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RESUMO

Fensterseifer, Samanta Regine. Nutricdo e Reproducédo de Bovinos de Corte.
2012. 30 f. Relatorio de Estagio Curricular Supervisionado, Faculdade de Veterinaria,

Universidade Federal de Pelotas.

O Estagio Curricular Supervisionado foi realizado sob a orientacdo do Professor Dr.
Scott Lake, junto ao Departament of Animal Science da University of Wyoming, na
cidade de Laramie, estado de Wyoming — EUA. O mesmo ocorreu durante o periodo
de 24 de agosto a 13 de novembro de 2012, totalizando 464 horas, na area de
reproducdo e nutricdo com énfase em bovinocultura de corte. As atividades
realizadas durante o periodo de estagio foram divididas em praticas — de campo e
laboratoriais — e teéricas, como o acompanhamento de aulas, grupos de discussfes
e seminarios. O estagio teve por objetivo a obtencdo do conhecimento na area
acompanhada, bem como crescimento, amadurecimento pessoal e desenvolvimento
de habilidades.

Palavras-chave: Andlises laboratoriais, Manejo nutricional, Reprodu¢édo de bovinos.



1. INTRODUCAO

A produgé&o mundial de carne apresenta grandes tendéncias de crescimento
para 0s proOXimos anos, pois 0 numero de consumidores estar aumentando, bem
como o poder aquisitivo da populacéo e, aliado a isso, a qualidade de vida, sendo
uma alimentacdo correta e saudavel um dos importantes fatores levado em
consideracao (ERGOMIX, 2009).

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2012)
os Estados Unidos da América (EUA) é atualmente o maior produtor de carne bovina
do mundo, com 12 milhdes de toneladas (equivalente ao peso de carcaga)
produzidos no ano de 2011. J& o Brasil ocupa o segundo lugar, com 9 milhdes de
toneladas produzidos em 2011 (USDA, 2012). Ambos o0s paises apresentam
perspectivas de aumento da producao, sendo estimado um crescimento de 38,2%
da producdo brasileira e 11,1% da producdo americana até o ano de 2015
(ERGOMIX, 2009).

Porém, para que esse crescimento venha a ocorrer € necessario otimizar o
sistema produtivo, obtendo maior producdo com menor gasto e periodo de tempo.
Diante disso, varias estratégias vém sendo utilizadas, como manejos de estacao de
monta, que permitem a concentracao de partos, a ado¢ao de técnicas reprodutivas
(inseminacgéo artificial, transferéncia de embrides) que permitem a introducdo de
genética reconhecida no rebanho, além da implantacdo de protocolos de
sincronizacdo de estro, que permitem uma otimizacdo do manejo reprodutivo e
reducdo de custos com mao-de-obra. Todas estas estratégias aliadas a uma boa
nutricdo e sanidade sdo ferramentas chave para bons resultados nos sistemas de
producao.

Com esta finalidade, o uso de tecnologias reprodutivas vem sendo
empregado ao longo dos anos nas fazendas produtoras de gado de corte dos EUA.
Segundo dados do USDA em um estudo realizado em 1997 pelo Sistema Nacional
de Monitoramento em Saude Animal (The National Animal Health Monitoring System
— NAHMS), apenas 13% das propriedades entrevistadas ja tinham utilizado
inseminacao artificial, 11,9% sincronizacdo de estro e 34,5% diagnostico de
gestacao através de palpacéo retal. O estudo foi desenhado para compreender 85%
de todas as vacas de corte dos EUA (DEE WHITTIER, 2010).

E valido considerar que propriedades com rebanhos maiores (300 vacas)

visam maior utilizacdo das tecnologias reprodutivas do que as que possuem



rebanhos menores (<100 vacas) (DEE WHITTIER, 2010), o que é favoravel, visto
gue a maioria das propriedades produtoras de bovinos de corte dos EUA possue de
200 a 999 animais (25% aproximadamente). Em menor nimero (cerca de 13%)
estdo as fazendas com 50 a 199 animais, 6% propriedades com menos de 50
animais (USDA, 2007).

Argumentos utilizados na época do estudo pelos produtores para justificar a
nao utilizacdo destas tecnologias eram de que nédo traziam bons resultados,
apresentavam custos excessivos, além de necessitar instalacbes adequadas para a
realizacdo dos manejos (DEE WHITTIER, 2010).

Atualmente o contexto vem mudando, os precos estdo se tornando mais
acessiveis e o ganho com a utilizacdo destas técnicas vem sendo valorizado. Um
exemplo disso € o crescimento do volume de vendas de sémen para gado de corte
nos EUA, que em 2011 totalizou 3.795.398 doses, cerca 2,9% de aumento em
relacdo ao ano de 2010 (3.687.096 doses) e aproximadamente 31,5% a mais do que
em 1997, ano em que foi realizada a pesquisa (NAAB, 2012).

Visualizando este cenario de crescimento de producdo anual, tem-se o
setor de pecuéria, em especial a bovinocultura de corte como uma area promissora,
de muitas oportunidades no mercado de trabalho. Com este propdésito, a realizacao
de estagios com reproducdo e nutricdo, tanto na area de campo como laboratorial é
de grande valia e uma 6tima oportunidade para acrescentar conhecimento pratico
aos estudantes e futuros Médicos Veterinarios.

