi baixo.

A necessidade de o protocolo ter varias etapas sob refrigeracéo € porque o

frio auxilia na precipitacédo de proteinas.

9.5 Fazenda Sucupira
9.5.1 Coleta de embrides em ovelhas

O procedimento da coleta em ovinos é completamente diferente da
realizada em bovinos, devido principalmente a diferenca no tamanho e anatomia
do sistema reprodutor dos animais. E considerado um fator limitante para a
disseminacdo dessa técnica na producdo (GUSMAO, 2005). Apesar disso, o
protocolo hormonal é parecido. A coleta em ovinos € realizada em D5,5 pés

inseminacao.

Os animais estavam fazendo parte de um experimento de uso de

substéancia diferente no protocolo normal de superovulacéo.

Antes de ter sido realizada a laparotomia, 0s animais passaram por
ultrassom, a fim de confirmar a resposta ovariana frente aos estimulos hormonais
do protocolo de superovulacédo. Os ovinos que nao apresentavam resposta visual
no ultrassom sofreram a laparoscopia para confirmar a presenca de CL. Os

animais que apresentaram resposta foram submetidos a laparotomia.

Para realizar o lavado uterino, o Utero € exposto da cavidade abdominal e
um orificio realizado na base de um dos cornos, onde foi introduzido a sonda de
folley. Ao final da tuba uterina, foi posto um cateter com uma seringa acoplada. O
lavado foi feito individualmente em cada corno injetando por volta de 50 mL de
PBS, massageando este e entdo coletado o liquido em uma placa de Petri

previamente identificada.
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FIGURA 6 - Laparoscopia (A); lavado de um corno uterino (B); exposicdo do Utero

para realizar o procedimento de coleta (C). Fonte: arquivo pessoal.

9.5.2 Transferéncia de embrides (TE) em bovinos

Em bovinos, a TE é mais aplicavel, pois ndo precisa submeter os animais a

cirurgia. A coleta é feita em sete dias apds a inseminacao artificial.

Em cada animal foi avaliada a resposta ao protocolo de superovulagéo

através da visualizagcdo de CL com ultrassom e entdo foi realizado a coleta de
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embrides. O experimento em questao tinha como objetivo coletar embrides em D7
e transferi-los para receptoras, junto com embrides PIV. Em D14, todas as
receptoras foram lavadas e os embrides coletados para comparar a expressao de
genes especificos durante a fase embrionaria de embrides PIV e in vivo. O estudo
de embrides em fase mais avancada de desenvolvimento € importante para
confirmar se este manteve sua qualidade e viabilidade inicial, bem como para

tentar correlacionar expressao génica com viabilidade.

Os animais usados eram da raca Nelore, de idades diferentes. A cérvix foi
aberta com o uso do espansor, e a sonda com o mandril foi introduzida até o
corpo do utero. O baldo da sonda foi inflado (para impedir refluxo de liquido e que
este ndo saia do lugar) e o mandril foi removido. A quantidade de lavagens é
relativa ao tamanho do utero do animal, sendo que geralmente as primeiras foram
feitas com 10 mL em média. O liquido usado na lavagem € o PBS, aquecido a
34°C. Apbs o utero ter sido preenchido com o PBS, os cornos sao levantados
(através da palpacéo retal) para que o liquido chegue até o final no corno. O
liquido foi liberado pelo manipulador e voltou pela sonda, onde caiu no filtro
coletor. O volume de liquido que permanecia nele era controlado manualmente
para que nao transbordasse nem ficasse vazio. Para a primeira fase de lavagem,
usou-se um litro de PBS. Ao final do litro, uma presilha foi acoplada ao final da
sonda e se liberou a vaca com o Utero cheio de PBS para que ajudasse na
remocao de qualquer embrido que pudesse ter ficado. Na chamada relavagem,
usou-se no maximo 300 mL total de PBS para cada vaca. Apos a remocao total
da sonda, foi aplicada prostaglandina a fim de impedir prenhez de qualquer

embrido que possa ter ficado para tras.

