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Com bioeficiéncia comprovada em equinos, foi realizado no Uniceub-
LABOCIEN o primeiro estudo em Rattus novergicus (linhagem Wistar) utilizando
gonadotrofina (horménio LH:FSH) e somatotrofina (hormonio do crescimento ou GH)
extraidos de hipdfises equinas coletadas em abatedouro. Para testar a
gonadotrofina equina, 35 fémeas pré-puberes com peso vivo médio de 54,5 g foram
divididas nos tratamentos Placebo, 0,025Ul, 1Ul ou 10Ul de gonadotrofina equina, e
10Ul de eCG (Novormon®), por dose, por 3 dias consecutivos, via subcutanea.
Todos os tratamentos foram associados com 4Ul/dia de hCG conforme protocolo da
farmacopeia internacional. Ja a somatotrofina foi testada com 28 machos pré-
puberes com peso vivo médio de 50,7g nos tratamentos Placebo, 0,025Ul, 1Ul ou
10Ul de somatotrofina equina por dose via subcutanea, 3 dias/semana, durante 30
dias. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais em estantes ventiladas, com
ciclo de 12h escuro e 12h claro, agua e racdo ad libitum. Ambos os hormonios
tiveram delineamento inteiramente casualizado com 7 repeticdes, sendo as médias
resultantes comparadas pelo teste de Tukey (p<0,01). Ao final do experimento os
animais foram eutanasiados, pesados e necropsiados. O peso médio relativo dos
ovarios das fémeas Placebo (0,46g) nao diferiu das doses 0,025Ul (0,63g) ou 1UI
(0,639g). As médias nos tratamentos 10Ul de gonadotrofina equina (1,01g) e 10Ul do
produto comercial eCG (0,83g) foram as mais elevadas, mas nao diferiram entre si.
N&o houve diferenca entre as médias de peso corporal final (54,59) e médias de
ganho de peso relativo (29,0g). Nos machos foram pesados figado, rins, coragéo e
baco, bem como o aparelho reprodutor intacto (excluindo pénis) para avaliacdo
macroscopica. N&o houve diferenca entre as meédias de peso corporal final (50,79),
comprimento (35,8cm), ou peso médio relativo dos érgdos fundamentais, bem como
seu aspecto. Ja o aparelho reprodutor dos machos tratados apresentou modificacao
macroscopica no padrdo de irrigacdo sanguinea, com maior ramificacdo e
espessamento aparente nos vasos dos testiculos, epididimo, ducto deferente,
vesicula seminal e plexo pampiniforme. Houve também aparente incremento de
gordura justaposta aos 6rgdos fundamentais e plexo pampiniforme. Nenhum grupo
tratado apresentou reacdo tecidual, alteracdo dos oOrgdos ou efeitos colaterais
aparentes, indicando assim inocuidade das moléculas. Todos os 6rgaos avaliados
em todos os tratamentos foram fixados em formaldeido 10% para analise



microscopica. Os resultados avaliados confirmaram a atividade das gonadotrofinas
equinas, com incremento de peso ovariano em fémeas pré-puberes. O GH equino
apresentou indicadores de suas atividades angiogénica e metabdlica, devendo ser
estudado em tratamentos mais prolongados. Sendo o equino doador universal de
horménio proteico, incluindo para humanos, o trabalho indica a bioatividade dos
hormonios hipofisarios de origem equina também nos ratos, espécie heterdloga
fundamental nos estudos cientificos.

Palavras-Chave: Fisiologia. Biotecnologia. Metabolismo. Reproducéo. Hipoéfise.
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1. Introducéo

Os primeiros estudos utilizando hipdéfises equinas como fonte de gonadotrofinas
contavam com um extrato bastante bruto, sendo denominado de forma geral de
Extrato de Pituitaria Equina ou EPE (FARIA e GRADELA, 2010). Segundo Palmer
(1993), embora o EPE néo induza a formacdo de anticorpos como a hCG, a
heterogeneidade das amostras disponiveis deveria ser considerada um problema. Ja
0s extratos purificados na nova tecnologia apresentavam mais elevado grau de
purificacdo, sendo um enorme avanco diante dos produtos prévios (FARINASSO,
2004).