O presente relatério tem por finalidade descrever as atividades realizadas
durante o Estagio Curricular Supervisionado correspondente ao décimo semestre do
curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas. O mesmo teve
como objetivo aprimorar os conhecimentos tedéricos aprendidos durante a
graduacdo, bem como a obtencédo de experiéncias praticas, além de aprender como
agir diante das realidades encontradas diariamente e adquirir maturidade e
crescimento pessoal e profissional.

O Estagio Curricular Supervisionado foi realizado junto ao Department of
Animal Science — University of Wyoming, no estado de Wyoming/EUA, sob a
orientacdo do Prof. Dr. Scott Lake, durante o periodo de 24 de agosto a 13 de

novembro de 2012, totalizando 464 horas.



2. LARAMIE - WYOMING

Wyoming é o 10° maior estado dos EUA (Figura 1) e o menos populoso. A
cidade de Laramie esta localizada no sudeste do estado de Wyoming, préximo ao Rio
de Laramie, a cerca de 50 milhas a oeste de Cheyenne (Figura 2), capital do estado
(Wyoming — Wikipedia, 2012; Sobre Laramie - Laramie.com, 2012). Esta, por sua
vez, é a cidade mais populosa, e Laramie ocupa o terceiro lugar, com 30.816 mil
habitantes (Censo 2010). Laramie também € sede do Condado de Albany, um dos 23
Condados do estado de Wyoming (Censo 2010; Laramie - Wikipedia, 2012).
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Figura 2. Localizacdo da cidade de Laramie no estado de
Wyoming, EUA.
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A cidade, fundada na década de 1860, leva o0 nhome de um cacgador Francés
ou Franco-Canadense, Jacques LaRamie, que desapareceu em 1810 nas montanhas
de Laramie (Historia de Laramie - Laramie.com, 2012).

A area ocupada pela cidade é de 46 km? sendo 45,95 km? de terra e 0,05
km? de agua (Laramie - Wikipedia, 2012). O clima é semi-arido devido & elevacéo
(7,165 pés - 2184 metros), sendo que o0s invernos sao longos, frios e secos e 0s
verfes quentes, umidos e curtos. A temperatura média no inverno (janeiro) é de -6°C,
correspondentes a 21°F e no verao (julho) é de 18°C (64°F). A média anual de queda
de neve € de 107 cm (Laramie - Wikipedia, 2012).

Com relagdo a economia, aproximadamente 86% das receitas agricolas de
Wyoming sdo gerados por produtos oriundos da pecuaria, destacando-se a
bovinocultura de corte (76% do total), que de longe € a fonte mais importante de
receita no estado e no setor pecuario, o que faz Wyoming ser considerado o estado
do gado (Economy of Wyoming — NetState Wyoming, 2012).

Além da pecuéria de corte, destaca-se ainda a producdo de feno (cultura
mais produzida), beterraba, suinos, e ovinos, sendo um dos principais estados
produtores de ovelhas e l1a. Outra fonte de economia forte em Wyoming € a
mineragcdo, que compreende a maior propor¢cdo do produto bruto comparado aos
outros estados americanos. Wyoming é o estado lider em producdo de carvao,
petréleo e gas natural (Economy of Wyoming — NetState Wyoming, 2012).

Sendo casa da University of Wyoming, Laramie possui uma economia
basicamente voltada para servicos relacionados a educacdo, saude e servicos
sociais (Economia de Laramie, 2012).

2.1. University of Wyoming

A University of Wyoming foi fundada no ano de 1886, porém somente em
setembro de 1887 iniciou as suas atividades, com 42 alunos e 5 membros docentes,
dentre eles, homens e mulheres.

O primeiro prédio foi construido no parque da cidade de Laramie para a
realizacdo das aulas, seguido da biblioteca e dos prédios administrativos (University
of Wyoming History, 2012).

Atualmente a University of Wyoming conta com 13.992 alunos (UW News
Home, 2012) e 700 membros docentes (University of Wyoming History, 2012). E

composta por sete faculdades: agricultura e recursos naturais, artes e ciéncias,
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negocios, educacgédo, engenharia e ciéncias aplicadas, ciéncias da saude e direito, e
oferece mais de 190 programas de pos-graduacdo e graduacdo (University of

Wyoming — Wikipedia, 2012). Na figura 3 podem ser visualizados os prédios que

compdem a area principal do campus da University of Wyoming.

' £ - _._." ->- —~ ! o 2
o # X 2 D, St i

Figura 3. Vista éérea da area principal do campus da University of Wyoming,

Laramie — Wyoming.

O Departamento de Animal Science era composto por 210 estudantes de
graduacdo, 18 estudantes de pos-graduacéo, 15 professores e 11 funcionérios. O
prédio localizava-se na esquina das ruas 16th e Gibbon (Figura 4), ao lado do prédio
da Biologia Molecular, cerca de duas quadras de distancia da area principal do

campus.

= I VL, 3‘{?‘;; ¢ - \
Figura 4. Vista do prédio do Department of Animal Science da University of
Wyoming.
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O prédio era composto por duas salas de aula, escritérios dos professores e
funcionéarios, salas de estudo dos alunos da pos-graduacdo, laboratorio de
informatica, area de estar contendo sofas, cadeiras e mesas para discussoes,

reunides e/ou estudo e 8 laboratorios (Figura 5 e 6).

