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RESUMO

O presente trabalho de concluséo de curso foi redigido como relatorio de estagio supervisionado
realizado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) sob supervisdo do Dr.
Humberto de Mello Brand&o e orientacdo do Prof. Dr. Marcos Ferrante, durante o periodo de
14 de agosto a 03 de novembro de 2023, contabilizando 408 (quatrocentas e 0ito) horas totais.
O objetivo sera relatar as atividades acompanhadas, ou seja, as rotinas laboratoriais dos
pesquisadores de nanotecnologia e reproducdo animal, bem como a rotina experimental
relacionada ao experimento de andlises metabol6émicas em animais submetidos a estresse
térmico realizado no Laboratorio Multiusuério de Bioeficiéncia e Sustentabilidade localizado
no campo experimental José Henrique Bruschi da Embrapa localizado no municipio de Coronel
Pacheco. Este documento visa também apresentar uma revisdo de literatura sobre andlise
metabolomica, abordagem relacionada ao principal experimento acompanhado pela discente
durante o periodo de estadgio supervisionado. A analise metabolémica é uma abordagem
emergente e promissora usada para entender mecanismos biologicos a partir da analise de
metabolitos em amostras bioldgicas. Ela pode fornecer uma visdo geral do estado fisioldgico
do animal e ser aplicada em diversas &reas como toxicologia, farmacologia e reproducgdo animal.

Palavras chave: Nanotecnologia; Gado de Leite; Analise Metabol6mica.



ABSTRACT

This final course work was written as a supervised internship report carried out at the
Brazilian Agricultural Research Corporation (Embrapa) under the supervision of Dr.
Humberto de Mello Branddo and guidance of Prof. Dr. Marcos Ferrante, during the period
from August 14 to November 3, 2023, totaling 408 (four hundred and eight) total hours. The
objective will be to report the activities followed, that is, the laboratory routines of
nanotechnology and animal reproduction researchers, as well as the experimental routine
related to the experiment of metabolomic analyses in animals subjected to thermal stress
carried out at the Multiuser Laboratory of Bioefficiency and Sustainability located at the
experimental field José Henrique Bruschi of Embrapa located in the municipality of Coronel
Pacheco. This document also aims to present a literature review on metabolomic analysis, an
approach related to the main experiment followed by the student during the period of
supervised internship. Metabolomic analysis is an emerging and promising approach used to
understand biological mechanisms from the analysis of metabolites in biological samples. It
can provide an overview of the animal’s physiological state and be applied in various areas
such as toxicology, pharmacology, and animal reproduction.

Key Words: Nanotechnology; Dairy Cattle; Metabolomic Analysis.
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1 INTRODUCAO

O estagio curricular supervisionado estd contido na disciplina PRG 107, e é uma
exigéncia do ultimo periodo do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Ele totaliza em 476 horas, das quais 408 horas sdo dedicadas a préatica e 68
horas a elaboragdo do Trabalho de Conclusao de Curso (TCC). Este estagio € uma oportunidade
valiosa para os alunos aprimorarem os conhecimentos técnicos adquiridos durante a graduagdo
e desenvolverem novas habilidades na area de sua escolha. Além disso, permite que os alunos

vivenciem a rotina profissional fora do ambiente académico e expandam seus contatos.

O presente trabalho descreve as atividades desenvolvidas na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), realizado no periodo de agosto de 2023 a novembro de
2023, totalizando 408 horas, sob supervisdo do pesquisador Dr. Humberto de Mello Brandéo.
Objetiva também trazer uma revisdo de literatura acerca de anélise metabolémica, abordagem

relacionada a um dos experimentos acompanhados pela discente durante esse periodo.

O estéagio foi realizado sob a orientagédo do Prof. Dr. Marcos Ferrante, membro do corpo
docente da Faculdade de Zootecnia e Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras
(FZMV/UFLA), responsavel pela disciplina de Farmacologia Veterinaria e Professor

Coordenador do Ndcleo de Estudos em Farmacologia Aplicada (NEFARM).
2 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

A sede da Embrapa Gado de Leite esta localizada na Avenida Eugénio do Nascimento,
610 - Aeroporto na cidade de Juiz de Fora - MG. A sede contempla uma area de 3,85 hectares,
no qual estdo presentes salas de trabalho, laboratérios, casas de vegetacdo, auditorios,
bibliotecas e escritorios de parceiros. E uma das 42 Unidades Descentralizadas da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) (FIGURA 1), vinculada ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Possui campos experimentais em Coronel
Pacheco (MG) e Valenca (RJ), como também quatro nacleos que apoiam em atividades de
transferéncia de tecnologia em cada regido do pais. O corpo técnico é constituido por 275

funcionarios, sendo 75 pesquisadores, 74 analistas, 33 técnicos e 92 assistentes.

Nos laboratérios da Embrapa Gado de Leite sdo realizados experimentos, além disso,

sdo utilizados para auxiliar pesquisas tanto da instituicdo quanto de parceiros, e prestarem
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servicos para a cadeia de producéo leiteira. Sdo utilizados também para fins académicos, onde
atuam mestrandos, doutorandos, poés-doutorandos e alunos de graduacdo em estagios e
iniciacOes cientificas. A unidade conta com os seguintes laboratorios: 1. Laboratdrio de Analise
de Alimentos; Il. Laboratorio de Bioinforméatica e Gendmica Animal; I1l. Laboratorio de
Biotecnologia e Fisiologia Animal; 1V. Laboratorio de Cromatografia; V. Laboratorio de
Entomologia; VI.Laboratorio de Genética Molecular; VII. Laboratorio de Genética Vegetal;
VIII. Laboratorio de Microbiologia do Leite; XIX. Laboratério de Microbiologia do Rumen;
X. Laboratorio de Nanotecnologia para Salde e Producdo Animal; Xl.Laboratério de
Parasitologia; XIl. Laboratério de Qualidade do Leite e XII. Laboratério de Reproducédo

Animal.

