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RESUMO

Devido as aparicGes cada vez mais frequentes de animais selvagens em regides rurais
e urbanas, gerando um alerta na populacdo, na saude publica e no ramo econémico, o
presente trabalho teve como objetivo a clonagem, sequenciamento, expressao e purificacao
dos genes do GDF9 e BMP15 de bovinos com o intuito de desenvolver uma medida efetiva
de controle populacional das capivaras do DF. Esses fatores atuam na func¢do ovariana de
muitos mamiferos, incluso a capivara, e por meio da incorporacdo dessas proteinas
recombinantes bovinas a bactérias da espécie Escherichia coli estd em andamento o
desenvolvimento de uma vacina capaz de executar uma reacdo cruzada no sistema
imunolégico das capivaras. Essa reacdo desencadeia a producdo de antigenos contra a
BMP15 e o GDF9 do préprio organismo, proporcionando um bloqueio na maturacdao dos
ovdcitos da capivara e assim resultando em uma forma de contracepg¢do ou esterelizacao
imunoldgica. Para elaboracdo da vacina, primeiramente foi realizada a superexpressao das
proteinas desejadas em bactérias E. coli no laboratdério. Em seguida, algumas modificacdes
no genoma das bactérias foram feitas para incluir as sequéncias proteicas de GDF9 e BMP15
e para torna-las mais resistentes a alguns antibioticos, dessa forma, promovendo a melhor
expressao das proteinas. Com a sequéncia protéica ja incorporada ao DNA destas, houve
entdo um processo de transformacao das bactérias por intermédio de etapas até a completa
producdo das proteinas. As primeiras etapas se voltavam para a inoculacdo de bactérias
dentro de um meio e para a inducdo da producdo de proteinas. Depois disso, realizava-se a
disjuncdo das proteinas desejadas das demais estruturas presentes nas bactérias por meio
da sonicacdo, e posterior a ela vinha a centrifugacdao, na qual se dava continuidade ao
processo de separac¢ao da proteina na solucao do restante das estruturas bacterianas, que
ficam em forma de pellet. Em seguida, era efetuada a purificacdo, etapa que utiliza
cromatografia de afinidade e que dé origem a proteina pura. Entdo, era desempenhado um
processo de quantificacdo, onde a proteina ja expressa, purificada e pronta para ser injetada
era avaliada na forma de géis que apresentavam a quantidade de proteinas obtidas e
confirmavam se elas eram verdadeiramente as proteinas de interesse. Por fim, era avaliada a
regulacdo da concentracdo do produto final obtido, pois como se faz necessdria uma
superestimulacdo no organismo animal, a concentracdo de proteinas também precisava ser
alta. Uma vez que as etapas de producdo das proteinas sdo finalizadas, é adicionado um
adjuvante para que a vacina seja aplicada, porém o trabalho ndo pode avancar até o estagio
de imunizacdo das fémeas por conta da paralisacdo decorrente da pandemia e de problemas
na conclusdo do terceiro plano de acdo. Pode-se concluir que o manejo de animais silvestres
apresenta grandes desafios e com o avanc¢o populacional desordenado faz-se ainda mais
necessario buscar solucdes para o controle das taxas de fertilidade das capivaras por meio
de uma alternativa ndo invasiva, com um custo beneficio vantajoso e de execucdo viavel.

Palavras Chave: GDF9, BMP15, controle, capivara.
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1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios do século é encontrar meios de preservar espécies de
animais de vida livre em um cendrio extremamente antropocéntrico, no qual o estilo de vida
dos seres humanos se choca com a luta pela sobrevivéncia desses animais. H4d anos o
dinamismo humano causa grandes altera¢cdes no mundo adaptando-o as suas necessidades
e, dentro dessa realidade, animais encontram grandes desafios para se adaptarem e
coexistirem com os seres humanos (INSKIP E ZIMMERMANN, 2009). O confronto existente
entre o homem e a fauna surge a partir do ponto que os objetivos humanos afetam
diretamente a vida selvagem e toda sua complexicidade ou no momento que a vida
selvagem passa a intervir nos objetivos humanos e em seu estilo de vida. Quao maiores os
efeitos causados ao bem estar, a cultura e aos bens pessoais das pessoas, menor a aceita¢do
delas ao convivio com animais silvestres (MADDEN, 2004).