St d
Ll S

Figura 5. Laboratorio de Bioldgia Reprodutiva — Department
of Animal Science, University of Wyoming.

Figura 6. Laboratério de Biologia Reprodutiva — Department
of Animal Science, University of Wyoming.
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de Estdgio Curricular Supervisionado foram realizadas
atividades praticas, de campo e laboratério, e atividades didaticas, como
acompanhamento de disciplinas como aluno ouvinte, encontros para discussao de

artigos e participacdo em seminarios do Department of Animal Science.

3.1. Atividades Préticas
3.1.1. Campo

As atividades de campo realizadas durante a disciplina de Estdgio Curricular
Supervisionado foram compostas, em sua maioria, por diagodsticos de gestacdo
(48%), seguidos de manejo zootécnicos, como coletas de sangue (3%), pesagens

(14%) e vacinacoes e vermifugacoes (35%) (Figura 7).

m Diagnéstico de Gestacao
m Coleta de Sangue

Pesagem

296, 14%

® Vacinacéo e Vermifugacao

56, 3%

Figura 7. Resumo em percentagens das atividades préaticas de campo realizadas
durante a disciplina de Estagio Curricular Supervisionado.

Os diagndsticos de gestacédo eram realizados através de ultrassonografia’,
geralmente 60 dias apds a retirada dos touros (Figura 8). As fémeas prenhes eram
vermifugadas e vacinadas (Tabela 1) e as fémeas vazias eram separadas do lote e
destinadas a venda.

A estacdo de monta no estado de Wyoming € geralmente iniciada nos
meses de abril e maio até julho e agosto, considerando que a época de pari¢cao vai
de fevereiro a maio, sendo realizados os diagnésticos de gestacdo nos meses de
setembro, outubro e novembro.

! MicroMaxx Ultrasound System — Sonosite Inc., Bothell, Washington
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Figura 8. Diagnostico de gestacao através do uso de ultrassonografia.

Tabela 1. Atividades de campo realizadas durante a disciplina de Estagio Curricular
Supervisionado, no periodo de 24 de agosto a de 13 e novembro de 2012.

NUmero de

animais Atividades
180 Diagnéstico de gestacao
240 Desmame de terneiros — Pesagem + Aplicacdo de Dectomax® +
Vacinacéo (One Shot Ultra™ 82 + CattleMaster GOLD FP 5%

74 Diagnostico de gestacao

28 Coleta de sangue e pesagem terneiros (experimento)

240 Diagnéstico de gestacao + Vacinacédo (240 - PregGuard GOLD
FP 10°) e Aplicacdo de Dectomax?

60 Diagnéstico de gestacao

140 Diagnéstico de gestacao

250 Diagnéstico de gestacao + Vacinacédo (240 - PregGuard GOLD
FP 10% e Aplicacéo de Dectomax?

28 Coleta de sangue e pesagem terneiros (experimento)

70 Diagndstico de gestacao

> DECTOMAX® - Pfizer Satde Animal

* One Shot Ultra™ 8° - Pfizer Sadude Animal

* CattleMaster GOLD FP 5° - Pfizer SaGde Animal

> 240 - PregGuard GOLD FP 10® - Pfizer Satde Animal
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O desmame dos terneiros geralmente ocorria proximo ao manejo de
diagnostico de gestacdo, com aproximadamente 6 a 8 meses de idade, onde o0s
animais eram pesados, vacinados e vermifugados.

As coletas de sangue (Figura 9) foram realizadas em um experimento que
estava sendo conduzido com terneiros de aproximadamente um ano de idade
recebendo dietas contendo diferentes fontes lipidicas. Os animais permaneciam em
uma fazenda experimental da Universidade, na cidade de Lingle, cerca de 200 km
da cidade de Laramie. As coletas estavam sendo realizadas com um intervalo de 45

dias.

| » SIS &
Figura 9. Coletas de sangue realizadas por meio de
puncdo da veia jugular em terneiros de experimento
do Department of Animal Science.

3.1.2. Laborat6rio

As atividades de laboratorio iniciaram somente na terceira semana de
estagio, apos a realizacdo de um treinamento de seguranca laboratorial requisitado
pela Universidade.

A maior parte das atividades foram realizadas no Laboratério de Biologia
Reprodutiva, onde foram acompanhadas analises de Western Blot, Transcricao
Reversa - Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) e Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (Real Time PCR).

Na ultima semana de estagio foram acompanhadas analises bromatoldgicas

no Laboratorio de Nutricdo de Ruminantes, com a avaliacdo do teor de matéria seca
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(MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente
acido (FDA) dos alimentos utilizados em alguns experimentos que estavam sendo

conduzidos por pos-graduandos do Department of Animal Science.

3.1.2.1. Laboratério de Biologia Reprodutiva
3.1.2.1.1. Western blot

O método de Western Blot é utilizado para quantificar proteinas em uma
determinada amostra, que pode ser tecido biolégico ou cultura de células. Deriva do
mesmo método utilizado para quantificar acido desoxirribonucleico (DNA) e acido
ribonucleico (RNA), denominados Southern Blot e Northern Blot, respectivamente. A
palavra “blot” deriva de “blotting”, que significa “borramento”, que ocorre durante a
etapa de transferéncia, onde as proteinas migram do gel para uma membrana de
nitrocelulose, de onde podem ser detectadas.

