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RESUMO

O estresse pode ser definido por uma resposta do organismo frente as adversidades do meio.
Para aves essa resposta pode estar atrelada a situagdes como restricdo alimentar e hidrica,
desconforto térmico, manejo inadequado dos animais, entre outros. Esse estresse pode causar
danos a satde do animal bem como trazer prejuizos econémicos ao produtor. Apesar das
inimeras pesquisas relacionadas ao estresse na avicultura, poucos sdo os estudos referentes a
imunologia e marcadores moleculares das aves. Dessa forma fazem-se relevantes as pesquisas
envolvendo marcadores moleculares em aves, onde futuramente esses estudos poderdo auxiliar
na identificacdo da persisténcia dos efeitos do estresse nesses animais, havendo assim uma
possibilidade de prevencdo. O estagio supervisionado como disciplina obrigatoria do curso de
Zootecnia, foi realizado no Laboratoério de Epidemiologia Molecular (LEM), durante o primeiro
semestre de 2019, com o objetivo de acompanhar técnicas como, extracdo do RNA total, sintese
de cDNA por RT-PCR e reacdo em cadeia de polimerase com cDNA, as quais estdo envolvidas
na busca por marcadores moleculares em aves submetidas ao estresse térmico por alta
temperatura. Ao final desse estagio foi possivel associar a importancia que esses marcadores
tém no campo da Zootecnia por estarem relacionados com a identificacdo de pontos criticos de
manejo na produgdo animal como um todo.

Palavras-chave: Avicultura. Imunologia. Biotecnologia. PCR. Bem-Estar Animal.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a avicultura de corte vem crescendo e se destacando de forma positiva
no setor da producao animal, por conta da facilidade de criagdo desses animais, gerando cada
vez mais empregos e contribuindo com a economia do pais (OLIVEIRA et al., 2019). O Brasil
tem mostrado grande potencial neste setor, sendo atualmente o maior exportador de carne de
frango do mundo, responsavel pela exportacédo de 3,687 milhdes de toneladas no ano de 2018
(EMBRAPA, 2018).

Dentre as fontes proteicas de origem animal disponiveis para consumo no mercado
brasileiro a que mais se destaca é a carne de frango, principalmente por questdes econémicas
(MORAES; CAPANEMA, 2012). Segundo a EMBRAPA a carne de frango foi a proteina mais
consumida no pais no ano de 2018, chegando a 42 kg de carne por pessoa. Associado ao
aumento do consumo, vem 0 aumento das exigéncias por parte dos consumidores, que buscam
uma carne de melhor qualidade, a qual esta diretamente relacionada aos padrdes de sanidade e
bem-estar animal, levando o produtor a considerar as questdes éticas de manejo e abate
(RODRIGUES et al., 2016).

O estresse pode ser compreendido por uma reacdo desencadeada pelo organismo frente
a uma situacdo, podendo esta ser ou ndo relacionada ao ambiente, com o objetivo de
reestabelecer a homeostase (SILVA; GOULART; GUIDO, 2018). Esse estresse causado ao
animal, pode ser tanto agudo quanto crénico, provocando danos a sua saude, além de alterar a
qualidade do produto final de maneira indesejavel ao consumidor (ADZITEY; NURUL, 2011).

Em vista da importancia do bem-estar e das perdas econémicas no setor produtivo de
aves por conta do estresse, faz-se necessaria a busca por novas tecnologias que visem identificar
e amenizar esse problema, melhorando a qualidade de vida desses animais e minimizando as
perdas sofridas pelo produtor (ALVES et al., 2016). Através de estudos relacionados a
tecnologia do DNA, na década de 70, a biotecnologia vem sendo aproveitada com a finalidade
de se adquirir informacdes genéticas com base no DNA (COUTINHO; ROSARIO; JORGE,
2010). A partir da analise de material genético aliado a essas tecnologias tornou-se possivel o
sequenciamento do genoma, que contribuiu para o desenvolvimento de uma série de
marcadores moleculares (REGITANO; VENERONI, 2009).

Dessa forma, o0 estudo de marcadores moleculares se apresenta como linha de pesquisa
recente e de grande relevancia na avicultura, uma vez que existe pouco contetdo que trata a
respeito da influéncia continua resultante do estresse ao longo da vida do animal (LARA, 2017).