Para a coleta em D14, o procedimento foi o mesmo; a diferenca foi que ao
invés de usar um filtro coletor usou-se um Erlenmeyer de dois litros para cada

animal, pois ndo houve a relavagem.
9.5.3 Coleta de sémen

Antes de realizar a coleta, foi necesséario fazer um exame androldgico

inicial nos animais, com palpacédo de todo o testiculo para se avaliar as estruturas
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nele presentes (cauda, corpo e cabeca do epididimo, plexo pampiniforme), forma,
consisténcia e tamanho. Esse exame é espécie especifico, pois todas tém suas
particularidades. Se a coleta for para congelamento, € essencial que se higienize
0 prepulcio com agua e sabao, secar e depois fazer o aparo dos pelos prepuciais.
Caso haja contaminacdo do sémen, ele ira perder sua qualidade durante o

processo de congelamento e o resultado final sera insatisfatorio.

A coleta em caprinos foi realizada com o uso de uma manequim viva e a
vagina artificial. Os animais ja haviam sido condicionados a montar na fémea

mesmo ndo estando no cio.

A coleta em tourinhos foi feita através do eletroejaculador, pois os animais

ndo estavam condicionados a coleta com a vagina artificial.

Durante uma aula ministrada nas dependéncias da fazenda, foi realizada

coleta de sémen equino, com o uso de manequim vivo e vagina artificial.

Apbs cada coleta, foi feito a analise do sémen, ou seja, volume e coloracao

do ejaculado, turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia e concentracéo ([]).

FIGURA 7 - Modelo de vagina artificial usada em ovinos, ja montada.

Fonte: arquivo pessoal.

A motilidade espermatica é dada em porcentagem (0 a 100%) e representa

quantos espermatozoides estdo mdveis, sob um microscopio 6tico. E uma medida
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relativa. O vigor € dado de 1 a 5, e representa a forca do movimento espermatico,
também observado sob microscépio otico. O turbilhonamento pode ser visto a
olho nu em caprinos e ovinos, no tubo de coleta, ou através de uma gota sob o
microscopio otico. Ele é dado em valor de 1 a 5 e é associado & concentragéo,
motilidade e vigor da amostra.

A morfologia é feita no microscopio Otico, sob 6leo de imerséo.
Normalmente 5ul do sémen é diluido em uma proporcdo de 1:200 (bovinos) ou
1:400 (ovinos). Sdo contadas 200 células que séo classificadas em relacdo a
morfologia. A concentracdo usa a mesma diluicdo, mas as células sdo contadas
na camara de Neubauer, sob microscépio 6tico. Somam-se os dois lados da
camara e o valor (n) é dividido por dois para entdo ser utilizado na formula para o

calculo.

9.5.4 Congelamento de sémen

ApoOs a coleta do sémen, se for de interesse, pode-se congelar a amostra
para preservar a genética ou para uso futuro em pesquisa. O sémen proprio para

ser congelado deve ter no minimo 70% de motilidade e 3 de vigor.

Antes de ter sido realizada a coleta, o meio criopreservante foi preparado,
através de uma solucdo de 1:3:1 de Triladyl®, agua destilada e gema de ovo,
respectivamente. Uma solucdo de 100 mL consegue completar 200 doses em

palhetas de 0,5 mL.

Dois calculos foram realizados, um para a quantidade de palhetas (as
doses) e outro para a quantidade de meio que deve ser adicionado ao sémen. Na
EMBRAPA, a quantidade de células usadas nas palhetas é de 40 milhdes. O
volume do ejaculado (VE) bovino é em média 4 a 6 mL se coletado em vagina
artificial. O valor de ‘n’ € o numero de células contadas na cdmara de Newbauer.

O sémen é pré-diluido apos retirar as amostras para a concentracdo e morfologia.

n =100
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VE =4 mL (pré dilui 1:1 ficando 8 mL no final)

A férmula para calcular a concentracao total de espermatozoides no VE:

n x VE
5 x1
25 10 200

Onde 5/25 representa a quantidade de quadrados contatos na camara, 1/10 é o
tamanho da camara e 1/200 é a Unica variavel, representando a diluicdo usada. O

resultado desse calculo foi:
[]total = 4 x 10° espermatozoides

Esse valor é entdo dividido pelo nimero de espermatozoides por palheta, para

achar o niumero de doses:
4 x10° / 40 x 10°= 100 doses

Como as palhetas usadas eram de 0,5 mL multiplica esse valor pelo nimero de

doses para achar o volume de diluente:
100 x 0,5 =50 mL
O volume total de diluente deve levar em conta o VE ja prédiliudo:
50-8=42mL

Ou seja, para este animal basta adicionar 42 mL de diluente ao volume do

ejaculado, resultando em 100 doses em palhetas de 0,5 mL.