Todas as analises feitas durante o periodo de estagio foram realizadas com

cultura de células, com 0s seguintes passos:

Preparacdo do Tecido:

Todas as amostras oriundas de experimentos com cultura de células
chegavam como lisados celulares em Eppendorfs, com estimada concentracdo de
proteina (valores gerados através de espectofotometria). Estas amostras eram
pipetadas em Eppendorfs na quantidade que correspondesse 40 ug de proteina. Na
sequéncia, eram colocadas em um concentrador® (Figura 10) por um periodo de
vinte a trinta minutos onde o conteudo liquido era evaporado através da acdo de
uma forca centrifuga e vacuo, restando somente um pequeno pellet no fundo do
Eppendorf. Esse processo fazia-se necessario, pois algumas amostras possuiam
menor quantidade de proteina, sendo necessaria maior quantidade de amostra para
completar os 40 pug e cada poco da placa de gel onde as amostras eram colocadas
comportava somente 40 L.

Em seguida, eram acrescentados 20 pL de Buffer 1X Laemmli (Tabela 2) e
as amostras eram deixadas em banho-maria por trés minutos, em uma temperatura
de 95,8°C. Ap0s, as amostras eram centrifugadas por um minuto em uma velocidade
de 12000 rpm.

6 SpeedVac® concentrator SVC100 — Thermo Savant (Fisher Scientific, Inc., Pittsburgh, PA).
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Figura 10. Concentrador utilizado na preparacdo das amostras para analise de
Western Blot.

Tabela 2. Substancias e respectivas quantidades utilizadas para a preparacdo de
Buffer IX Laemmli.

Quantidade Substancia
0,76 g Tris Base
10 mL Glicerol
17 mL Agua Deionizada
Corrigir pH para 6.8
249 SDS
0,001 g Bromofenol azul

Acrescentar agua deionizada até completar 100 mL

Este procedimento era realizado com o intlito de desnaturar as proteinas,
convertendo-as em uma estrutura linear e conferindo-lhes uma densidade de carga
uniforme. Com isso, durante a eletroforese, a separacdo € somente realizada

através da massa molecular (MENDES, 2012).

Eletroforese em gel:

Eletroforese em gel de poliacrilamida era realizada para a separacdo das
proteinas de acordo com o seu peso molecular.
As placas contendo o gel de poliacrilamida 12,5% eram preparadas com

alguns dias de antecedéncia e armazenadas em temperatura de 4°C (Figura 11A).
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Cada cuba de eletroforese comportava duas placas de gel, que eram
dispostas no sentido vertical.

Durante 0 tempo em que as amostras permaneciam no concentrador, a
cuba era montada e completada com Tampao de eletroforese (Tabela 3). Em
seguida era preparado o gel de empilhamento (Tabela 4) para preencher o espaco
vazio na placa de gel, onde era entédo colocado o pente para a formagédo dos pogos

(Figura 11B) para colocacéo das amostras.

Tabela 3. Substancias e respectivas quantidades utilizadas para a preparacdo de
Tampao de eletroforese.

Quantidade Substancia
39 Tris base
144 ¢ Glicina
1lg SDS

Acrescentar agua deionizada até completar um litro

Tabela 4. Substancias e respectivas quantidades utilizadas para a preparacao de gel
de empilhamento.

Quantidade Substancia
5,6 mL Agua deionizada (Milli-Q)
2 mL Tampéao de empilhamento
2,4 mL Solucéo 7
10 pL Temed (N,N,N,N'-tetramethylenediamine)
80 uL SDS (sodium dodecyl sulfate)

6 mL APS (ammonium persulfate)



http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate

19

Figura 11. Placa contendo gel de poliacrilamida 12,5% (A) e pente utilizado para
formacao dos pocos para a colocagcédo das amostras (B).

O tempo necessério para a solidificacdo do gel geralmente era 0 mesmo
utilizado para a finalizagcdo do preparo das amostras. Portanto, assim que as
amostras eram retiradas da centrifuga, o pente da placa de gel era removido e as
amostras eram colocadas nos pocos formados na placa de gel.

No primeiro poco era colocado o Standard’, seguido de 8 amostras, e o
altimo poco era completado com Tampao 1X Laemmli (10 pogos no total). A tampa
da cuba era colocada e os cabos eram conectados ao aparelho de eletroforese que
emitia a corrente elétrica regulada para 30 milliamperes para cada placa de gel,

sendo 60 milliamperes por cuba (2 placas de gel).

Transferéncia:

Terminado o processo de eletroforese em gel (Figura 12A) as proteinas
eram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 0,2 uM® para poder detecta-
las. Para tanto, o gel era retirado da placa e colocado em contato com a membrana
dentro de grandes placas, suportados por duas finas esponjas de cada lado e filtros
de papel para protecdo (Figura 12B). A cuba era preenchida com 1X Tampé&o

Towbin® e uma corrente elétrica de 100 volts (V) era aplicada durante uma hora,

” Precision Plus Protein TM Dual Color Standards #161-0374 — Bio-Rad Laboratories Headquarters,
Hercules, CA.