Nesse contexto, marcadores sdo relevantes em pesquisas, propiciando um rapido
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reconhecimento do estresse nas aves e também o efeito que este exerce sobre as mesmas,
permitindo que seja tomada uma medida para minimizagdo do dano causado pelo mesmo.

O estagio no LEM foi realizado com o objetivo de aprender procedimentos e técnicas
envolvidos na busca por marcadores moleculares de aves, através do acompanhamento da rotina
de laboratério e préticas referentes as pesquisas do doutorando responsavel pelo projeto de
“Determinacdo de marcadores moleculares na resposta imunoldgica de aves submetidas ao

estresse téermico pelo calor”.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema Imunoldgico das Aves

O sistema imunolégico é responsavel por evitar e controlar infeccBes no individuo
através de respostas, sendo estas classificadas como resposta imune inata e resposta imune
adaptativa (ABBAS; LICHTMAN, 2007). A imunidade inata pode ser entendida como a
primeira linha de defesa do organismo frente a patdgenos, sem que anteriormente tenha havido
algum contato com agentes infecciosos (CRUVINEL et al., 2010). Por outro lado, a imunidade
adquirida é um tipo de imunidade especifica que atua sobre organismos invasores especificos e
toxinas, havendo a formacéo de anticorpos e/ou linfocitos ativados (GUYTON; HALL, 2006).

Nas aves, é considerado 6rgao linfoide priméario o timo e a bursa de Fabricius (parte da
cloaca das aves) onde ocorre o amadurecimento dos linfocitos T e B respectivamente, e como
orgdo linfoide secundario, o baco. Ao longo do trato gastrointestinal (TGI) existem estruturas
linfoides que atuam como uma barreira contra patdégenos (RUTZ et al., 2002). Essas estruturas
linfoides do trato gastrointestinal sdo de suma importancia no sistema imunolégico das aves,
pois na luz do tubo digestivo pode haver inimeros patégenos. Como estruturas do trato
gastrointestinal podemos citar as placas de Peyer, tonsilas cecais, diverticulo de Meckel e o
tecido linfoide associado ao tecido intestinal, conhecido como sistema GALT (GERTNER;
SANTIN; SAAD, 2008).

A principal defesa do sistema imune no TGI de frangos de corte € 0 GALT, este é capaz
de desencadear respostas a patdgenos como bactérias, virus e parasitas que acometem o TGl
desses animais (MAST, 1999; KLIPPER et a.l, 2000). Além do GALT, outra linha de defesa

eficaz do sistema imune na defesa do organismo € a sintese de imunoglobulinas.
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As imunoglobulinas tém papel importante na imunologia das aves, séo glicoproteinas
sintetizadas por células B e podem ser divididas da seguinte forma: IgM, IgA e IgY. Em aves,
a IgY atua na defesa contra infecgdes sistémicas e também é responsavel pelas reacdes
anafilaticas, sendo produzidas ap0s a resposta secundaria, IgMs sdo produzidas na resposta
primaria, sendo imunoglobulinas de fase aguda e as IgAs sdo imunoglobulinas efetoras na
mucosa (2002 citado por MACARI et al.; FERNANDES et al., 2013, p. 137).

2.2 Bem-Estar na Avicultura

A qualidade de vida dos animais € caracterizada pelo conceito de bem-estar, o qual
compreende as “cinco liberdades”, onde estdo presentes as condi¢es as quais 0s animais ndo
devem estar sujeitos durante o periodo de criacdo, de acordo com esses fundamentos, 0s animais
devem estar livres de medo e angustia, livres de dor, sofrimento e doencas, livres de fome e
sede, livres de desconforto e livres para expressar seu comportamento natural (ARAUJO,
2018).

Nos ultimos anos o conforto e bem-estar dos animais de producdo vem se destacando
no setor agropecuario, o qual tornou-se uma exigéncia dos consumidores e, consequentemente,
levado inumeros produtores a tomarem medidas com a finalidade de propiciar bem-estar a esses
animais, possibilitando, assim, atender a este mercado consumidor mais consciente
(CEBALLOS; SANT'ANNA, 2018).

