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RESUMO

As capivaras trazem riscos a saude publica por transmitirem doencas através dos
carrapatos que sdo os vetores das enfermidades como febre maculosa. A reprodugao pode
ocorrer durante todo o ano, com pico nas épocas chuvosas, gerando em média 4 filhotes por
ninhada, logo, sua proliferacdo é rapida e seria importante ter um controle populacional.Com
esse trabalho, objetivou-se avaliar a funcdo ovariana da fémeas apds aplicacdes de um
imundgeno contendo antigenos criados a partir dos genes GDF9 e BMP15 de bovinos, a fim
de se ter uma esterilizacdo imunoldgica. Para a realizacdo do estudo, foi feito o
condicionamento das capivaras do Jardim Zooldgico de Brasilia para posteriormente executar
0 manejo com a aplicacdo do imundgeno, o qual foi elaborado nos laboratérios da EMBRAPA
CENARGEN. Na etapa laboratorial foi utilizada a bactéria E.coli para a clonagem dos genes,
que foram submetidos a expressao e purificacdo para que eles efetuassem uma agao inibitoria
dos hormonios esteroidais, bloqueando a luteinizacdo das células do foliculo e sua capacidade
reprodutiva.

Palavras-chave: Esterilizagdo imunolégica. Reproduc¢ao. Fun¢do ovariana.
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1 INTRODUCAO
As capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) sdo os maiores roedores do mundo, seu

peso varia de 30 a 60 kg podendo chegar até a 80 kg no animal adulto, com tamanhos de 1,0
a 1,35 m (ALHO, 1986). Esses animais sdao encontrados em sua maioria na América do Sul e
possuem uma boa relagdo com ambientes préoximos de seres humanos, fazendo com que haja
um certo contato das capivaras com a populacdo ou com outros animais domésticos e levando
alguns problemas, como a transmissdo de doengas (FARIKOSKI, et al., 2019).

A principal doenga é a febre maculosa, transmitida através do carrapato, entretanto,
outras doengas também podem se propagar por conta da capivara, como a leptospirose,
leishmaniose, raiva, doenca de Chagas, infec¢cOes por enterobactérias e enfermidades fungicas
e parasitdrias. No Brasil, hd um grande problema na transmissdo de febre maculosa através
dos carrapatos presentes nas capivaras, além disso, as capivaras tém sido grandes
ampliadoras da bactéria Rickettsia rickettsii, que é responsavel por causar a febre maculosa
(CHIACCHIO, 2012).

A reproducdo das capivaras ocorre durante todo o ano, com uma predilecdo por
estacdes chuvosas, visto que a cépula ocorre dentro da dgua, nesse periodo eles permanecem
um maior tempo nos lagos/lagoas/rios. O periodo da gesta¢do dura em torno de 150 dias,
podendo gestar duas vezes ao ano, além disso, atingem sua maturidade sexual antes dos 2
anos e nascem em média quatro filhotes por ninhada (PEREIRA e ESTON, 2007).

Devido ao fato das possiveis doencas transmitidas e sua acelerada reproducao, é muito
importante que o controle populacional seja feito, diminuindo os riscos de dissipar as
zoonoses e contaminar a populacdo com doencas que ndo sao faceis de tratar e possuem uma
taxa relativamente alta de mortalidade, além de poder afetar os animais.

O controle da populacdo de capivaras ja foi feito por meio de remanejo de um grupo
para outros locais, porém é ineficaz visto que os animais podem voltar ao lugar de origem, e
a castracdo cirurgica, que é uma alternativa invidvel economicamente. Logo, acredita-se que
uma nova possibilidade mais pratica e apropriada seria a castracdao imunoldgica, nunca
testada em capivaras, porém comum em suinos. Nesses animais, a vacina estimula o préprio
sistema imune do suino a bloquear o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (SOAVE e
TREVISAN, 2011), diferentemente desse projeto, que a acdo do antigeno é diretamente no

ovario.



Tendo em vista a importancia da diminuicdo populacional das capivaras, o projeto teria
como objetivo, criar e avaliar o potencial e agdao contraceptiva de um imundgeno relacionado

a inibicdo de fatores de crescimento especificos do ovécito em capivaras.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA
As fémeas possuem a reproducdo regulada de forma enddcrina, através das

gonadotrofinas hipofisarias, porém estudos avaliaram a agao intrafolicular entre as células
germinativas e as somaticas e obtiveram como resultados a comprovacdo da secrecdo de
fatores pelo ovdcito, que tem capacidade de atuagdo direto nas etapas de maturacao de
foliculo por sinalizagdo de indicadores pardacrinos (LI et al., 2008). Dentre os elementos que
tem essa fungao, destacam-se a proteina morfogenética de osso 15 (BMP 15) e o fator de
crescimento e diferenciagdo 9 (GDF 9).