® Life Science Products, Denver, CO

91X tamp&o Towbin (0,025 M Tris, 0.192M Glicina) — Sigma Chemical, St. Louis, MO
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fazendo com que as proteinas movessem-se do gel para a membrana, mantendo a

mesma disposicao.

Figura 12. Processo de eletroforese em gel finalizado (A) e placas contendo uma
fina espuma e filtro de papel para proteger o gel e a membrana de nitrocelulose
durante o processo de transferéncia (B).

Bloqueio:
Durante o tempo de transferéncia era preparada a solucdo de bloqueio,

composta por leite seco desnatado 5% FDN. Apds a transferéncia, as membranas
de nitrocelulose eram colocadas em recipientes contendo 20 pL desta solucdo, onde
permaneciam no minimo por uma hora. Como a andlise era demorada, caso nao
houvesse tempo de terminar no mesmo dia, estes recipientes eram armazenados

durante uma noite a 4°C.

Deteccao:
A solucdo de bloqueio era retirada e a diluicdo contendo o anticorpo

primario era colocada sobre a membrana, permanecendo incubado com agitacao
durante 2 horas a temperatura ambiente. Apés este periodo, as membranas eram
lavadas trés vezes com TBSTY (Figura 13A) e em seguida, incubadas com
anticorpo secundario (Figura 13B) durante uma hora a temperatura ambiente. As
diluicbes dos anticorpos variavam de acordo com o anticorpo utilizado e a proteina

de interesse.

10 Solucgéo Tris salina tamponada com 0,5% de Tween 20
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& 7
Figura 13. Lavagens realizadas ap0s a incubacdo das membranas com anticorpo
primério (A) e colocacao da diluicdo contendo o anticorpo secundario (B).

Deteccédo por fluorescéncia:

Apés a incubacdo com o anticorpo secundario, as membranas eram
novamente lavadas trés vezes com TBST e entdo incubadas em substrato
quimioluminescente* durante um minuto.

Na sequéncia, as membranas eram colocadas rapidamente sobre um filtro
de papel para remover o excesso de substrato, em seguida, embrulhadas em papel

filme (Figura 14) e expostas a filme de raios X durante 20 segundos, 1 e 3 minutos.

/ 4 Al
Figura 14. Membranas sendo embrulhadas em papel
filme ap6s removido o excesso de reagente em filtro de

papel.

! Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection® Reagent GE Healthcare, Piscataway, NJ
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Andlise dos resultados:

Os filmes eram escaneados e quantificadas usando UNSCANIT software®?,

3.1.2.1.2. Método para a sintese de DNA complementar (CDNA)

O DNA complementar (cDNA) € uma fita de DNA sintetizada pela enzima
transcriptase reversa a partir de um molde de RNA.

Para a preparacdo de cDNA as amostras de RNA previamente extraido eram
colocadas em Eppendorfs identificados, no volume correspondente 2 ug de RNA. Na
sequéncia os Eppendords eram colocados no concentrador'® e cerca de 20 minutos
apos, eram acrescentados 15 pL de agua estéril (livre de nuclease) e cada
Eppendorf era homogenizado. Em seguida, eram acrescentados 4 pL de Tamp&o de
transcricdo reversa (5x) e 1 pL de IScript transcriptase reversa®.

Os Eppendorfs eram entdo colocados em um termociclador onde
permaneciam 5 minutos a uma temperatura de 25° C, 30 minutos a 42° C, 5 minutos
a 85° C. Apds terminado o processo, eram mantidos em uma temperatura de 4° C.

Em seguida, o cDNA era diluido em 100 pL de agua estéril (livre de nuclease)

e armazenados a -20 °C até a realizacdo do Real Time PCR.

3.1.2.1.3. Real Time PCR

O método de Real Time PCR difere-se do tradicional PCR pois pode-se
acompanhar o que ocorreu com cada amostra durante todo o processo no
termociclador. A diferenca € que o termociclador em tempo real é capaz de captar
sinais luminosos que sao gerados pelo reagente SYBR Green durante a
amplificacdo do material genético. Diante disso, pode-se visualizar com quantos
ciclos ocorreu a fase exponencial de amplificacdo e assim estimar a quantidade de
material genético presente em cada amostra (quanto maior o conteado genético na
amostra, menos ciclos sdo necessarios para visualizar o inicio desta fase) e,
consequentemente, sua expressao génica (NASCIMENTO et al., 2010).

Antes de iniciar os procedimentos as bancadas eram limpas com alcool 70%

com o intuito de evitar contaminagao. Todos 0s procedimentos eram realizados com

*2 Silk Cientifica, Orem, Utah
" SpeedVac® concentrator SVC100 — Thermo Savant (Fisher Scientific, Inc., Pittsburgh, PA).

4 Bjo-Rad Laboratories, Richmond, CA
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a utilizacdo de luvas para impedir que enzimas presentes na pele humana
degradassem o material genético presente na amostra.

Para que a reacdo pudesse ser realizada era necessario preparar uma
mistura contendo os componentes e respectivas quantidades visualizados na tabela
3. As quantidades das substancias eram sempre multiplicadas pela quantidade de
amostras para cada gene antes de iniciar a preparagdao do mix. Geralmente
acrescentavam-se duas ou trés amostras na conta considerando as perdas que

ocorrem durante a pipetagem.