Conforme ha a invasdo dos locais de origem da capivara, mais confrontos surgem
com o homem e mais imprescindivel se mostra ser o controle do crescimento da espécie
(FERRAZ ET AL., 2009; FELIX ET AL., 2014; MARCHINI E CRAWSHAW JR., 2015). Nas regides
Sul e Sudeste existem muitas discussGes sobre o assunto devido ao alto numero de
capivaras, as quais se dividem em argumentos voltados a conservacdo da espécie e a
desfavor da caca e em argumentos sustentados pelo excessivo medo de se contrair a febre
maculosa. Realizando uma reflexdao mais profunda sobre a doenga, ja é comprovado que as
pessoas a correlacionam diretamente a presenca de capivaras até mesmo em regidoes onde a
febre maculosa ndao é endémica, o que gera na grande maioria das vezes um julgamento
precipitado sobre o animal. (LABRUNA, 2013).

Por serem animais que vivem em grandes grupos, podendo chegar até a vinte
integrantes, as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) possuem uma hierarquia dentro de
seus bandos, que normalmente compreendem os machos dominantes, os machos jovens,
filhotes e as fémeas reprodutoras. Elas sdo consideradas os maiores roedores existentes e
sdo comuns em grande parte dos estados do Brasil, sendo facilmente encontradas em
regioes onde ha a presenca do homem (MOREIRA ET AL, 2013). Um dos fatores responsaveis
por essa aproximacdo estd no fato de serem uma espécie herbivora que se alimenta de uma
diversidade de alimentos (vegetais) comuns ao consumo do homem como arroz, milho, soja,
cana-de-acucar, feijdo, entre outros (FERRAZ ET AL., 2005).

Como ndo possuem muitos predadores, ndo apresentam grande risco de extingdo e
frequentam areas onde a presenca humana prevalece, as capivaras tém sido vistas como
espécies invasoras conforme crescem em numero de individuos. O superpovoamento desses
animais provoca uma inquietacdo na populacdo devido aos riscos que oferecem ao
desenvolvimento do ramo agricola, no qual a espécie prejudica produtores rurais, e a saude
publica, na qual a espécie pode trazer consequéncias a saude da populacdo (MOREIRA E
PINHEIRO, 2013). Esse é um problema que se deve as capivaras serem carreadoras de
doencas que podem ser transmitidas ao homem, chamadas zoonoses, sendo as mais
conhecidas a leptospirose, a brucelose e a febre maculose (LABRUNA, 2013).

Segundo Miglino et al. (2014) as capivaras possuem preferéncia pelo periodo de
chuva, mas podem se reproduzir em qualquer época do ano, gerando aproximadamente
quatro filhotes por gestacdo. Dessa forma, é importante buscar métodos que unam a
preservacdo da espécie com o devido controle da populacio de forma eficiente e
econdmica. A imunocastracdo em fémeas, experimento discutido nesse trabalho, possui a

vantagem de ser simples, ndo agredir o animal e dispensar a intervencao cirurgica, muito
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mais complexa de ser realizada em animais de vida livre devido a fatores como transporte,
custo e aos riscos que esse procedimento implica.

2. OBIJETIVOS:

Geral:
Produzir um protdtipo de contra concepgao/esterilizacdo por imunizagdo ativa contra
fatores de crescimento especificos do ovdcito em capivaras.

Especificos:
i - Clonar e sequenciar os genes do GDF9 e BMP15 de capivara;
ii - Expressar e purificar as proteinas GDF9 e BMP15 bovinas recombinantes em
bactéria;



3. REVISAO DA BIBLIOGRAFIA / FUNDAMENTAGAO TEORICA:

Através da secrecdo de GnRH pelo hipotdlamo, os hormémios FSH e LH sdo
produzidos e liberados pela hipdfise para atuarem sobre o processo de crescimento de
foliculos ovarianos e suas concentracdes no organismo sdo determinadas por meio de um
mecanismo de feedback negativo pelos hormonios esteréides e pela inibina produzida nos
ovarios (EPPIG, 2001). A diversidade celular presente no ovario também acrescenta muito na
producdo de foliculos, uma vez que as células vizinhas sdo capazes de induzir fatores de
crescimento a estes. O préprio ovdcito possui uma grande atuacao na uniformizacdo das
células somaticas préximas ao foliculo ovariano segundo estudos recentes feitos na area
(BRAW-TAL, 2002; EPPIG, 2001).