O BMP 15 é um gene que esta ligado ao cromossomo X e tem a fungao de codificar
uma proteina secretada pelos ovdcitos, ja o GDF 9 estd localizado no cromossomo 5 e seu RNA
mensageiro é sintetizado a partir do estdgio de foliculo primario até um pouco depois da
ovulagdo. Os dois genes tiveram uma boa evolu¢dao comparado a outros da mesma familia e
obtiveram uma selecdo positiva nos mamiferos. Os RNAs mensageiros dos dois sdo expressos
nos ovadcitos das fémeas, possuem um grau de homologia muito alto de aminoacidos, tendo
assim, uma estrutura proteica bem semelhante, e atuam juntamente, com uma interacdo
sinérgica (SAFINS, RODRIGUES, ALBERTINI, 2018), contudo o BMP15 foi ja encontrado na
hipdfise e testiculos, o que indica que ndo é um fator exclusivo do ovario.

O GDF-9 e 0 BMP15 sdo sintetizados pelos ovdcitos e participam do impulsionamento
dos foliculos primordiais e no desenvolvimento das células da granulosa que secretam
proteinas que estdo associadas a transicao e diferenciacao folicular e, consequentemente, na
fertilidade dos animais (BARAKAT et al., 2018)

A proteina morfogenética de osso 15 tem um papel crucial na ovulagdo dos mamiferos,
tendo as fung®es variadas de acordo com as espécies, nas ovelhas ocorre desde um aumento
na taxa de ovulacdo e fertilidade em animais heterozigotos, até uma infertilidade dos animais
homozigotos. A atuacdo do BMP 15 nas mulheres é essencial para a fertilidade, porém,
algumas mutacoes desse gene ja sdo capazes de causar a infertilidade nos humanos, ou seja,
pequenas mutacdes podem fazer uma grande diferenca no sistema reprodutivo. Ao contrario
de ovelhas e humanos, ndo ha uma acdo légica do BMP 15 nos camundongos, pois em alguns
casos nao é necessario para a foliculogénese, ou seja, todas as etapas sao feitas sem a acdo

do BMP 15 (YOSHINO, et al., 2006).



3 METODOLOGIA
Para a avaliagdo do efeito bioldgico da imunizacao ativa na fung¢do ovariana nas

capivaras, eram necessarias duas etapas anteriores, a primeira era a produg¢ao do imundgeno,
feito nos laboratérios da Embrapa Cenargen, e a segunda, o condicionamento e manejo das
capivaras no Jardim Zooldégico de Brasilia.

Embora as capivaras utilizadas no projeto habitem o Zooldgico, esses animais ndo sao
sua propriedade, vivem livremente por toda area e estao sob tutela do ICMBio, por isso houve
a necessidade de autorizagdo de ambas entidades para a devida manipulagao. As
concentragdes das popula¢des estavam principalmente em dois lagos localizados no setor Illha

dos Macacos, e em cada recinto havia bretes de contencdo, um de madeira e outro de metal.

Figura 1 —Brete de madeira do Zooldgico de Brasilia

Fonte: MULLER, 20109.
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Figura 2 — Brete de metal do Zooldgico de Brasilia

Fonte: MULLER, 2019.

O condicionamento foi feito por meio de alimentos como banana, cenoura, manga,
milho e bagaco de cana de aclcar, juntamente a estimulos sonoros por apitos ultrassoénicos e
reproducdo da gravacdo da vocalizacdo das capivaras, com o objetivo de leva-las
espontaneamente até as gaiolas e, assim, possibilitar um manejo ético e seguro.

Pensando no bem-estar e na seguranca dos animais, foi estipulado o limite de uma
capivara por brete a cada contencdo. Ademais, os lagos sdo as fugas para esses animais em
casos de ameaca e defesa, assim, foi necessario leva-las aos equipamentos de contencdo para
manejo, a fim de evitar que na hora da administracdao de anestesia, o animal ndo fuja e nao

tenha o efeito sedativo dentro da agua.
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Figura 3 — Uma capivara em cada brete, obedecendo o limite para bem-estar

Fonte: SILVA, 2019.

A manipulacdo dos animais capturados foi feita por contencao anestésica através da
administra¢do intramuscular de Tiletamina associada a Zolazepam, por meio de dardos e
zarabatanas. Como o estudo é voltado a imunizacdo ovariana, foi preconizado um protocolo
exclusivo para fémeas, assim, foi feito coleta de amostras como swab vaginal, coleta de
sangue e ultrassonografia abdominal para avaliar as condicdes reprodutivas e possiveis
gestagodes.

Além disso, foi realizado exames clinicos como avaliacdo de frequéncia cardiaca e
respiratdria, mensuracdo da temperatura corporal, movimentos oculares e reflexos. Apds
todo manejo e aplicagdo do imundgenos, houve a observacdo e espera da total recuperagao
do animal apds a anestesia, e sé assim as capivaras eram liberadas das gaiolas.