Figura 1: Fachada da Embrapa Gado de Leite - MG, Juiz de Fora (MG), em que foi realizado o
estagio supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023

Fonte: Portal Embrapa

O Campo Experimental José Henrique Bruschi esté localizado na Rodovia MG 133, no
quilémetro 42 pertencente ao municipio de Coronel Pacheco — MG. Possui uma area de 1.037
hectares e abriga infraestrutura para experimentacdo tanto a campo quanto em laboratorio,
diferentes sistemas de producéo de leite e espaco para treinamentos. O campo experimental
conta com um rebanho de 1.100 ruminantes e la séo realizadas pesquisas em melhoramento de

forrageiras e racas leiteiras, qualidade de leite, reproducéo e sanidade animal.
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3 CAMPO EXPERIMENTAL JOSE HENRIQUE BRUSCHI (CORONEL
PACHECO, MG): INSTALACOES E ATIVIDADES REALIZADAS.
3.1 Instalagdes

3.1.1 Laboratério de reproducio

No laboratério de reproducgdo existe uma bancada contendo centrifuga, banho maria,
estufa incubadora, suporte para pipetas e pipetadores automaticos. Também encontra-se uma
geladeira para armazenamento de amostras, capela de fluxo laminar, microestereoscopio e placa

de aquecimento para processamento de amostras e trabalho com embrides (FIGURA 2).

Figura 2: Laboratdrio de reproducgdo animal do Campo Experimental José Henrique Bruschi —
Coronel Pacheco (MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto a novembro
de 2023

Fonte: Portal Embrapa

3.1.2 Laboratério de processamento de sangue

No laboratério de processamento de sangue encontram-se 5 freezers para
armazenamento de amostras, uma bancada com centrifugas, suportes para pipetas e para tubos
de coleta, e uma mesa usada para processamento e etiquetacdo de amostras.

3.1.3 Galpao Free-stall

O galpao free-stall utilizado conta com 84 cochos eletrénicos individuais, ativados pelas

coleiras dos animais, 12 bebedouros com plataformas de pesagem automaticos, camas de
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borracha, sistema de climatizacdo com aspersores e ventiladores tanto na linha de cocho quanto
nas camas e sistema de limpeza hidréaulico nos corredores. (FIGURA 3).

Figura 3: Free-stall do Campo Experimental José Henrique Bruschi — Coronel Pacheco (MG),
em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023

Fonte: Da autora

3.1.4 Camara Climética

A camara climatica possui capacidade para 6 animais e é equipada com sistema que
permite o ajuste de temperatura e umidade relativa do ar. Conta com ventiladores, exaustores,
cochos eletronicos individuais e camas de borracha. (FIGURA 4)
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Figura 4: Camara Climatica do Campo Experimental José Henrique Bruschi — Coronel Pacheco

(MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora

3.2 Atividades Realizadas

As principais atividades realizadas no campo experimental da Embrapa do municipio
de Coronel Pacheco foram condizentes com a rotina didria do experimento que a discente
acompanhou. O experimento teve como objetivo realizar uma analise metabol6émica para

identificacdo de moléculas biomarcadoras de resposta ao estresse térmico em bovinos.

3.2.1 Animais, local e alimentacdo

Foram utilizadas 12 vacas Girolando no terc¢o inicial da lactacdo, que ndo apresentavam
distdrbios puerperais e foram divididas em dois grupos com seis animais cada. Os animais
passaram por um periodo de adaptagdo no sistema de free-stall do Laboratério Multiusuario de
Bioeficiéncia e Sustentabilidade (LMBS) que conta com camas de borracha que eram
recobertas diariamente com maravalha e cochos individuais acionados pelas coleiras de cada

animal. Apos isso foram realocados para a cAmara de estresse térmico que também conta com
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camas de borracha forradas com maravalha trocada todos os dias e cochos individuais, onde
também passaram por um periodo de adaptacdo e posteriormente o periodo de estresse térmico
proposto. Os animais também eram ordenhados duas vezes ao dia em sala de ordenha com

registro automatizado de producéo de leite.

Durante o experimento as vacas foram alimentadas com dieta balanceada (Total Mixed
Ration, TMR) produzida na Embrapa, com consumo ad libitum, registrado tanto por dados de
consumo fornecidos pelo cocho eletrdnico da Intergado que eram coletados pelo site e tabelados
por dia e por animal pela discente, quanto por valores obtidos de pesagens diarias das sobras
feitas pela equipe do experimento e pela discente. Apos o periodo de adaptacédo ao free-stall foi
estabelecido a restri¢do alimentar de 15% sobre o consumo ad libitum individual. Essa restricdo
alimentar foi feita para que a diminuicdo de consumo, que ocorre naturalmente quando os
animais estdo em estresse térmico, ndo afetasse significativamente os resultados do
experimento. Os animais permaneceram no free-stall em restricdo alimentar durante dez dias

antes de irem para a adaptacdo na camara térmica.

ApoOs a etapa de restricdo alimentar, as vacas entram na camara térmica com a
alimentacdo ajustada onde permanecem por um periodo de adaptacdo seguido do periodo de
estresse térmico. A camara era ajustada duas vezes ao dia para que o indice de Temperatura e
Umidade (ITU) permanecesse em 85 durante o dia no maximo e em 72 durante a noite no
minimo, que sdo os valores médios de ITU de um dia de verdo na regido em que o experimento
foi realizado. A temperatura também era acompanhada por term6metros digitais colocados

tanto no free-stall quanto na camara térmica.

3.2.2 Pesagem e escala de escore corporal

Houveram seis pontos de pesagem e foi feita a analise do escore de condicao corporal
(ECC). Ocorreram, respectivamente, um dia antes do inicio da restrigdo alimentar, ao quinto
dia de restricdo, no primeiro e ultimo dia de adaptacdo a camara climatica, e no quinto e no
ultimo dia de estresse térmico. Esse acompanhamento foi feito de forma a avaliar os efeitos do
experimento no peso dos animais. As pesagens foram feitas em balanca eletrénica na
propriedade e o ECC foi avaliado pela discente e pela equipe utilizando-se de uma escala de 1

a 5, sendo 1 vacas muito magras e 5 vacas muito gordas.
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3.2.3 Avaliacdo clinica

Diariamente os animais eram avaliados clinicamente pela discente e a equipe. Eram
feitas trés afericGes de frequéncia respiratdria durante o dia, sendo as oito da manhd, ao meio
dia e as dezesseis horas. Aliado a esse processo, ocorria a observacdo dos animais para analise
de comportamento e avaliacdo da respiracdo ofegante. Em suma, tais dados também eram
avaliados a partir de coleiras com sensores eletronicos que coletam dados de ruminacéo,
atividade, 6cio e respiracdo ofegante e os transferem automaticamente para a nuvem. E
importante o acompanhamento da frequéncia respiratoria pois ela também é uma das principais
variaveis de estresse térmico, visto que os animais perdem calor a partir da dissipagdo pela

respiracao.