Apesar da nova era dos recombinantes, todo o mercado animal é ainda
dependente de extratos oriundos do sangue de éguas gestantes, o PMSG (Pregnant
Mare Serum Gonadotrofin) ou eCG (Equine Chorionic Gonadotrofin), e do hCG
(Human Chorionic Gonadotropin), proveniente de urina de mulheres gestantes
(BARUSELLI et al., 2008). Este ultimo, antigamente muito utilizado na reproducéo
assistida de equinos, tem hoje elevada rejeicdo pelo mercado, considerando seu
custo elevado e inatividade quando ao uso repetido por 2 a 3 aplicacdes. Assim, a
maior fonte de LH/FSH da induUstria animal continua a ser a espécie equina
(LUNENFELD, 2004).

Apbs 12 anos de testes em equinos, uma nova tecnologia de extracao a partir de
hipdfises equinas de abatedouro, processo patenteado em conjunto com a
Universidade de Brasilia, permitiu éxito na obtenc&o de dois produtos nobres (GH e
LH/FSH) a partir de um mesmo material descartado da industria animal, conferindo
economia, flexibilidade e sustentabilidade futura da tecnologia. A contribuicdo dos
mais de 2000 tratamentos realizados em 20 estados do Brasil nos ultimos 10 anos
permitiu o ajuste bastante refinado de dose-efeito, revelando uma relagédo de

bioequivaléncia segura e estavel em equinos.

Assim, 0 presente projeto visa avaliar em ratos as relacdes de dose-efeito, ja que
sdo eles os modelos animais basicos para a padronizagdo de bioequivaléncia em

todo o0 mundo, tanto para o horménio do crescimento quanto as gonadotrofinas.



2. Fundamentacdao teorica

Historico dos horménios hipofisarios

Desde sua descoberta por Crowe e colaboradores em 1910, a historia dos
hormonios hipofisarios € recheada de interacdes experimentais e terapéuticas entre
humanos e animais. Outros 15 anos foram necessarios até que Zondek (1926)
observasse que os efeitos da inoculacdo de hipdfises bovina e humana em ratos
incrementava rapidamente o desenvolvimento sexual. Desde entdo, inUmeros
experimentos tiveram os mesmos fins, confirmando a importancia da glandula para
diversas anormalidades ja relatadas por Aschner desde 1912. Estavam assim
descobertos os horménios gonadotréficos (ASRM, 2008). Em 1948, a revista
americana Life exibe orgulhosamente ratos e cées agigantados pela inoculacdo de
proteina hipofisaria realizadas pelo Dr. Evans. Era a vez do horménio do

crescimento (GH), ou somatotrofina.

Um alerta dessa interacao terapéutica entre mamiferos ocorreu, entretanto, em
1945 quando pessoas com deficiéncia de crescimento tratadas com extratos
hipofisarios de cadaveres humanos desenvolveram uma sindrome ja descrita por
Creutzfeldt e Jakob desde 1920. Em 1963, o FDA determinou a retirada de todos os
produtos de origem humana do mercado. Somente na década de 90 na Inglaterra,
com a deflagracdo da Encefalite Espongiforme Bovina, ou Doenc¢a da Vaca Louca,
0s prions ganharam exposicdo a sociedade daquele mal que também atingia o
homem. As doencas pridnicas, ja descritas em pequenos ruminantes desde 1948,
marcavam assim uma nova era na busca de repositores hipofisarios compativeis
com a saude. A inoculacdo de proteinas entre primatas e entre ruminantes era
proibitiva (STANLEY, 2001; ZABEL e REID, 2015). Os equinos, espécie
evolutivamente refrataria aos prions, torna-se doador universal de hormonios

hipofisarios (LUNENFELD, 2004).

Reforcada pelos prions, tem inicio a frenética era da sintese de horménios a
partir da recombinacdo génica de bactérias, tanto para humanos quanto animais,
afim de suprir uma demanda mundial minima por horménios hipofisarios (AYYAR,

2011). No Brasil, apesar dos esforcos de desenvolvimento de recombinantes, o
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suprimento de tais produtos é ainda 100% dependente de importacdo para os quais
0s custos e limitagbes de qualidade sdo ainda um obstdculo. A diferenca entre os
dois hormdnios é que as enquanto os produtos somatotrépicos sdo absolutamente
de origem recombinante, as gonadotrofinas contam ainda com os extratos de éguas

ou mulheres gestantes, mesmo que j& existam os biosintéticos.