Apés os célculos, as palhetas foram preenchidas com a solugcédo e
envazadas. As palhetas foram transferidas para a camara fria, mantida a 5° C
para comecar o resfriamento e o congelamento do sémen. As palhetas ficaram
nessa camara por 4 a 5 horas. Ao final do tempo, elas sdo transferidas para um
isopor contendo nitrogénio liquido no fundo, onde ficam 4 cm acima da linha do
nitrogénio, sob uma mesinha de madeira parcialmente imersa. Elas

permaneceram la por 20 minutos, onde foram entdo submersas diretamente no
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nitrogénio liquido, a uma temperatura de -196° C. Uma vez submersas, elas foram
colocadas em racks, que também estavam em contato com o nitrogénio liquido,
para poderem ser transferidas para o botijdo, onde sdo mantidas por tempo

indeterminado.

9.5.5 Exame de brucelose e tuberculose em bovinos

Os testes de brucelose e tuberculose sdo obrigatérios para todos os
animais que entrarem em transito, que forem reprodutores comerciais ou que
forem participar de exposicoes, feiras, leildes ou outra aglomeracdo de animais.
Eles séo requisitados pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), criado em 2001. Ambas sdao
zoonoses de interesse econdmico e de notificacdo obrigatéria. Caso haja animais
positivos estes devem ser descartados do rebanho num prazo de 30 dias.

O Programa Nacional, no caso do controle da brucelose, prescreve que
todas as fémeas com idade entre 3 e 8 meses devem ser vacinadas com a B19;
gue animais positivos devem ser marcados e entdo abatidos; e que a regulacao
do teste sorolégico, feito em animais acima de 24 meses, deve ser realizada por
um médico veterinario credenciados. A vacinacdo, por ser de agente vivo

atenuado, também deve ser feita sob a supervisdo de um médico veterinario.

O agente etiologico € uma bactéria Gram negativa, e a mais comumente
encontrada em bovinos é o Brucella abortus, responsavel principalmente por
problemas reprodutivos no rebanho, como baixa taxa de prenhez, abortos,
reabsorcédo fetal, queda de producao e esterilizacdo. Ela é de carater crbnico e

afeta células do sistema fagocitico mononuclear.

O exame usado nos rebanhos €& o soroldgico, chamado de teste de
soroaglutinagdo com antigeno acido tamponando (AAT). E um teste de triagem e
€ uma prova qualitativa. Caso haja animais positivos neste teste, deve-se fazer a
contraprova, um exame mais especifico, geralmente o teste do 2-mercaptoetanol
(2-ME).
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FIGURA 8 — Leitura do teste do AAT, apds a combinagédo do soro com o reagente.

Fonte: arquivo pessoal.

7

No caso da tuberculose, o teste que é feito nos rebanhos é o da
tuberculinizagdo, um diagnostico alérgico-cutaneo, feito em animais com idade
igual ou superior a seis semanas. Existe o teste cervical simples, feito em gado
leiteiro, e o teste na prega caudal, realizado em gado de corte ou animais
agressivos. Ele consiste em dois antigenos que sao introduzidos, através de uma
agulha intradérmica, na regido de pescoco do animal: Mycobacterium bovis e M.
avium. Apoés a inoculacdo, a espessura da pele na regido é medida e, trés dias
depois, é medida novamente no mesmo local. Através de um célculo padronizado
e uma tabela de valores referéncia estipulada pelo Plano Nacional, o animal é
considerado positivo, inconclusivo ou negativo. Esse teste é capaz de revelar
infeccdes a partir de trés a oito semanas de exposicao ao agente. Essa reacéo de
hipersensibilidade tardia €é considerada uma técnica de referéncia pela

Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) e é a estipulada pelo Plano

Nacional.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel aprimorar os meus conhecimentos em diversas areas mesmo
sendo curto o tempo disponivel para realizar todo o trabalho. InUmeras
oportunidades de crescimento profissional foram descobertas que, unidas as
atividades, acrescentaram varios aspectos positivos ha minha vida académica e

pessoal.

Ambos os locais de estagio foram muito proveitosos.
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