Foram também coletados e tabulados semanalmente dados de temperatura dos animais
provenientes de termOmetros vaginais eletronicos (ibutton) acoplados em dispositivos
intravaginais. A principal forma de analise de estresse térmico em um animal é a aferi¢do da
temperatura corporal. E interessante que tais informacdes possam ser relacionadas com o0s
resultados provenientes da analise metabolémica, funcionando como um reflexo fisico e
comportamental dos dados obtidos. Os dispositivos eram trocados semanalmente ou a cada
intervencdo reprodutiva pela via vaginal, e, diariamente as vacas eram checadas duas vezes ao
dia quanto a presenca e localizacdo correta do implante para prevenir perdas e facilitar a

reposicdo o mais rapido possivel, caso fosse preciso.

3.2.4 Coleta de amostras de leite e sangue, e bidpsias hepdtica e endometrial

Foi feito o controle de producao leiteira diario a partir de dados eletrénicos da ordenha
mecanica do LMBS. Os dados eram coletados no sistema e tabulados pela discente e pela
equipe. Realizou-se também coletas de leite em cada periodo (restricdo alimentar e estresse
térmico) para cada animal, para determinagdo da composicdo do leite e para separacdo de
células somaticas. As analises de producgéo, composicao e de presenca de células somaticas no
leite se justificam visto que esses fatores podem ser afetados tanto pela restricdo alimentar
guanto pelo estresse térmico (COWLEY et al., 2015; FISCHER et al., 2014).

Foram realizados dois pontos de coletas de sangue em cada animal, sendo uma no
mesmo dia que foi realizado a coleta de odcitos denominada ovum pick-up (OPU) e a segunda

na mesma data da aspiracdo de fluido folicular. As vacas foram colocadas em brete de
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contencdo, a coleta foi feita a partir de pungéo da veia coccigea (FIGURA 5) e foram coletados
dois tubos de cada animal, sendo um deles destinado a analise do soro sanguineo no tubo de
EDTA e outro para o plasma no tubo com ativador de coagulo e gel. As amostras de soro serao
destinadas para analise por ressonancia magnetica nuclear (RMN) assim como as das biopsias
realizadas e as de fluido folicular recolhidas. As coletas de plasma foram armazenadas em
freezer a—80°C , para que, se necessario, fagam analises de metabolitos para correlacionar com
as analises de fluido folicular, visto que parte da composic¢éo do segundo é influenciada pelo

primeiro.

Figura 5: Coleta de sangue em bovino a partir da veia coccigea do Campo Experimental José
Henrigue Bruschi — Coronel Pacheco (MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo

de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora

As biopsias hepatica e endometrial foram feitas ao final de cada periodo experimental.
Para as bidpsias endometriais utilizou-se um forceps de 5mm de didmetro, envolto em camisa
sanitaria que foi introduzido no corpo uterino através de manipulagdo cervical por palpacédo

transretal. O forceps € introduzido até o tergo inicial do corno uterino, onde sao coletadas quatro
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amostras com cerca de 100mg de endométrio. Para as biopsias hepéticas realizou-se,
primeiramente a tricotomia de 5x5cm no nono espaco intercostal, e posteriormente a anestesia
subcutanea com 5ml de Lidocaina, antissepsia com alcool iodado. Realiza-se uma incisdo
pequena com o bisturi na qual foi introduzida a pinca de bidpsia com disparo semi-automatico
em sentido latero-medial e dorso-ventral, com uma inclinacéo de 45°. Foram coletados também
quatro fragmentos com cerca de 100mg cada. Apds o procedimento o local da incisao era limpo,
suturado com ponto simples em casos necessarios e foi usado spray prata com acao repelente
para evitar a presenca de insetos, ap0s essa etapa era feito o acompanhamento dos animais pela
discente e pela equipe para garantir o bem-estar dos animais. Ao final de todos os
procedimentos, 0s animais também receberam dipirona sodica 500mg na dosagem de 15mg por
via intramuscular na regido de gluteo médio dos animais. Todos os fragmentos coletados eram
lacrados e corretamente armazenados em botijées de nitrogénio liquido e posteriormente em

freezer a — 80°C para posterior analise no equipamento de RMN.

3.2.5 Sincronizacido emergencial de onda folicular

Para garantir que todos os animais do experimento estivessem no mesmo momento
reprodutivo e para possibilitar as coletas de fluido folicular de foliculo dominante e de cumulus-
odcitos foi feito um protocolo de sincronizacdo emergencial de onda folicular. Para tal, no
primeiro dia de experimento, foi aplicada prostaglandina (PGF) para lisar a presenca de
possiveis corpos luteos. Posteriormente iniciou-se o protocolo propriamente dito com implante
vaginal de liberacdo controlada de progesterona (P4) e aplicar uma dose de 2 mg de benzoato
de estradiol (BE) pela via intramuscular (IM). O protocolo foi repetido nos dias que havia
atividade de manejo reprodutivo (aspiracdo de fluido folicular e OPU). A aplicacdo de PGF foi
repetida ap0s a aspiracao de FF e € importante pois lisa o corpo lateo possibilitando a OPU feita

posteriormente.