O fator de crescimento e diferenciacdao 9 (GDF9) e a proteina morfogenética de osso
15 (BMP15) sdo dois dentre muitos fatores protéicos produzidos pelo ovécito que possuem
funcdes elementares ao desenvolvimento dos foliculos do ovario, sendo o GDF9 crucial para
a producdo dos foliculos em roedores e ovinos e a BMP15 fundamental para que o
crescimento destes avance para além do estagio de foliculo primario em ovinos. A
inexisténcia desses fatores gera, respectivamente, um comprometimento do
desenvolvimento folicular de todos os estagios posteriores ao do foliculo primario nos
animais citados e uma diminuicdo dos indices de ovulagdo apenas em camundongos, mas
sem que haja a infertilidade destes (DONG ET AL., 1996; HANRAHAN ET AL. 2004;
GALLOWAY ET AL., 2000; YAN ET AL., 2001).

Por meio de experimentos realizados em roedores pode-se constatar que o GDF9
atua em foliculos antrais estimulando a formag¢ao de hormodnios esterdides que induzem o
desenvolvimento de caracteristicas masculinas pelas células da teca, promovendo a
maturacdo e diferenciacdo de foliculos pré-antrais e coordenando a divisdo celular de células
da granulosa em oposicdo a atuacdo do FSH (SOLOVYEVA ET AL., 2000; HSUEH ET AL., 2000;
VITT ET AL., 2000). J& nos experimentos com a BMP15, foi observado que ela atua na
multiplicacdo de células da granulosa sem interferéncia da atuacdo do FSH (OTSUKA ET AL,,
2000). A BMP15 é responsavel por diminuir a expressdao dos receptores de FSH o que
desencadeia uma acdo seletiva. Ela passa a nao interferir na fabricacdo de estradiol, mas
ocasiona a redu¢dao na sintese de progestrena durante a produgdao de esteroides pelas
células da granulosa promovida pelo FSH (OTSUKA ET AL., 2001).

Como ainda nao foram realizadas outras pesquisas acerca dessas proteinas em
capivaras, ndo se tem muito conhecimento a respeito das principais fases de atuacdo dos
fatores de crescimento, sobre quais células especificas os produzem, quais suas funcdes
bioldgicas e seus parametros de expressdo génica. Nas capivaras, o estudo das funcdes e do
desenvolvimento do GDF9 e da BMP15, desde a producdo até a plena maturacgao, podera ter
como serventia a criagdo de um padrdo experimental de contraceptivo e/ou esterelizante
imunolégico para outros animais, sobretudo, selvagens.

O Laboratério de Reproducdo Animal da Embrapa Cenargen ja realizou o trabalho de
clonar e produzir ambas proteinas recombinantes com os genes de bovinos. Estas foram
geradas em bactérias e futuramente ainda serdo avaliadas se encontram-se sdo capazes de
atuarem como antigenos em capivaras fémeas, promovendo uma imunizagao ativa. Uma vez
gue essa etapa for concluida, incégnitas como a funcdo bioldgica da GDF9 e BMP15 no
processo de crescimento dos foliculos ovarianos serdao respondidas.

A tese que sustenta essa linha de raciocinio é a hipdtese de que as proteinas GDF9 e
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BMP15 de ambos animais (bovino e capivara) sejam diferentes ao ponto de desencadearem
uma reagao imunoldgica no animal que receber a vacina e semelhantes ao ponto dos
anticorpos produzidos originarem uma reagao cruzada e se voltarem contra o GDF9 e o
BMP15 do prdéprio ovdcito das capivaras.

Ainda se espera a etapa final do projeto para se avaliar se as proteinas de origem
bovina desencadeardo uma diminuicdo drastica na fertilidade/natalidade da capivara sem
que hajam grandes efeitos colaterais. As vantagens dessa pesquisa sao a elabora¢do de um
protétipo de imundgeno que sirva para a contracepc¢do/esterilizagcdo da espécie e como um
exemplar experimental para controle populacional de outras demais espécies de animais
silvestres, excluindo alternartivas como o abate e a cirurgia.
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4. METODOLOGIA