Gonadotrofinas na atualidade

Segundo a relatado pela American Society for Reproduction Medicine (2008), “a
terapia com gonadotrofinas é téo central para o tratamento da infertilidade que torna-
se facil entender o consideravel nimero de descobertas e pesquisas que
precederam a producdo de compostos mais puros e efetivos de hoje. A historia
subjacente de desenvolvimentos aproxima de 100 anos e fornece um esplendido
exemplo a experimentacdo béasica animal e os avancos tecnoldgicos progrediram
aos tratamentos clinicos”. Assim, tanto em animais quanto humanos, os hormonios
gonadotroficos (LH/FSH) sdo a base das terapias de recuperacédo ou incremento de
fertilidade, bem como manipulacdo do ciclo para a reproducdo assistida
(inseminacgéo artificial, producdo de embribes, congelamento de sémen, cultivo

celular, etc).

Doadora universal para todas as espécies, incluindo humanos, a gonadotrofina
equina é extraida a partir do sangue de éguas entre 60 e 150 dias de gestacao,
quando sintetizam na placenta uma proteina com efeitos similares ao LH/FSH. No
Brasil, 0 eCG é o medicamento basico das biotécnicas da reproducdo em bovinos
como a inseminacao Artificial (IA), IA em Tempo Fixo (IATF) e multiplas ovulacfes e
transferéncia de embrides (MOET), sendo a base de protocolos hormonais de
sincronizagdo de cio e consequentemente inseminagdo (BARUSELLI, 2008).
Somente nessa espécie, a IATF apresentou crescimento superior a 20% entre
2010/11, atingindo em 2015 patamares préximos aos 8 milhfes de protocolos
hormonais (ASBIA, 2015). O mesmo uso se repete em suinos e pequenos

ruminantes.

Apesar de seu amplo uso, o eCG hoje produzido na Europa e América Latina
(Argentina e Uruguai) tem a continuidade de sua fabricacdo seriamente ameacada
na sociedade moderna. No Uruguai, grande exportador de sangue e plasma equinos

da América Latina, ha grande movimento da sociedade contra as continuas sangrias



das éguas gestantes e o0s abortos induzidos para nova gestacdo e méaxima
exploragéo possivel ao ano (acessar: <http://www.dw.com/es/sangr%eC3%ADa-de-
yeguas-una-pr%C3%Alctica-controvertida/a-18764803>). A atividade determina a
morte ou envio precoce aos abatedouros pelas mazelas geradas. H4 10 anos, um
grupo de pesquisadores brasileiros conseguiu com sucesso a extracdo de PMSG,
mas nenhum produto comercial foi disponibilizado (ALEIXO et al., 1994)

Somatotrofinas na atualidade

A somatotrofina ou horménio do crescimento (GH) é um polipeptideo produzido e
secretado por células especializadas localizadas na hipoéfise anterior, e cuja principal
funcdo € a promogdo do crescimento e desenvolvimento corporal; além disso,
participa da regulacdo do metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos
(DAVIDSON, 1987; CASANUEVA, 1992). Devido as caracteristicas de sua liberacéo
(pulsétil e circadiana), ndo é possivel a purificacdo a partir de outras fontes que nao
sejam a propria hipoéfise, e portanto, tem somente produtos de origem recombinante

atualmente, diferentemente das gonadotrofinas.

O grande contingente reconhecido e mundial para o uso do GH recombinante
(Recombinant Bovine Somatotropin - rBST) esta na producdo animal, e apesar de
controverso, € destinado a estimulacdo da producédo de leite bovino (FAO/WHO,
2013). No Brasil, trés produtos comerciais estdo disponiveis. Assim como em
humanos, o hormbénio € amplamente procurado para os tratamentos da deficiéncia
de crescimento e melhora de desempenho fisico, bem como adjuvante na reparacéo

tecidual.