3.2.6 Aspiracio de foliculo dominante (coleta de fluido folicular) e recuperacéo de complexos

cumulus-od6citos

Ao sétimo dia de cada etapa experimental, os animais passaram pelo processo de
aspiracdo do foliculo dominante para a coleta do fluido folicular. Para tal, inicialmente foram
avaliados os ovarios de cada animal por meio do ultrassom, as vacas recebiam anestesia
peridural com 3mL de Lidocaina no primeiro espaco intercoccigeo. Utilizando-se de um guia

de aspiragdo e bomba de vacuo os foliculos dominantes, quando presentes, foram aspirados. O
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fluido folicular recuperado foi submetido a centrifugacdo para separagdo de células e
sobrenadante e congelados para posterior analise no RMN.

Nas mesmas datas que foram feitas as bidpsias, os animais também passaram pelo
procedimento de puncéo tubaria ou ovum pick-up (OPU) que consiste em recuperar complexos
cumulus-o6citos por meio de aspiragdo com bomba de vacuo guiada por ultrassom. Para tal, 0s
animais recebiam anestesia peridural com 3mL de lidocaina que os insensibilizava tanto para
esse procedimento quanto para a biopsia endometrial, e procedia-se a aspiracdo de todos 0s
foliculos ovarianos com didmetro superior a 3mm, localizados por ultrassom transvaginal. Os
oocitos recuperados foram analisados no laboratério de reprodugdo por meio de um
estereomicroscopio e classificados quanto a sua qualidade morfolégica e aqueles classificados
em grau de qualidade I e Il foram selecionados para posterior analise por espectrometria de
massas. (FIGURA 6)

Figura 6: Odcitos de bovino recuperados por OPU no Campo Experimental José Henrique
Bruschi — Coronel Pacheco (MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto

a novembro de 2023.

Fonte: Da autora
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3.2.7 Coleta e tabulacdo de dados

Existe uma variedade de dados que eram coletados e tabulados todos os dias. Com
relacdo ao consumo, os dados eram extraidos do site do Sistema Ponta da Intergado (FIGURA
7). A base de dados oferece grande liberdade quanto ao tipo de informacgéo procurada como a
selecdo de cada animal, o periodo de tempo desejado tanto em dias quanto em horas, quais 0s
currais desejados (free-stall 1 ou 2 e camara climatica) e qual o parametro desejado. Com isso
é gerada uma tabela contendo o numero do animal, o nimero do equipamento e a hora que ele
foi acessado, quanto tempo o animal permaneceu nele e 0 consumo estimado pela mudanca de
peso. O periodo de tempo selecionado era de nove da manha (hora que era colocado 0 novo
trato) de um dia até as sete da manha do dia seguinte (hora que as sobras eram coletadas e
pesadas). Esses dados eram tabulados para que pudessem ser analisados e comparados com
aqueles obtidos da pesagem do trato oferecido e das sobras que eram coletadas e pesadas em

balanca.

Figura 7: Print da interface do sistema Intergado onde eram coletados os dados de consumo
relativos ao experimento de estresse térmico realizado no Campo Experimental José Henrique Bruschi
— Coronel Pacheco (MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto a

novembro de 2023.
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Fonte: Da autora

3.2.8 Preparacao e analise de amostras de sangue, fluido folicular, endométrio e figado

A discente acompanhou um estudo piloto, realizado na Universidade Federal do Rio de

Janeiro (UFRJ), de anélise de amostras de sangue, fluido folicular, endométrio e figado por
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RMN. Para tal foram coletadas amostras de sangue, fluido folicular e bidpsias endometrial e
hepatica de quatro animais que ndo estavam no experimento. Todas as coletas e processamento
prévio das mesmas seguiram os padrdes ja citados. As amostras teciduais foram submetidas a
um processo de extracdo tecidual e secagem utilizando-se para isso cloroférmio e metanol como
solventes e &gua ultrapura para solucdes. ApoOs processadas, metade das amostras foram
submetidas a um processo de secagem por speed vacuum e a outra metade por evaporador de
amostras, essa divisdo ocorreu para analisar se haveria diferenca entre elas no momento da
analise metabolémica. As amostras foram entdo levadas para o Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear em Liquidos da Universidade Federal do Rio de Janeiro onde foram
submetidas a um processo de diluicdo com solucdo tampéo Tris-Buffered Saline (TBS), que
contém cloreto de sodio, fosfato de sodio e tris(hidroximetil)laminometano, agua deuterada
(D20) e agua Milli-Q. Apos a diluicdo, as amostras de soro sanguineo, endométrio e figado
foram pipetadas em tubos de 6mm e as de FF em tubos de 3mm para a analise no RMN de 500
US2. A discente acompanhou uma andlise preliminar que indicou que o método foi eficiente

para a leitura metabolémica das amostras. (FIGURA 8).
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Figura 8: Sala de Ressonancia Magnética Nuclear localizada no Laborat6rio de Ressonancia
Magnética Nuclear em Liquidos — Rio de Janeiro (RJ), em que foram realizadas analises relacionadas

ao experimento acompanhado no estagio supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora

4 SEDE DA EMBRAPA GADO DE LEITE (JUIZ DE FORA, MG):
INSTALACOES E ATIVIDADES REALIZADAS

4.1 Estrutura do Laboratdrio de Nanotecnologia

No Laboratério de Nanotecnologia hd uma bancada central, onde encontram-se estufa,
centrifuga, banho-maria, maquina extrusora e suporte de pipetas. Além disso, ha salas distintas
para realizagdo de procedimentos como caracterizagdo de nanomateriais (FIGURA 9), sala de
cultivo celular (FIGURA 10), sala de preparo de amostras para espectrometria de massas e sala
de espectrometria de massas (FIGURA 11). Além disso, 0 ambiente contém geladeiras, freezers
e pias (FIGURA 12).
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Figura 9: Sala de caracterizacdo de Nanomateriais localizada no Laboratorio de
Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite — Juiz de Fora (MG), em que foi realizado o estagio

supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora
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Figura 10: Sala de Cultivo Celular localizada no Laboratdrio de Nanotecnologia da Embrapa
Gado de Leite — Juiz de Fora (MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto

a novembro de 2023.