Tabela 5. Substéncias e respectivas quantidades utilizadas para a preparacdo do
Mix para Real Time PCR.

Quantidade (pL) Substancia
12,5 SYBR Green Supermix®®
0,5 Agua Estéril (livre de nuclease)
1 (500 pmol) Primer senso (foreward)
1 (500 pmol) Primer anti-senso (reverse)

Os primers para a reacdo foram desenhados utilizando o software online
Primer 3'® com 100 pares de base de tamanho.

Todos os reagentes do mix para Real Time PCR (exceto a agua livre de
nuclease) e os Eppendorfs contendo o cDNA eram acondicionados em uma caixa
contendo gelo para evitar degradacao.

As analises eram realizadas em duplicata para cada gene € no minimo um
gene (geralmente o gene codificante para a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase — GAPDH) era utilizado como gene interno de controle. Eram
acrescentados 10 uyL de cDNA e 15 pL do mix para Real Time para cada pogo
(placa com 96 pocos). Apés, a placa era lacrada, centrifugada por um minuto e em
seguida colocada no termociclador*’.

A amplificacdo era realizada utilizando 40 ciclos de 95° C por 30 segundos e
60°C por 30 segundos. Era realizada uma analise da curva de fusdo pos-

amplificacdo para garantir a qualidade dos produtos de PCR (curva de melting),

> SYBR Green Supermix” - Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA
'® Simgene.com (http://simgene.com/Primer3)

o IQ5® - Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA
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indicada pela presenca de um unico pico no grafico (Figura 15). Para tanto a a placa
de PCR era aquecida a 95°C durante 3 min, arrefecida até 55°C, em seguida, a

temperatura aumentada em 0,5°C por segundo até 95°C.
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Figure 15. Unico pico na curva de melting gerada pelo software do
termociclador de real time PCR, indicando a qualidade da reacéo.

Todos os niveis de expressao de genes eram quantificados e relatados em
relacdo a expressdo de GAPDH utilizando o método 2°AACT (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001).

3.1.2.2. Laboratério de Nutricdo de Ruminantes

Além das atividades do Laboratério de Biologia Reprodutiva, nos ultimos
dias de estagio foram acompanhadas algumas andlises bromatolégicas dos
alimentos utilizados em experimentos do Department of Animal Science, realizadas
no Laboratorio de Nutricdo de Ruminantes.

Os alimentos eram coletados em sacos plasticos e armazenados no gelo
até a realizacdo das andlises.

Infelizmente, devido ao curto periodo, ndo foi possivel acompanhar as
analises completas, visto que sdo necessarias varias etapas.

Resumidamente, a primeira analise realizada era a avaliagdo do teor de
matéria seca. Para tanto, primeiramente os alimentos eram triturados, pesados,
identificados e entdo colocados em um forno em temperatura de 105°C por 24
horas, ou a 50°C por 48 horas. Apds este periodo, os alimentos eram pesados

novamente. Na sequéncia eram realizadas as demais analises, proteina bruta, fibra
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em detergente neutro e fibra em detergente acido. As andlises eram realizadas a
partir da amostra seca para possibilitar a comparacdo de nutrientes de varios
alimentos, uma vez que cada um difere em relacdo a quantidade de agua presente,
nado sendo possivel a comparacdo quando estes estdo na base natural. No
laboratorio de nutricdo de ruminantes ndo eram realizadas andlises de cinzas e

extrato etério.

3.2. Atividades Didaticas
3.2.1. Acompanhamento de Disciplinas

Durante o periodo de estagio foram acompanhadas duas disciplinas (como
aluno ouvinte) oferecidas no semestre de outono relacionado com a area do estagio:
Nutritional Management e Livestock Production.

As aulas da disciplina de Nutritional Management eram ministradas pela
professora Dra. Allison Meyer todas as segundas- feiras e quartas-feiras.

O conteudo programatico compreendeu desde a revisdo do trato digestorio de
cada espécie, calculo de dietas (as quartas-feiras eram somente para exercicios de
calculo), além de diferenciacao de ingredientes para dietas e discussao de precos de
mercado, entre outros.

Nas quintas-feiras a disciplina era voltada para a pés-graduacdo, onde a
turma era dividida em grupos de discussédo, sendo que em cada aula uma pessoa
era responsavel por introduzir o assunto e conduzir a discusséao.

Diferentemente, as aulas da disciplina de Livestock Production eram
ministradas por diversos professores, de acordo com os topicos de cada parte do
conteudo programatico, todas as segundas, quartas e sextas-feiras. O professor
coordenador era o Dr. Paul Ludden.

A disciplina era considerada a introducdo a zootecnia pois eram ministrados
diversos conteudos, como reproducdo, qualidade de carne, leite, genética, entre

outros, porém superficialmente.

3.2.2. Journal Club

Todas as tercas-feiras eram realizados encontros para a discussao de artigos
relacionados com a &rea de nutricdo, manejo e reproducéo de bovinos de corte. Os
encontros eram realizados pela coordenacdo da professora Dra. Allison Meyer,

contando com um pequeno grupo de pés-graduandos (10 pessoas no total).
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O local onde os encontros eram realizados era geralmente um
restaurante/bar, que permitia uma discussao séria de forma descontraida.