Os animais, no geral, sdo influenciados diretamente pelo ambiente no qual estdo
inseridos e através do conhecimento de seus comportamentos e de sua fisiologia € possivel
identificar se este encontra-se ou ndo em condicdes de bem-estar. Em frangos de corte, por
exemplo, é possivel observar a influéncia do ambiente através do consumo de agua e ragéo,
onde, em situacdes de estresse térmico por calor o consumo de 4gua aumenta enquanto que o
consumo de ragédo diminui (MOURA et al., 2010).

Além do estresse térmico, durante o periodo pré-abate as aves passam por condigdes de
desconforto, como a restri¢do alimentar e hidrica, altas densidades no transporte e em alguns
casos sdo submetidas a longas viagens para chegar ao destino final. Tais situagOes
comprometem o bem-estar das mesmas, a qualidade do produto final e podem levar a morte dos
animais (DA SILVA BRAGA et al., 2018). Dessa forma o bem-estar no sistema avicola é
fundamental, uma vez que, prioriza a satde dos animais, conferindo-lhes condi¢des adequadas
até o momento do abate e como resultado permite que o consumidor adquira uma carne de boa

qualidade e dentro dos padrdes éticos.
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2.3 Estresse em Aves

A conversdo de alimentos em proteina animal vem avancando consideravelmente na
avicultura, onde produz-se mais em menos tempo, contudo, essa alta eficiéncia tem ocasionado
as aves inumeros problemas metabolicos e de manejo, dentre eles destaca-se o estresse calorico.
A medida que as aves saem de seu conforto térmico, a dissipacao de calor diminui, aumentando
assim sua temperatura corporal e consequentemente prejudicando seu desempenho (BORGES;
MAIORKA; SILVA, 2003).

As aves também sofrem durante o manejo pré-abate por conta do micro e macro climas
ao qual sdo submetidas durante o transporte e pelo tempo de espera até 0 momento do abate,
situacOes essas que também causam estresse a esses animais (BAYLISS; HINTON, 1990). O
desconforto causado as aves afeta as condi¢cdes de bem-estar e o estresse por conta do manejo
na captura até o final do transporte altera 0 comportamento das mesmas, tornando-as suscetiveis
a lesdes que comprometem sua saude (MITCHELL, 2009).

Em situacdo de exposicdo ao estresse calorico, por exemplo, ha um retardo na sintese
da maioria das proteinas. Contudo, as proteinas de choque térmico (HSP) sdo altamente
conservadas, sendo rapidamente sintetizadas (AL-AQIL; ZULKIFLI, 2009). Essas proteinas
sdo de grande relevancia na sobrevivéncia de células submetidas ao estresse (GABAI et al.,
1997). Estudos em que se relaciona as proteinas do choque térmico ao estresse em aves
concluiram que nessas condi¢bes ha secrecdao de HSP70, a qual tem efeito significativo na
protecdo intestinal das mesmas (GU; TANG; YANG, 2012; GU; HAO; WANG, 2012).

2.4 Marcadores Moleculares

Marcador molecular pode ser entendido como um segmento especifico de DNA
localizado em um loco, também conhecido como marcador genético. Como 0s marcadores
moleculares sdo considerados estaveis e estdo presentes em todos os tecidos, tornam-se mais
eficientes que avaliacdes baseadas em caracteristicas fenotipicas, uma vez que essas podem ter
influéncias externas, como por exemplo, a influéncia ambiental (AGARWAL;
SHRIVASTAVA; PADH, 2008).

Podemos classificar em duas categorias as técnicas basicas de marcadores moleculares,
sendo elas: técnicas ndo baseadas em PCR e técnicas baseadas em PCR. A primeira ndo é muito

usual por demandar tempo, ter custo mais elevado, necessitar de reagentes toxicos e DNA
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genbmica de alta qualidade, além de ter uma metodologia mais complexa. J& a segunda, é
comparativamente mais simples de ser executada e tem alta probabilidade de sucesso
(AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008).

Esses marcadores podem ser Gteis nas tomadas de decisdo referentes ao manejo e criacao
dos animais, também sdo significativos na predicdo do estresse em aves, possibilitando a
implementacdo de medidas a fim de reduzir perdas econdmicas no sistema de producdo e
manter 0 bem-estar dos animais. O constante avanco na area da biotecnologia tem contribuido
para a melhora da salde dos animais em sistemas de criacdo, consequentemente trazendo
beneficios ao produtor (SINGH et al., 2014).