Fonte: Da autora
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Figura 11: Sala de Espectometria de Massas localizada no Laboratério de Nanotecnologia da
Embrapa Gado de Leite — Juiz de Fora (MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo

de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora
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Figura 12: Laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite — Juiz de Fora (MG), em

que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora

4.2 Atividades realizadas

As atividades realizadas pela discente no laboratério de Nanotecnologia da Embrapa
Gado de Leite estiveram relacionadas ao experimento anteriormente citado, ou ao
acompanhamento de procedimentos conduzidos por membros do laboratério. A atividade
relacionada ao experimento de estresse térmico foi basicamente a preparacao de tubos para as
coletas de sangue e eppendorfs para coletas de bidpsias e fluido folicular. Eram feitas etiquetas
contendo o tipo de amostra e 0 nimero dela, pois no caso das bidpsias endometriais, por
exemplo, eram feitas quatro coletas de cada animal, 0 nimero de cada animal e o dia da coleta.
Os eppendorfs destinados a coleta de bidpsias endometrial e hepatica e os de fluido folicular
eram pesados em balanca eletronica de precisédo (FIGURA 13) pela discente primeiramente sem
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as etiquetas e depois novamente com as etiquetas colocadas, os pesos foram registrados em
tabelas para que, no momento da anélise, pudessem ser pesados novamente e 0 peso da amostra

calculado com maior precisdo pela diferenca.

Figura 13: Balanca eletrénica de precisdo do Laboratdrio de Nanotecnologia da Embrapa Gado
de Leite — Juiz de Fora (MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto a

novembro de 2023.

Fonte: Da autora

O principal processo acompanhado foi o de elaboracdo de nanoparticulas para uma
formulacdo antibidtica. Para isso, utiliza-se o rotaevaporador (FIGURA 14) disponivel com o
intuito de separar solvente e amostra em recipientes diferentes. O equipamento realiza o
processo de destilagdo simples em um sistema de aquecimento a vacuo no qual o solvente
aquecido evapora, passa pelo condensador e € recolhido em um frasco diferente. O resultado

desse processo € uma amostra pura que € levada para analise no equipamento de Espalhamento



30

Dinamico de Luz e Potencial Zeta (DLS) (FIGURA 15), com essa analise é possivel avaliar o
tamanho e a voltagem da nanoparticula produzida se ela possuir diametros entre 0,3 nanémetros

a 5 micrémetros.

Figura 14: Rotaevaporador do Laboratdrio de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite — Juiz

de Fora (MG), em que foi realizado o estagio supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora
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Figura 15: Equipamento de Espalhamento Dinamico de Luz e Potencial Zeta (DLS) do
Laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite — Juiz de Fora (MG), em que foi realizado o

estagio supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora

A discente também teve a oportunidade de acompanhar o processo de producao de uma
nanocapsula a partir de gelificacdo ibnica. Para tal, a substancia da qual serd gerada a
nanocapsula foi colocada em um becker com uma bailarina e agitada em agitador magnético
(FIGURA 16) associada com um aglutinante, em seguida é gotejado Tripolifosfato de Sédio na
solucdo que atua como agente reticulante, formando a nanocépsula. Posteriormente a solucao
formada é também foi analisada no DLS para observacdo do tamanho e voltagem da particula

formada.

Por Gltimo, a discente acompanhou e auxiliou no processo de producdo de filamento de
polimero de Acido Polilatico (PLA) transparente para uso na impressora 3D. Para tal foi usado
uma extrusora da marca Filmaq 3D (FIGURA 16) na qual era colocado o PLA peletizado que

era derretido e saia em forma de filamento passando por uma fileira de ventiladores que
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resfriavam e endureciam o material, 0 equipamento também conta com uma parte para medicdo
do filamento e por ultimo o carretel no qual era enrolado o filamento produzido. O filamento

foi testado na impressora 3D presente no laboratorio e se mostrou apto para uso.

Figura 16: Becker com solucdo e bailarina no agitador magnético do Laboratoério de
Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite — Juiz de Fora (MG), em que foi realizado o estagio

supervisionado no periodo de agosto a novembro de 2023.

Fonte: Da autora

5 CONCLUSAO

Foi possivel observar os efeitos do estresse térmico principalmente no consumo de
alimento e comportamento dos animais. O consumo alimentar reduz consideravelmente, e os
individuos tendem a ficar mais agitados. Quanto as atividades realizadas em laboratorio,
observou-se que as técnicas utilizadas nos trés experimentos foram eficazes para os respectivos

fins. As andlises de DLS obtiveram os resultados almejados, tanto de tamanho das
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nanoparticulas quanto de carga. Além disso, o filamento de PLA produzido foi empregado com

sucesso na impressora 3D.

6 ANALISE METABOLOMICA APLICADA A MEDICINA VETERINARIA:
REVISAO DE LITERATURA

6.1 Introducéo a terapias dmicas e a abordagem metaboldmica

As terapias Omicas sdo uma abordagem interdisciplinar que estuda um conjunto de
moléculas ou genes, surgiram da necessidade de se estudar os processos quimicos de uma forma
mais completa, entendendo que as interacdes entre genes, proteinas, moléculas de carbono,
lipidios e metabdlitos sdo complexas demais e que algumas propriedades ndo poderiam ser
explicadas analisando esses compostos um a um. Elas sdo analises de alto rendimento usadas
para estudar funcgdes, diferencas e interagdes entre células de um organismo, como por exemplo,
genes, proteinas e metabdlitos. Essas andlises sdo feitas basicamente perturbando essas células
de forma sistémica, genética ou quimica e monitorando as respostas em nivel gendmico, para
isso os dados sdo integrados em modelos computacionais que auxiliam a compreender as

fungdes individuais e globais dos componentes envolvidos (Stagljar, 2016).