O projeto, que foi desenvolvido a partir da parceria entre a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) e a Fundagado Jardim Zooldgico de Brasilia (Zoo-BSB),
teve seu inicio com a avaliacdo das capivaras do Zoo-BSB, que vivem soltas e livres para
transitarem para onde desejarem. Foram delimitados trés grupos de capivaras em vida livre
no Zoo-BSB, um préximo do recinto dos hipopdtamos (GH), outro junto ao lago das
tartarugas (GT) e outro junto ao lago dos primatas (GP). Os animais dos trés grupos
formados ja estavam acostumados a aproxima¢dao humana em geral, sendo que os locais de
onde mais foram extraidas amostras pelos alunos foram no lago das tartarugas e no lago dos
primatas. A pesquisa, que ficou conhecido pela equipe pelo cognome CAPIVAROV, foi
dividida em quatro planos de acdo, sendo que apenas o terceiro deles serd contemplado
nesse trabalho: Clonagem dos gene do GDF9 e BMP15 de capivaras, expressao, purificacdo
das proteinas recombinantes e imunizagao das fémeas.

De acordo com metodologia anteriormente utilizada, antes da chegada dos alunos do
PIC a sede da Embrapa Cenargen, ja haviam sido desenhados oligonucleotideos iniciadores
para o GDF9 para a BMP15 fundamentado na semelhanca entre as espécies, quanto a
origem e estrutura, que também possuem esses genes (humana, bovina, murina, ovina e
suina). Fazendo uso do DNA gendmico de capivaras, estes oligonucleotideos foram utilizados
na PCR e seus resultados finais foram clonados e sequenciados. Os fragmentos correlatados
ao peptideo maduro dos genes GDF9 e BMP15, fazendo uso de iniciadores homélogos,
foram amplificados por PCR a comecar pelo DNA ovariano bovino (SOUZA ET AL., 2001).

As etapas da expressao das proteinas GDF9 e BMP15 foram realizadas pelos alunos e
durante todos os procedimentos as amostras de GDF9 e BMP15 eram sempre identificadas
para ndo serem confundidas e misturadas.

A primeira fase é o pré-indculo, onde com dois palitos estéreis, se coletavam
pequenas amostras de uma colonia de bactérias E. Coli e colocavam-os dentro de tubos de
15 ml — identificados para o GDF9 e para a BMP15 — com meio LB estéril. Eram usados 1,5 ml
de meio LB para cada 100 ml de volume final da indug¢dao. O conteudo dos dois tubos era
incubado durante a noite em um shaker a 37°C e 250 rotagdes por minuto (rpm).

A segunda fase é o indculo, na qual se transferia o pré-indculo para erlenmeyers e se
adicionava 100 ml de meio LB a cada frasco. Estes eram levados para o shaker a 37° C a 250
rom. Conforme o tempo passava, se retirava uma aliquota de 1 ml dos frasco para realizar o
registro da desidade oéptica (OD) em um espectrofotbmetro de cubetas a 600nm em
intervalos cada vez mais curtos de tempo, até que o valor estivesse entre 0,4 e 0,6.
Chegando a esse valor, os frascos com o indculo eram retirados imediatamente do shaker.

A terceira fase é a inducdo, onde eram acrescentados 20 ul de IPTG e as amostras
eram incubadas no shaker a 28°C e a 250 rpm de 4 a 6 horas.

A quarta fase é a centrifugacdo, onde o meio da inducdo era passado dos
erlenmeyers para tubos de 50 ml e levados para a centrifuga ja resfriada durante seis
minutos a 8 °C na maxima rotacdo. Apds isso, os sobrenadantes eram descartados e os
pellets de cada tubo eram ressuspensos com 1 ml de tampao fosfato-salino (PBS); fazia-se
entdo a transferéncia para tubos de 15 ml onde eram adicionados mais 5 ml de PBS antes de
uma nova centrifugacdo. Por fim, os pellets eram ressuspendidos com 5 ml de tampdo de
ligacdo (BB) ou tampdo de sonicacdo (TS-1) e os tubos eram colocados em um recipiente
com bastante gelo para a préxima etapa.
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A quinta fase é a sonicacdo, no qual era utilizado o sonicador, também chamado de
processador ultrassonico, que é um instrumento importante para a quebra dos compostos
celulares por ondas sonoras de alta frequéncia. Apds a sonicacdo, mais uma centrifugacao
era realizada.