3 ESTAGIO NO LABORATORIO DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR (LEM) DO
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE LAVRAS (UFLA)

3.1 Local e Periodo do Estagio

O estégio foi realizado no Laboratério de Epidemiologia Molecular (LEM), localizado
no Setor de Medicina Veterinaria Preventiva (FIGURA 1), inserido no Departamento de
Medicina Veterindria (DMV) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na cidade de Lavras
- MG. O periodo de realizacao do estagio foi de 01 de abril de 2019 a 08 de julho de 2019, de
Segunda a Sexta-Feira, no horario de 07h00 as 12h00, totalizando 340 horas. O estagio teve
como supervisora a Profé Dra. Ana Paula Peconick, graduada em Medicina Veterinaria pela
Universidade Federal de Vigosa (UFV), mestre e doutora pela UFV e atualmente professora

associada na UFLA, responsavel pela area de Imunologia.
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Figura 1 - Setor de Medicina Veterinaria Preventiva do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.

R

s

“““““““

Fonte: Do autor (2019).

3.2 Caracterizacdo do Laboratério de Epidemiologia Molecular — UFLA

O Laboratério de Epidemiologia Molecular da UFLA desenvolve trabalhos relacionados
a saude animal e coletiva, pesquisas de doengas e patdgenos de interesse tanto no dmbito
académico bem como de interesse a comunidade. O laboratério também realiza analises para o
Hospital Veterindrio da UFLA, clinicas particulares e abrigo de animais, além de promover
cursos e palestras para estudantes e profissionais da area.

Dessa forma o laboratorio contribui tanto na area de pesquisa, com o desenvolvimento
de atividades durante todo o ano, como na area de extensdo, com a realizacdo de eventos

externos.
3.3 Instalac6es do Laboratério de Epidemiologia Molecular — UFLA

O laboratério apresenta estrutura fisica no Setor de Medicina Veterinaria Preventiva
localizado no Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da UFLA.
A estrutura é composta por quatro salas (FIGURA 2):
A. Primeira sala, é onde se encontra o dep6sito de materiais;
B. Segunda sala, espaco para limpeza dos materiais, estufa, autoclave e capela;
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C. Terceira sala, espaco para estudos com mesas e cadeiras, computador, equipamentos,
microscopios e a area de protedmica.
D. Quarta e ultima sala, contém o freezer ultrafrio e as geladeiras.

O laboratorio conta com dois professores de Imunologia e um de Epidemiologia, uma
técnica graduada em Medicina Veterindria e mestre em ciéncia veterinria e alunos de
graduacdo e pos-graduacdo das areas de Biologia, Farméacia e Bioquimica, Medicina
Veterinaria, Nutri¢cdo e Zootecnia.

Nas salas ha para usufruto dos graduandos, pos-graduandos e professores, mesas,

bancadas, cadeiras, um computador, ar condicionado e armario para uso pessoal.

Legenda: Salas do laboratorio, sendo (A) Sala 1; (B) Sala 2; (C) Sala 3; (D) Sala 4;
Fonte: Do autor (2019).
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4 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO LABORATORIO DE EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR - UFLA

4.1 Delineamento Experimental

No total, 72 frangos de corte foram divididos entre grupo controle (36 aves) e grupo
estresse térmico (36 aves). Aos 14 dias de vida as aves foram desafiadas em taneis controlados
para temperatura e umidade. Os animais do tratamento térmico foram desafiados a uma
temperatura e umidade de 35°C e 35% enquanto o grupo controle foi desafiado a 25 graus e
60%, respectivamente. As eutanasias foram realizadas imediatamente apds, 6 horas e 30 horas
p6s desafio e 28 dias pos desafio. O nimero de protocolo da Comissdo Etica no Uso de
Animais/UFLA é 043/2018.

Amostras de sangue, figado, intestino, tonsilas cecais e bago foram coletadas e
criopreservadas. Para a extracdo de proteina, foram utilizados kits comerciais padronizados e
leitura com espectrometria de massa com o intuito de conseguir perceber a expressdo e a
quantidade do expresso proteico entre 0Ss grupos.

O periodo experimental foi de 42 dias, sendo que as aves foram mantidas no galpédo
experimental localizado no Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia da UFLA e os
tneis controlados localizados no Departamento de Engenharia Agricola da mesma
Universidade.