Essas andlises tiveram inicio com avangos no sequenciamento de DNA de alto
rendimento, o que levou ao surgimento da gendmica. Os avangos tecnoldgicos contribuiram
para que surgissem muitas outras analises de alto rendimento como a transcriptdmica (RNA),
protebmica (proteinas), lipidémica (lipideos), glicbmica (carboidratos) e metaboldmica
(metabdlitos; Stagljar, 2016). A maioria dessas analises tem como base a ideia de serem
geradoras de hipdtese, ou seja, primeiro é feita a analise para a partir dos resultados uma
hipotese ser gerada (Nalbantoglu, 2019). Em contrapartida, a analise metabolémica pode
informar 0 que acontece ou aconteceu em um organismo e fornecer dados sobre mudangas
fisiolégicas oriundas de interacdes gene-ambiente devido a natureza de mudancas de
metabolitos. Essa caracteristica faz com que esse tipo de analise seja muito pontual mesmo
considerando que a quantidade informacdes fornecidas sejam muito menores se comparadas
com a gendmica, visto que ha cerca de 3.000 metabolitos chaves de vias metabdlicas principais,
enquanto existem mais de 40.000 genes no genoma, baseando-se no organismo humano (Yu,
et. Al, 2017). Lembrando que é importante destacar que o tamanho do metaboloma varia de

acordo com o organismo estudado.

A metaboldmica pode ser, entdo, entendida como o estudo do metaboloma, que € o

conjunto de metabdlitos de células, fluidos bioldgicos, tecidos ou organismos e tem o objetivo
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de identificar e quantificar metabdlitos enddgenos e exdgenos de baixo peso molecular, em um
sistema bioldgico por meio de uma andlise de alto rendimento (Nalbantoglu, 2019). Os
metabolitos, por sua vez, sdo produtos intermediarios ou finais de reagcdes bioquimicas em um
sistema bioldgico. Essa analise é considerada um reflexo do fenétipo devido a natureza dos
metabdlitos, que tém sua composicdo diretamente influenciada pelo montante do proteoma,
genoma e fatores ambientais, tornando-a mais complexa fisica e quimicamente do que as outras
analises dmicas (Nalbantoglu, 2019). Por essa proximidade com o fenétipo, a metabolémica
também possui a capacidade de representar melhor o fendtipo molecular tanto da satde quanto
das doengas (Guijas, et. Al, 2018).

6.2 Tipos e métodos de analise metabolémica

6.2.1 Tipos de analise

A metabolomica pode ser dividida em duas categorias: uma delas é a “Targeted” que é
direcionada para moléculas especificas, ou alvos, previamente conhecidos. Para tal, utilizam-
se de sinais pré-definidos desses metabdlitos conhecidos para detecta-los e quantifica-los com
maior precisdo. Essa abordagem pode ser considerada um teste de hip6tese e € normalmente
usada para validacdo de analises ndo direcionadas.

J& a analise ndo-direcionada, também chamada de “Untargeted”, tem como objetivo
criar um perfil metabdlico dos sistemas analisados medindo simultaneamente o maior nimero
de metabdlitos possivel, sem saber previamente quais sao eles. Apesar de apresentar limitacoes
por fornecer apenas informac6es qualitativas e semiquantitativas, ela permite uma varredura
completa do metaboloma proporcionando informacdes sobre identificacdo de padrbes, o que
auxilia na classificacdo de fen6tipos com interacdes de vias metabdlicas que interagem entre si.
Pode-se dizer que a abordagem ndo-direcionada cria hip6teses que impulsionam a abordagem
direcionada (Agin, 2016; Canuto et al., 2017; Nalbantoglu, 2019).

6.2.2 Métodos de andlise e preparacdo de amostras

A Sociedade de Metabolémica criou 0 Metabolomics Standards Initiative (MSI) definiu
procedimentos padrdes para estudos e publicacfes de trabalhos com metabolémica. Para tal
deve-se predefinir o problema bioldgico a ser analisado, definir a abordagem empregada
(targeted ou untargeted) e a partir disso serdo definidas as proximas etapas do planejamento
experimental, esse planejamento inclui a escolha do tipo de amostra, 0 nimero delas e como

elas seréo coletadas e armazenadas. Durante a coleta é importante se atentar ao quenching
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metabdlico, que nada mais é que a interrupcao das atividades enzimaticas da amostra, isso pode
ser feito com a adicdo de solventes resfriados ou com o congelamento das amostras em gelo
seco ou nitrogénio liquido. A proxima etapa € o preparo dessas amostras. Para 0 método
untargeted prefere-se o preparo minimo e ndo-seletivo, no caso de amostras liquidas executa-
se a remocao de sais e precipitacdo de proteinas pela adi¢do de solventes organicos, seguido de
filtracdo e diluicdo, ja para amostras sdlidas e semi-sdlidas esse processo tambeém envolve
aparatos mecanicos de mistura com o solvente devido a maior dificuldade de extracdo por sua
maior rigidez. Para 0 método targeted, o processo € seletivo para apenas um composto ou uma
classe deles e envolve extragBes liquido-liquido, solido-liquido ou em fase sélida com o
objetivo de remover substancias que possam alterar os resultados e concentrar os analitos. O
restante da preparacdo deve estar de acordo com 0 método de analise que sera aplicado. Apés
0 preparo das amostras sdo preparadas amostras de controle de qualidade para avaliar o

desempenho e a estabilidade do instrumento que sera usado. (Canuto et al., 2017)

Os principais métodos de analise metabolémica sdo a ressonancia magnética nuclear
(RMN) e a espectrometria de massas (MS, do inglés, mass spectometry) (Canuto et al., 2017).
A RMN ¢é uma técnica que exige pouca ou nenhuma manipulacdo de amostras mas pode
apresentar baixa sensibilidade apesar de ter alta seletividade, sendo necessario o uso de
equipamentos de alta resolucdo para melhor interpretacdo dos resultados. Ela se baseia na
absorcéo e reemissdo de energia dos nacleos dos atomos a partir de variagcbes de um campo
magnético externo criado pelo equipamento. E uma técnica rapida e facil de se reproduzir, além
de fornecer andlises tanto qualitativas quanto quantitativas (Canuto et al., 2017; Agin et al.,
2016).