Os artigos eram enviados uma semana antes do encontro e cada participante
levava impresso com as suas anotacdes. Cada um era motivado a responder
perguntas conduzidas pela professora e questionar formas diferentes de realilzacao
dos experimentos, ou quaisquer duvidas pertinentes aos artigos.

3.2.3. Seminarios
Todas as sextas-feiras ao meio dia era realizado o Seminario do
Departament of Animal Science com diferentes topicos da area, palestrados por

professores e/ou profissionais da area.
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4. EXPECTATIVA X REALIDADE

Este capitulo tem a finalidade de apresentar o meu senso critico em relacéo
ao Estagio Curricular Supervisionado, o que considero de grande importancia para
um futuro profissional no mercado de trabalho.

Primeiramente, confesso que me identifiquei muito com a é&rea escolhida,
sendo um dos prés a aquisicdo de seguranca, autoconfianca e satisfacdo nas
atividades realizadas durante o periodo de estagio.

Em contrapartida, um dos contras € que esperava mais do estagio na parte
de campo, gostaria de ter aprendido mais técnicas reprodutivas como, por exemplo,
transferéncia de embrides, que é uma das &reas em que meu orientador de estagio
possui grande experiéncia. Infelizmente néo foi possivel a realizacdo dessa atividade
pois a estacdo reprodutiva no estado de Wyoming é realizada em maio e a
universidade ndo possuia animais disponiveis para esta atividade no periodo do
estagio.

O mesmo ocorreu com relagdo a parte nutricional.N do pude acompanhar
todos os processos de analises bromatoldgicas, bem como ajustes de dietas a
campo. Porém, consegui adquirir boa base tedrica para isso acompanhando as
disciplinas.

Gostei muito de aprender as técnicas laboratoriais pois me identifico muito
também com a area de pesquisa e sei que sera muito Gtil para 0 meu mestrado ou
para algum emprego que exiga experiéncia nesta area.

Outro ponto positivo do estagio € que nao tive rotina. Cada dia era um novo
aprendizado. Me senti Gtil, com vontade de aproveitar ao maximo cada oportunidade
que surgia. E, além disso, me senti valorizada, pois todos me acolheram muito bem
e deram abertura para eu aprender o0 que estivesse ao alcance deles me ensinar.

E, ainda, a vivéncia em outro pais, o aprendizado da lingua inglesa e da
cultura americana foram, com certeza, outro grande ponto positivo, que fara

diferenca no meu futuro profissional.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria foi uma
grande oportunidade de aprendizado na area de reproducédo e nutricdo de bovinos
de corte e laboratorial. Sem duvida, de grande valia para o crescimento profissional.
Através das atividades vivenciadas durante este periodo foi possivel aprender a agir
diante de diferentes acontecimentos e realidades encontradas diariamente. Além
disso, a regido e as pessoas com quem tive contato, bem como o trabalho realizado
fizeram com que o tempo de estagio fosse muito produtivo. Sendo assim, considero
este estdgio um grande aprendizado, que permitiu o desenvolvimento de inUmeras

habilidades favorecendo o crescimento profissional e pessoal.
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ANEXO | — Registro de atividades

Apresentar as atividades realizadas, em linhas gerais, em cada dia do
estagio, na forma de quadro. Deve constar a rubrica do orientador profissional em
todas as péaginas e ao final a assinatura do mesmo, corroborando as informacdes

contidas nesse registro.

Data Atividade realizada
24/08/2012 | Apresentacdo aos orientadores, professores e funcionérios
27/08/2012 | Apresentacao campus, prédio do Animal Science
28/08/2012 | Campus — Estudo/Leitura
29/08/2012 | Campus — Estudo/Leitura
30/08/2012 | Campus — Estudo/Leitura
31/08/2012 | Campus — Estudo/Leitura
03/09/2012 | Fazenda — Diagndstico de Gestacao
04/09/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura
05/09/2012 | Fazenda — Desmame Terneiros
06/09/2012 | Fazenda — Diagndstico de Gestacao
07/09/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura
10/09/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura
11/09/2012 | Campus — Estudo/Leitura/Journal Club
12/09/2012 | Centro de Pesquisa — Coleta de sangue terneiros experimento
13/09/2012 | Treinamento Programa de Educacéo de Etica em Pesquisa
14/09/2012 | Treinamento de Seguranca Laboratorial
17/09/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura
18/09/2012 | Campus — Estudo/Leitura/Journal Club
19/09/2012 | Fazenda — Diagndstico de Gestagao
20/09/2012 | Colorado Nutrition Roundtable
21/09/2012 | Fazenda — Diagnostico de Gestacao
24/09/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura
25/09/2012 | Campus — Laboratério de Biologia Reprodutiva/Journal Club
26/09/2012 | Campus — Laboratério de Biologia Reprodutiva/Aulas
27/09/2012 | Campus — Laboratério de Biologia Reprodutiva