Ao chegarem, as aves foram divididas em dois grupos e mantidas no chao, em circulos
de protecéo, forrados com cama de pé maravalha e, aquecidas por meio de campanula a gas. A
temperatura e umidade relativa do ar foram monitoradas por meio de termometro digital
espalhados de forma homogénea dentro do circulo de protecdo e, esses parametros foram
verificados a cada 3 horas para manter a integridade do manual da linhagem. O experimento
teve inicio a partir do 14° dia de vida para que as aves pudessem se ambientar e para que
houvesse diminuicdo do estresse pelo transporte e manuseio das mesmas, nessa fase a
temperatura foi de 32 = 1°C.

As aves foram dividas e distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado,
constituido por dois tratamentos com 12 aves por unidade experimental. A ragdo experimental
foi basal para os dois tratamentos, respeitando as fases de vida e suas respectivas exigéncias
nutricionais, sendo formulada & base de milho e farelo de soja, seguindo as recomendaces
descritas por Vilar et al. (2007) e a composi¢do quimica dos ingredientes utilizados na

formulacdo obtida nas tabelas brasileiras, conforme Rostagno et al. (2011).
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A racdo foi fornecida a vontade em comedouros tipo tubular e 4gua fornecida a vontade
em bebedouros tipo infantil (na primeira fase), e o tipo pendular (a partir da segunda semana
de vida). Foi adotado um programa de iluminacdo de 23 horas diarias. Até o dia do desafio
experimental as aves tiveram um controle de temperatura padrdo para a linhagem com
temperatura de 32 + 1°C e umidade de 80%, a partir do dia 1 a temperatura teve declinio de
3°C por semana (Sohail et al., 2015).

4.2 Extracdo do RNA Total

Para extragdo do RNA total das amostras foi utilizado o kit comercial SV Total RNA
Isolation System (Promega®) (FIGURA 3). Primeiramente as amostras foram maceradas em
nitrogénio liquido e foi adicionado 175uL de RNA Lysis Buffer, invertidas 4 vezes e levadas
ao vortex (FIGURA 4), até que ndo houvesse tracos visiveis de tecido. Foi transferido 175uL
do lisado para o eppendorf e adicionado 350uL de RNA Dilution Blue, mexido por inverséo e
em seguida incubado a 70°C por 3 minutos e levado em centrifuga refrigerada (FIGURA 5) a
4°C por 10 minutos (14.000 x g).

Em gelo, foram preparadas as colunas e os eppendorfs (2 para cada coluna), transferido
500uL do sobrenadante da amostra para o eppendorf e adicionado 200uL de etanol 95% gelado
a amostra. Em seguida, todo o contetdo foi transferido tudo para as colunas e centrifugado
(14000 x g) por 2 minutos, descartando o filtrado e adicionando 600uL de RNA Wash Solution
a coluna e novamente centrifugado (14000 x g) por 1 minuto e novamente descartado o filtrado.

Posteriormente, ainda em gelo, foi preparada a solugdo DNAse (40uL de Yellow Buffer,
5uL de 0,09M MnClze 5uL de DNAse I, multiplicado pelo nimero de amostras), incubada por
15 minutos entre 20-25°C, adicionado 200uL de DNAse Stop Solutionn e centrifugado (14000
X g) por 1 minuto, adicionado 600uL de RNA Wash Solution e centrifugado novamente (14000
X g) por 1 minuto.

Por fim, foi descartado o filtrado, adicionou-se 250uL de RNA Wash Solution e
centrifugou-se (14000 x g) por 2 minutos. Fez-se o preparo de novos eppendorfs, descartando
0s tubos antigos e passando as colunas para 0s novos tubos, foi adicionado 50uL de Nuclease
Free Water, centrifugado (14000 x g) por 1 minuto e armazenado em ultra freezer.

A integridade do RNA fora analisada pelo aparelho Nanovue e determinado por
espectrofotometria nos comprimentos de onda 260 e 280nm as concentragdes e o grau de pureza

do material genético extraido.



Figura 3 - SV Total RNA Isolation System (Promega®)
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Fonte: Do autor (2019).

Figura 4 - Agitador vortex
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Figura 5 - Centrifuga Eppendorf refrigerada

Fonte: Do autor(29).