A técnica de andlise por espectrometria de massas é a estratégia mais utilizada por
oferecer uma boa combinacéo entre seletividade e sensibilidade. Ela foi definida pela Uni&o de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) como “o estudo de sistemas por processamento de formacao
de ions gasosos, com ou sem fragmentacédo, que séo caracterizados por suas razdes massa/carga
(m/z) e suas abundancias relativas”, ou seja, ela calcula a razdo de massa sobre carga de ions,
esses vém de uma fonte de ionizacao que gera ions na fase gasosa a partir de moléculas neutras
ou carregadas utilizando campos elétricos ou magnéticos. Dentro da espectrometria de massas
existem diversas tecnologias com principios e desempenhos diferentes. Aqui é possivel citar
duas estrategias baseadas em MS: analise direta por MS e analise por MS acoplado a técnicas
de separacédo. As analises diretas ndo precisam de separacao cromatografica prévia e a extracdo

de metabolitos pode ser feita por infusdo direta dos extratos ou por dessorcéo a laser assistida
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por matriz. J& nas analises que necessitam de separacdo prévia normalmente utiliza-se a
cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia ou a eletroforese capilar. A
cromatografia gasosa a técnica mais utilizada por ter alta robustez e repetibilidade e pela sua
capacidade de informar o tempo de retencdo e o padrdo de fragmentacdo observado pela
ionizacdo de elétrons, essa separacgdo reduz os efeitos da matriz, separa isdmeros, fornece dados
adicionais para a caracterizacdo de metabolito e melhora a quantificacdo dos mesmos, no
entanto, sua execucdo pode ser complicada visto que a maioria dos metabdlitos precisam passar
por um processo delicado e passivel de erros para se tornarem volateis a baixas temperaturas.
Ja a cromatografia liquida vem crescendo por apresentar altas taxas de sensibilidade e
seletividade e ser mais facil de executar, além de ser considerada uma técnica mais viavel pela
natureza dos compostos analisados. A eletroforese capilar é mais utilizada complementarmente
as duas anteriores ja que provoca a separacdo de compostos i6nicos polares e possuir alta
resolucdo em curtos tempos de analise. Ela ndo é usada sozinha por apresentar problemas de
repetibilidade e sensibilidade. (Abdelnur, 2011; Agin et al., 2016; Canuto et al., 2017).

As andlises geram muitos dados que também sdo complexos, por isso, é necessario trata-
los adequadamente. Para a anélise untargeted realiza-se alinhamento e agrupamento de dados,
seguido de correcdo do tempo de retencdo e de linha de base, desenvolugédo espectral e
normalizacdo, trabalho que pode ser feito por softwares proprios. Para a analise targeted é
necessario realizar a quantificacdo do(s) metabdlito(s) pré-selecionado(s). Os resultados
também passam por analises estatistica para extracdo de informacdes relevantes e por
interpretacdo bioldgica que tem o objetivo de responder 0s questionamentos feitos ao inicio do
experimento. Antes dessa Ultima, em analises untargeted também é necessaria a identificacdo
e determinacdo putativa de metabdlitos através de bibliotecas de espectro e bases de dados
publicas. (Canuto et al., 2017).

6.3 Aplicacdes da metabolémica na Medicina Veterinaria

Como pode ser percebido, a metabolémica é uma analise muito completa e inovadora.
Por sua versatilidade, pode ser aplicada em diferentes areas da medicina veterinaria, na presente
revisdo serdo citadas algumas delas em que a metabolédmica foi usada. Na medicina
equina, Anderson (2022), traz em um trabalho que a metabolomica pode ser usada para
identificar e diagnosticar doencas equinas, e até monitorar a resposta dos cavalos aos
tratamentos pela identificacdo de biomarcadores que podem prever, por exemplo, a recorréncia

de laminite. O autor traz também que essa analise pode ser usada para desenvolver novos
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biomarcadores para doencas equinas e para melhorar nossa compreensédo da fisiopatologia
dessas doencas, pois com a metabolémica € possivel identificar alteracbes metabdlicas que
ocorrem por exemplo na sindrome da colica equina. Para tal ele cita dois estudos, o primeiro,
feito por Escalona et al. (2017), visou a produgdo de um “atlas de metabolitos” de bioflaidos
de equinos e gerou uma visdo abrangente do metaboloma equinos que pode ser usado para
identificar potenciais biomarcadores de doencas comuns nesses animais. O segundo artigo,
Beachler (2020), traz a analise metabolémica identificando biomarcadores e alteracdes
metabolicas especificas de placentite em éguas gestantes, o que pode ser usado para

diagnosticar a doenga precocemente.

A metabolémica também pode ser usada em farmacologia e terapéutica veterinaria. Em
um experimento realizado por Rivera-Veléz e colaboradores (2019), com o objetivo avaliar 0s
efeitos da administracéo repetida de meloxicam no perfil metabdlico de gatos, observou-se que
essa administracdo repetida alterou o perfil metabdlico das amostras analisadas (plasma
sanguineo e urina), sugerindo que esse tipo de regime de doses pode causar efeitos adversos no
metabolismo de gatos incluindo alteragdes no metabolismo energético, estresse oxidativo,
inflamacdes e metabolismos 6sseo e renal (Figuras 17 e 18). Relatos assim evidenciam a
relevancia das analises metabolémicas, o tratamento com meloxicam em gatos é altamente
difundido e é importante ter o conhecimento dos efeitos que ele tem no animal. Essas
informac@es obtidas podem auxiliar no desenvolvimento de novos tratamentos e diagnosticos

para doengas em animais.
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Figura 17: Mapa de calor do experimento de Rivera-Velez e colaboradores proveniente
de uma anélise lipidémica. Demonstra os lipidios presentes no cortex renal de gatos tratados
com meloxicam e com solucdo salina. Quanto maior a intensidade do sinal de um lipideo, mais
vermelho ele é demonstrado no mapa, e quanto menor a intensidade, mais azul. Com esse tipo
de imagem gerada é possivel ter uma melhor representacdo visual dos resultados de anélises
omicas
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Fonte: Rivera-Velez et.al. Understanding the effect of repeated administration of
meloxicam on feline renal cortex and medulla: A lipidomics and metabolomics approach. Journal
of veterinary pharmacology and therapeutics, p. 480, 2019.
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Figura 18: Gréafico do experimento de Rivera-Velez e colaboradores proveniente de uma
analise metaboldmica em gatos tratados repetidamente com meloxicam. Demonstra vias
metabolicas alteradas no cértex renal direito. Cada ponto representa uma via metabdlica,
quanto mais significativo o resultado mais para cima do eixo ele esta e mais vermelho. A

escala de significancia por cor segue a ordem branco, amarelo, laranja e vermelho. Quanto
mais a direita e maior o diametro do ponto, mais importante é o metabolito alterado para

aquela via.
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Fonte: Rivera-Velez et.al. Understanding the effect of repeated administration of
meloxicam on feline renal cortex and medulla: A lipidomics and metabolomics approach. Journal

of veterinary pharmacology and therapeutics, p. 484, 2019.