28/09/2012 | Dia de Campo — Cattleman’s Bootcamp Workshop

01/10/2012 | Campus — Laboratério de Biologia Reprodutiva

02/10/2012 | Campus — Laboratdrio de Biologia Reprodutiva/Journal Club

03/10/2012 | Campus — Laboratorio de Biologia Reprodutiva/Aulas

04/10/2012 | Campus — Estudo/Leitura

05/10/2012 | Campus — Laboratdrio de Biologia Reprodutiva

08/10/2012 | Campus — Laboratorio de Biologia Reprodutiva/Aulas

09/10/2012 | Fazenda — Diagnéstico de Gestacdo

10/10/2012 | Campus — Laboratoério de Biologia Reprodutiva/Aulas

11/10/2012 | Fazenda — Diagndstico de Gestagao

12/10/2012 | Campus — Laboratério de Biologia Reprodutiva/Aulas

15/10/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura

16/10/2012 | Campus — Estudo/Leitura

17/10/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura

18/10/2012 | Campus — Estudo/Leitura + Discusséo

19/10/2012 | Fazenda — Entrega novilhas leildo da universidade

22/10/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura

23/10/2012 | Campus — Laboratério de Nutricdo/Journal Club

24/10/2012 | Centro de Pesquisa — Coleta de sangue terneiros experimento

25/10/2012 | Campus — Estudo/Leitura

26/10/2012 | Fazenda — Diagndstico de Gestacao

29/10/2012 | Campus — Aulas/Estudo/Leitura

30/10/2012 | Campus — Laboratorio de Biologia Reprodutiva

31/10/2012 | Campus — Laboratdrio de Biologia Reprodutiva

01/11/2012 | Campus — Laboratério de NutricAo/Discusséo/Laboratorio de
Biologia Reprodutiva

02/11/2012 | Campus — Laboratdrio de Biologia Reprodutiva

05/11/2012 | Campus — Laboratdrio de Biologia Reprodutiva

06/11/2012 | Campus — Estudo/Leitura

07/11/2012 | Campus — Estudo/Leitura

08/11/2012 | Campus - Laboratério de NutricAo/Laboratério de Biologia
Reprodutiva

09/11/2012 | Campus — Laboratorio de Biologia Reprodutiva




12/11/2012 | Campus — Laboratério de Biologia Reprodutiva/Aulas

13/11/2012 | Campus — Laboratoério de Nutricdo

Li e confirmo as informacgdes contidas neste anexo.

Dr. Scott Lake
Orientador de estagio




ANEXO Il — Relatério parcial

Académico: Samanta Regine Fensterseifer
Orientador Académico: Dr. Marcio Nunes Corréa
Orientador de Estagio: Dr. Scott Lake

Data: 03 de outubro de 2012

O Estagio Curricular Supervisionado iniciou-se no dia 24 de agosto de 2012
junto ao Departamento de Animal Science, da University of Wyoming, na cidade de
Laramie — Wyoming (EUA).

Durante este periodo inicial foram acompanhadas, basicamente, atividades
académicas e de campo. Dentre as atividades académicas, uma vez por semana
participo de um encontro da pdés-graduacdo denominado “Journal Club”, no qual
discutimos artigos cientificos da area. Além disso, acompanho aulas de duas
disciplinas como aluno ouvinte, Nutritional Management (segundas e quartas) e
Livestock Production (segundas, quartas e sextas).

Como atividades de campo acompanhei, principalmente, diagndsticos de
gestacdo e manejos zootécnicos (Tabela 1). Pude realizar sozinha os diagnésticos
de gestacdo em duas propriedades, uma com 74 novilhas e outra com 60 vacas

multiparas.

Tabela 6. Atividades de campo realizadas durante o periodo de 24 de agosto a 03 de outubro de
2012 na disciplina de Estagio Curricular Supervisionado.

Numero o
o Atividades
de animais
180 Diagnéstico de gestacao
240 Desmame terneiros — Pesagem, Aplicacdo de Dectomax*® + Vacinacdo
(One Shot Ultra™ 8'° + CattleMaster GOLD FP 5%)
74 Diagnostico de gestacao
28 Coleta de sangue terneiros (experimento)

18 DECTOMAX® - Pfizer Satde Animal
9 One Shot Ultra™ 8® - Pfizer Satde Animal

2 CattleMaster GOLD FP 5° - Pfizer Satde Animal




240 Diagnéstico de gestacao

60 Diagnostico de gestacao

Nos Estados Unidos da América apenas 8% das propriedades de gado de
corte utilizam inseminagéo artificial, o restante realiza cobertura através de monta
natural, onde os touros permanecem em torno de 45 a 60 dias com as fémeas.
Dessa forma, o diagndéstico de gestacdo € realizado através do uso do ultrassom,
geralmente 60 dias a partir retirada dos touros, com o intuito de verificar quais vacas
estdo vazias para vendé-las antes do inverno. Com relacéo a raga, o que predomina
na regido € Angus, além do cruzamento de Angus x Simmental.

Na terceira e quarta semana iniciei 0 acompanhamento das atividades de
laboratério. Dentre estas, aprendi como realizar andlises de Western Blot, um
método de quantificacdo de proteinas por meio de biologia molecular e bioquimica.
O processo é demorado e minucioso, sendo dividido em varias etapas. Basicamente
utiliza-se eletroforese em gel para separacdo das proteinas por massa, seguida de
sucessivas lavagens com anticorpos especificos. Por fim, é acrescentada uma
substancia fluorescente que se liga aos anticorpos, gerando um sinal fotométrico
gue garante a visualizacéo dos resultados.

Além disso, acompanhei rodadas de RT-PCR e Real Time PCR.