Para realizar a imunizacao foi necessario clonar e sequenciar a regido que possui as
proteinas a partir do DNA gendmico. Essas proteinas que foram produzidas nas bactérias iriam
servir de antigeno quando aplicadas nas capivaras, a resposta varia de acordo com a espécie
e posteriormente podera servir de exemplo para outros animais.

Para fazer as proteinas a partir do gene obtido, foi feita a transformacdo de vetores
com as proteinas nas bactérias E. coli com resisténcia a cloranfenicol, isolando apenas o que
precisamos. Essas células sdo cultivadas em placas de meio LB dgar com cloranfenicol e
ampicilina (antibidticos os quais sdo resistentes) e feita a inoculacdo em shaker a 250 RPM
(rotagGes por minuto) até atingir a quantidade de 0,4 a 0,6 nm de densidade éptica, em

seguida, é adicionado o IPTG e feita a inducdo de 4 a 6 horas.
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A extracdo das proteinas é feita com a sonicacdao das amostras e, em seguida, sdo
colocadas as aliquotas no gel de acrilamida para verificar o funcionamento da sonicacao, a
qguantificacdo e se as proteinas estdo sendo expressas. Quando obtido um bom resultado nas
amostras a proxima etapa é a purificagdo em colunas de Ni+, logo apds, as aliquotas foram

colocadas novamente no gel para verificar integridade e se foi realizada uma boa purificacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Na etapa do Zooldgico houve muitas interferéncias para obtengao de bons resultados,

0 objetivo era imunizar um numero grande de capivaras e ter um grupo para controle
negativo, acompanhar as fémeas imunizadas e fazer pelo menos 3 aplicacées do imunégeno,
porém algumas condi¢des impostas pelo Zooldgico dificultaram o “n” amostral do trabalho.

A primeira dificuldade foi a questao da autorizacdo para manejo apenas nas segundas-
feiras, visto que o Zooldgico é aberto para visitantes de terca a domingo e seria incbmodo
para algumas pessoas toda a manipulacdo com os animais, além de dificultar ainda mais o
condicionamento até os bretes. Outro ponto é o habito de coprofagia que as capivaras tém
no periodo matutino, fazendo com que diminua o interesse no fornecimento de alimentos
para a possivel contengao.

Contudo, quando o condicionamento comecou a ser efetivo e os animais responsivos,
iniciou-se a época chuvosa em Brasilia, aumentando a oferta de pasto e frutas, também
afetando na contencdo, além de que as capivaras usam o lago como refugio no momento da
chuva, entdo dificilmente saiam da agua quando estava chovendo. Foi feito uma laboriosa
programacao e muitas tentativas falhas de condicionamento, ocasionando na decisdao de
pausar as imunizagdes até o fim das chuvas. Quando as atividades voltaram, houve paralisacdo
das atividades e fechamento do Zooldgico, por tempo indeterminado, devido ao decreto de
isolamento e distanciamento social ocasionado pela pandemia da Covid-19.

No dia 29 de junho, ainda com as atividades suspensas, retomou-se os procedimentos
laboratoriais do projeto, na Embrapa Cenargen, mas como o prazo de pesquisa encerrava no
final de julho, o periodo para dominar todos os procedimentos necessarios e entender todo
protocolo consumiu muito tempo, acarretando a ndo obtencao de resultados nessa etapa.

Quanto ao real objetivo do projeto, avaliacdo da resposta bioldgica da imunizacao
ativa na funcdo ovariana das capivaras, nao foi possivel realizar em virtude das dificuldades

citadas acima, e da inconclusdo das duas etapas que precedem a andlise do imundgeno.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS
O objetivo do projeto era avaliar o efeito bioldgico da imunizagdo ativa na fungao

ovariana das capivaras, para isso, foi feito o condicionamento das fémeas no Zooldgico de
Brasilia para um manejo ético e seguro, e a producdo de imundgenos a base de GDF9 e BMP15
nos laboratérios da Embrapa. Apesar de ter um objetivo muito relevante quanto a saude
publica, ndo foi possivel a completa realizacdo do estudo, devido as dificuldades no manejo
dos animais de vida livre e posteriormente, pela pandemia da Covid-19.

Porém, no periodo de execuc¢do do projeto observou-se a questdo comportamental
das capivaras, que podera auxiliar estudos futuros. Concluiu-se que sdo animais de boa
convivéncia com outras espécies, nos periodos chuvosos permanecem um tempo maior
dentro da agua, possuem habitos coprofagicos durante as manhas e tem paladar seletivo para

alimentos como banana, manga, cenoura, milho e bagaco de cana de agucar.
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