A sexta e ultima fase é a purificacdo, a qual se iniciava passando 10 ml de agua
destilada e 5 ml de BB em ambas as colunas Ni+ (HisTrap -GE HealthcareLife Sciences) com o
objetivo de limpa-las de resquicios das atividades anteriores. Em seguida, quatro eppendorfs
eram separados para o GDF9 e mais quatro para o BMP15, denominados: PRE-COL, ELUATO,
ELU 1 e ELU 2. Enquanto isso, as amostras eram colocadas na centrifuga ja resfriada a 6 °C
por 20 minutos. Terminada a centrifuga¢do, eram utilizados filtros para seringa para filtrar as
amostras para dentro de tubos de 15 ml e os pellets resultantes da centrifugacao eram
congelados. Em seguida, os produtos filtrados eram passados nas colunas HisTrap com o
objetivo de nelas reter as proteinas de interesse e o primeiro ml obtido desse processo era
destinado aos eppendorfs de PRE-COL. Posteriormente a isso, passavam-se 10 ml de BB nas
colunas HisTrap, desprezando-se o primeiro ml e reservando-se o segundo ml nos
eppendorfs de ELUATO. Logo apds, eram passados 5 ml de tampao de eluicdo (EB) nas
colunas HisTrap, se desprezava o primeiro ml e se reservava o segundo ml no eppendorf ELU
1 e o terceiro ml no eppendorf ELU 2.

Os pellet congelados de GDF9 e BMP15 eram retirados do freezer e ressuspendidos
com 5 ml de PBS cada. Em cada eppendorf eram adicionados 3 ul de corante e 12 ul das
amostras de GDF9 e BMP15. Os eppendorfs eram fervidos, centrifugados e colocados para
resfriar em gelo. Por fim, as amostras dos eppendorfs eram aplicadas no geis de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e ajustava-se a maquina para 0.03A por 1 hora.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas purificadas pela coluna de Ni+ (HisTrap -GE HealthcarelLife Sciences),
tinham como objetivo ser quantificadas e analisadas na forma dos géis de poliacrilamida
(SDS-PAGE) quanto a sua integridade e pureza (JUENGEL ET AL., 2002). Dessa forma, seriam
utilizadas na imunizacdo das capivaras as fracbes que atingissem uma pureza estimada
superior a 80%. Porém conforme os experimentos foram sendo conduzidos, muitas
amostras das proteinas na etapa de purificagdo estavam se concentrando no pellet de forma
insoluvel, obstaculo esse que a equipe laboratorial ndo conseguiu contornar até a presente
data de entrega desse trabalho.

Devido a paralisagcdo do Zoolégico de Brasilia, iniciada em Margo de 2020, devido as
medidas de distanciamento social para contenc¢ao do avango do novo coronavirus, os alunos
também ficaram impossibilitados de realizarem novas coletas de material. S6 agora, no més
de Outubro por conta do Decreto n? 41.260, de 29 de Setembro de 2020, que as visitacdes
estao sendo retomadas.

Portanto, os resultados da pesquisa ainda estao como inconclusivos e o projeto
CAPIVAROV ainda esta em atividade no laboratério da Embrapa e serd assumido pelos
préximos voluntarios do PIC — Embrapa Cenargen com previsao de ser finalizado na metade
do ano de 2021.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Como trata-se de um animal com gostos muito variados e com grande capacidade
de adaptacdo, a capivara se adequa a diferentes tipos de alimentos e ambientes.
Associado a isso, alguns fatores corroboraram para que houvesse um aumento no
numero de individuos, como a expansdo agricola, a dimininuicdo de seus predadores
naturais e a proibi¢dao da caga. O crescimento desregulado desses animais provou que se
faziam necessarias medidas de controle populacional diferentes das mais tradicionais, a
cirargica, que apresentava muitas complicacdes e riscos, e o abate, que ndo é bem
recebido publico. Por possuir um teor mais humanizado, a imunocastracdo tem o
potencial de ser uma técnica bem aceita pelas pessoas e que se mostra Util em resolver o
problema por intervir na taxa de fertilidade dos animais e consequentemente baixar a
taxa de natalidade da populac¢do de capivaras.

Baseado na literatura utilizada e no passo a passo feito no laboratdrio, existem
indicios de que as proteinas GDF9 e BMP15 estavam sendo devidamente extraidas e
separadas das demais estruturas bacterianas, o que representa que a linha de pesquisa
estd seguindo o curso certo e vem sido bem aplicada no laboratério. Uma vez solucionado
o problema da insolubilidade, com mais pesquisas sobre o assunto e tempo habil, os
resultados poderdo ser contemplados em breve.
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