4.3 Sintese de cDNA por RT-PCR

Foi utilizado o kit comercial GoScript™ Reverse Transcription System for RT-PCR
(Promega®) (FIGURA 7) para realizar a sintese da primeira fita de cDNA e as reagdes foram
feitas em termocicladores. Inicialmente, fez-se 0 mix com 0,5uL de primer, completando com
agua até atingir o volume total de 5uL. Foi alocado em banho Maria a 70°C por 5 minutos,
depois em gelo a 4°C por 5 minutos e em seguida levado ao vartex, por fim, adicionou-se 15uL
do mix em cada amostra e levado ao termociclador.



21

Apobs a formagdo da primeira fita de cDNA, a mesma foi estocada a -20°C, onde

permaneceu até a sua utilizacdo na reacdo em cadeia de polimerase.

Figura 7 - GoScript™ Reverse Transcription System for RT-PCR (Promega®)

Fonte: Do autor (2019).

4.4 Reacdo em Cadeia de Polimerase com cDNA

Através da técnica de PCR os fragmentos desejados de DNA foram amplificados através
do uso do cDNA que fora produzido, usando diferentes pares de iniciadores (QUADRO 1). A
reacdo foi constituida de 1X de PCR buffer 10X (100 Mm Tris-HCI ph 8,4; 500 mM KCI); 2,5
mM de MgClI2; 0,3 mM de dNTPs (ATP, TTP, CTP e GTP); 2 ul do cDNA; 2 U de Plantium®
Taq DNA Polimerase; 0,4 M dos iniciadores forward e reverse; Agua deionizada autoclavada
para completar um volume final de 25pl.

Para cada amostra foram realizadas trés reacGes, sendo ao final 75uL. Essas amostras
foram aplicadas em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo a 120 volts em cuba
de eletroforese horizontal tendo TBE como tampéo de corrida (FIGURA 8). Através do peso
molecular foram identificadas as bandas de interesse com o auxilio do Ladder.
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Quadro 1: Iniciadores utilizados como marcadores moleculares.

Iniciadores Sequéncia genética

IL 12B F: 5 AACTACACCTGCCTGTCTGC
R: 3 TAGGACCTCACTCACCAGGT
INF GAMMA RECEPTOR | F: 5 GGTAAAGGAACGTCGCTGGA
R: 3' CTACACTGAATCCCCCGTGG

HSP 70 F: 5" CTCCTGTTGGATGTCACCCC
R:3' TGGCTTTGGTCTACCGTCTC
IL 4 RECEPTOR F: 5" GGAAGAAGGGCCGGGATCT

R:3' CAATTCGGGTCCTGAGGGTT
TCR GAMMA DELTA F: 5 ATCCATCACCATGTCACGAGG
R:3' GAGCACTGTACCACTACCTAT
Gallus gallus GAPDH F: 5" AGTCAACGGATTTGGCCGTA
R: 3 TCAGTTGCCTAAACCGGCATR
Fonte: Do autor, 2019.

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose

Fonte: Do autor (2019).

5 DISCUSSAO DAS ATIVIDADES

Utilizando uma pequena quantidade de amostra, foi quantificado e avaliado o nivel de
pureza do RNA extraido, foi utilizado um espectro de absorbancia que foi lido em aparelho de
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Nanovue, este forneceu um espectro completo e preciso. Em poucos segundos foram obtidos
0s resultados, sabendo-se que o pico de absorbancia do RNA é a 260 nm, na qual uma leitura a
260 nm igual a 1.0 equivale a 40ug RNA/mL e proteinas apresentam pico de absorbancia a 280
nm, conclui-se que 260/280 nm sdo valores utilizados para avaliar a contaminacdo por
proteinas, sendo 2.0 o valor referéncia para a amostra estar livre destas. As extracoes
apresentaram bom resultado, uma vez que foram determinados valores de absorbancia dentro
do esperado (QUADRO 2).

Para que seja avaliada as condi¢des da amostra, visualiza-se 0 RNA no gel de agarose
(FIGURA 9), ou seja, é possivel visualizar bandas que irdo “correr” ao longo do gel, deixando
rastros de RNA ribossomal (SAMBROOK; RUSSELL, 2002). Rastros abaixo da banda indica
degradacdo, enquanto que rastros acima desta indica contaminacdo por DNA genbmica, que
prejudica o resultado final, sendo assim, para que este RNA seja aceitavel as bandas devem
estar bem definidas e ndo apresentar rastros.