Outra possivel aplicacdo dessa analise é na medicina de animais atletas. Turlo, et al.
(2018), trazem um artigo sobre a deteccdo de biomarcadores em lesGes musculoesqueléticas em
cavalos puro-sangue inglés. Foram incluidos no estudo animais com e sem lesdes

musculoesqueléticas e as analises foram feitas por RMN. Os resultados mostraram que 0s
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cavalos lesionados apresentaram alteracBes significativas nos perfis metabolicos de soro
sanguineo em comparacgdo com os nado lesionados. Os resultados do estudo, entdo, sugerem que
é possivel identificar alteragdes metabolicas que podem contribuir para a patogénese da leséo.
O que possibilita que esse perfil metabdlico seja usado para diagndsticos de lesdes e para o
monitoramento da resposta a tratamentos. Keen e colaboradores (2022) também trabalharam
com analises metabolémicas em cavalos de esporte focando em antidoping esportivo e
concluiram que a metabolémica € uma grande aliada na deteccdo de uma ampla gama de
substancias proibidas, inclusive agquelas que séo dificeis de detectar por métodos tradicionais
por serem rapidamente metabolizadas ou excretadas em pequenas quantidades. Um exemplo de
uma dessas drogas € o beta-estradiol que é rapidamente excretado na urina em concentracoes

baixas.

Keen e colaboradores (2022) também evidenciaram aplicagdes na toxicologia clinica e
forense, e na analise de residuos veterinarios. As analises toxicoldgicas tém o objetivo de
identificar e quantificar drogas e produtos quimicos toxicos em tecidos ou biofluidos. No estudo
referido concluiu-se que é possivel identificar drogas de abuso, medicamentos legais e produtos
quimicos industriais nos tecidos analisados. J& na parte relacionada a residuos veterinarios, o
estudo foi feito para detectar e quantificar medicamentos veterinarios em alimentos de origem

animal, os resultados obtidos também foram positivos.

Existem também aplicagdes importantes para a producao animal. Um estudo de Zhang
e colaboradores (2020) aplicou analise metabolémica no fluido ruminal de vacas leiteiras com
diferentes niveis de producdo de leite. Os resultados demonstraram que em comparacdo a
animais de baixa e média producdo, as vacas de alta producdo apresentaram aumento em niveis
de acidos graxo volateis, o que sugere aumento da fermentacdao ruminal, aumento de niveis de
aminoacidos sugerindo maior absorcdo ruminal de nutrientes, e reducdo de citocinas pré
inflamatdrias. A partir disso, é possivel sugerir que existe sim uma diferenca no metabolismo
dessas vacas, e esses dados podem ajudar no maior entendimento dos fatores que contribuem
para a diferenca nos niveis produtivos e no desenvolvimento de novas estratégias para aumentar

a producado leiteira.

Por ultimo, cabe citar o uso da metaboldmica na medicina personalizada. Em um estudo
de Hotea e colaboradores (2023), foi feita uma revisdo de literatura com a integracdo da
metabolémica com a nutricdo animal e concluiu-se que essa integracdo tem o potencial de
revolucionar a medicina personalizada visto que permite o diagnostico precoce de doengas a

partir da identificagdo de biomarcadores antes mesmo do aparecimento de sintomas, 0
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monitoramento da progressao de doencas e a eficacia dos tratamentos utilizados e, a partir disso,
o desenvolvimento de tratamentos e/ou dietas personalizadas para cada paciente.

6.4 Conclusao

Em vista do exposto, € possivel concluir que a abordagem metaboldmica apresenta
eficacia em diversas areas da medicina veterinaria, apresentando resultados promissores e
mostrando novos caminhos para a possivel resolucdo de problemas persistentes como na clinica
médica e na producéo animal. E de suma importincia que as anélises sejam feitas seguindo as
técnicas mais adequadas para cada situagao proposta, visto que por se tratar de uma analise de
moléculas muito pequenas e sensiveis, 0 emprego da técnica errada pode influenciar
negativamente o resultado de todo o experimento. Por fim, conclui-se que a metabolémica tem
um grande potencial dentro da medicina veterinéria e a popularizacdo dela pode contribuir

positivamente para muitos avangos cientificos.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O periodo de estagio supervisionado causa uma sensacdo ambigua, pois, a0 mesmo
tempo que o discente estda acompanhando todas as atividades ainda como estagiario, é o
momento do curso que estamos mais proximos do mercado de trabalho. Essa experiéncia € uma
oportunidade do futuro médico veterinario observar e explorar o mercado de trabalho ainda
com uma certa distancia, mas se preparando para o ciclo que se inicia apés a graduacdo. A
ansiedade gerada pelo fim do ciclo académico pode ser desafiadora, mas é importante manter
em mente que 0 estagio é uma oportunidade a ser aproveitada, ndo apenas para colocar em
pratica os aprendizados adquiridos ao longo do curso, mas também as habilidades sociais de

cada um, que sao de grande importancia em um ambiente de trabalho.

Realizar esse estagio na Embrapa foi muito proveitoso em diversos quesitos. Foi muito
interessante acompanhar o funcionamento de um centro de pesquisa e ver as diversas formas e
areas que o médico veterinario pode atuar la dentro. Ter essa oportunidade de estagio também
me permitiu o contato com tecnologias de ponta e métodos de analise muito novos, que a
maioria dos médicos veterinarios ndo tém contato e que possuem um enorme potencial

analitico. Estar nesses lugares possibilita perceber o potencial para novas descobertas e ideias
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e agucam a vontade de “fazer ciéncia” o que € muito positivo visto que ¢ uma area ainda de

pouco interesse na Medicina Veterinaria.
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