O resultado obtido ndo foi desejavel, uma vez que ndo houve apresentacdo de nenhum
tipo de banda (FIGURA 10), dessa forma, percebe-se que o RNA que foi utilizado estava em
condicdes ruins ou fatores externos influenciaram negativamente. Também € possivel que as
moléculas de RNA presentes ndo tenham sido desnaturadas durante o processo de RT-PCR,
revelando um erro na programacao das temperaturas nas etapas realizadas no termociclador.

Outro fator a ser analisado € o proprio gel, que pode ter influenciado negativamente no
resultado, sendo que este pode ter sido contaminado durante o preparo. Até mesmo os utensilios
utilizados na PCR podem conter proteinas que degradam o RNA, ja que estes nao foram usados
exclusivamente para RNA. Outro motivo para tal resultado pode ter sido a presenga de RNAses
em algum material usado para a extracdo ou em vidrarias, uma vez que estas degradam
moléculas de RNA e sdo resistentes a varios tratamentos térmicos, o que dificulta ainda mais o

controle frente & contaminagé&o.
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Quadro 2 - Concentragdo de RNA mensageiro de figado e intestino delgado de frangos de

corte desafiados ao estresse térmico por fonte de calor.

# Nome da amostra | Ng/p A260 260/230
Branco
1 DT1 385,33 9,633 2,02
2 DT2 395,95 9,899 1,68
3 DC1 89,19 2.230 1,72
4 DC2 539,24 13.481 2,04
5 DC3 163,11 4.078 1,95
6 FC7 1273,89 31.847 2,00
7 FT3 64,51 1.613 0.82
8 FT7 832,23 20.806 1,77
9 FT6 701,41 17.535 1,94
10 FC6 883,01 22.075 1,76
11 FT5 1061,09 26.527 1,78
12 FT8 1166,48 29.162 1,86
13 FT9 709,28 17.732 1,75
14 FC1 45,41 1.135 0,80
15 FC12 695,05 17.376 2,07
16 FC10 416,39 10.410 1,87
17 FT10 -125,91 -3.148 1,78
18 FT11 822,94 20.573 2,00
19 FC8 527,09 13.177 1,79
20 FT12 286,12 7.153 1,34
21 FT2 784,06 19.601 1,66
22 FT1 840,14 21.004 1,70
23 FC1 438.69 10.967 1,49

Legenda: Intestino Delgado Tratamento Térmico (DT), Intestino Delgado Tratamento Controle (DC),
Figado Tratamento Térmico (DT) Figado Tratamento Controle (FC).
Fonte: Do autor, 2019.
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Figura 9 - Analise do gel de agarose

Fonte: Do autor (2019).

6 CONSIDERAGCOES FINAIS

O estagio realizado no laboratério de epidemiologia molecular possibilitou adquirir
conhecimentos mais aprofundados em imunologia bem como proporcionou aprendizados
referentes ao dia-a-dia de um laborat6rio, permitindo a compreensdo da importancia de
procedimentos realizados de forma correta para a obtencdo de resultados satisfatorios em
pesquisas.

Os métodos realizados durante o estagio permitiram a aplicacdo préatica de todo o
contetido envolvido na busca por marcadores moleculares que fora abordado anteriormente na

revisdo de literatura deste trabalho de conclusdo de curso, tornando possivel o melhor
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entendimento desses métodos. Apesar do resultado insatisfatorio, a analise dos procedimentos
permitiu que fossem encontrados possiveis erros que possam ter influenciado em tal resultado,
0s quais poderdo ser corrigidos para um novo experimento.

As pesquisas levantadas em torno dos marcadores moleculares permitiram maior
conhecimento a respeito da relevancia da utilizacéo destes dentro do sistema de criagéo de aves,
de forma a tornar possivel o rpido reconhecimento do estresse nas mesmas e viabilizar medidas
de prevencdo, as quais reduzem o prejuizo do produtor, do bem-estar das aves e
consequentemente reduz os danos ao produto de origem animal consumido pela comunidade.
Dessa perspectiva € possivel associar essas metodologias ao trabalho do zootecnista, que visa a
melhora na produtividade levando em conta 0 bem-estar dos animais. O presente projeto

continua em andamento.
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