J4 nos equinos €& possivel a importacdo do horménio do crescimento
recombinante equino (rEGH), mas os relatos de seu uso remetem a enorme dor,
prostragcdo, inchaco local e regional, febre e inapeténcia, fatores que levam a
rejeicdo do produto por profissionais e criadores. Em artigos cientificos, os efeitos
colaterais sdo geralmente subnotificados, mas foram claramente descritos por De
Botton, D; Janett, F; Burger et al. (2008), & semelhanga dos problemas relatados por

usuarios no Brasil.
Proposta da Extracéo Hipofisaria com Nova Tecnologia

Nesse complexo cenario, uma nova tecnologia de extracdo de proteinas

hormonais a partir de hipofises equinas de abatedouro tem se mostrado uma valiosa
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alternativa para a obtencédo tanto do LH/FSH (FARINASSO, 2004). Ao participar do
programa de incubacéo no Centro de Desenvolvimento Tecnolégico da Universidade
de Brasilia através da pessoa juridica Laboratério Unicornio Ltda., a tecnologia,

ainda rudimentar, obteve seu primeiro registro de patente.

A continuidade de desenvolvimento em numerosos ensaios em equinos levou a
redugcéo substancial da dose inicialmente trabalhada, o que significava um maior
grau de pureza das amostras obtidas. Além disso, o estudo e modificacbes do
protocolo de extracdo permitiram a obtencdo das somatotrofinas, além das
gonadotrofinas ja expressadas no EPE. Com isso, Itho (2010) obteve excelentes
resultados na inducao de mdltiplas ovulagées em éguas associando a somatotropina
e a gonadotrofina de hipofise equina com uma dose bastante pequena em relacéo
aos trabalhos de 2004.

Logo depois, Nogueira (2011) publicou o uso da gonadotrofina de hipofise equina
como método de inducdo de ovulacdo em éguas a serem inseminadas
artificialmente, obtendo mais de 90% de inducbes bem-sucedidas. A inducdo de
ovulacdo em éguas é um enorme obstaculo para os profissionais. Segundo artigos
revisados pela autora, os produtos disponiveis no mercado ndo garantem a ovulacao
em tempo preciso para a inseminacao artificial, que necessita de janela terapéutica
bastante reduzida. Este fato torna o uso de sémen, principalmente quando
congelado, uma técnica de complexo uso para os profissionais, diminuindo a

possibilidade de intercambio genético nacional e internacional.

O trabalho de purificacdo e os ensaios executados com hipéfise equina levaram
a precisdo das relagbes de dose-efeito, e hoje esta estabelecido que, cada 1 mg do
extrato hipofisario, corresponde a 500Ul (unidades internacionais), tanto para as
gonadotrofinas quanto somatotrofinas. O diluidor basico € a solucéo fisiologica, sem
qualquer adjuvante ou bacteriostatico adicional. Cada hipofise processada gera 1,2
mg de extrato, de cada um dos hormdnios. A relacdo mg e Ul encontrada nos
produtos é muito distante daquela encontrada nos produtos comerciais, onde cada 1
mg contém entre 3 e 10Ul. Este € um dado importante, que condiz com o grau de

pureza obtido.

Assim, o inicio dos estudos em Rattus novergicus abre um novo e potencial
campo de pesquisas e inovacdo, em um tema importante e muito necessario a
biotecnologia.
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3. Metodologia

3.1 Local do experimento

O presente estudo foi conduzido no UNICEUB da SEPN, 707/907, Via W 5 Norte
(S 15° 46’ 05,53” W 047° 53’ 33,32”), na Asa Norte - Distrito Federal. Com padrbes
que atendem as normas internacionais de pesquisa, 0S experimentos foram
conduzidos no LABOCIEN-UNICEUB, onde animais experimentais sao mantidos em
condi¢Bes de clima e isolamento que geram minimo impacto entre repeticdes dentro

dos grupos.

A estabilidade e qualidade do LABOCIEN-UNICEUB foram cientificamente
observadas através dos baixos desvios padrdo encontrados em todos 0s grupos
tratados, incluindo controle. Ambientes com qualidade geram confiabilidade nos
resultados e reduzem o numero de animais experimentais necessarios para testes in
vivo, tdo fundamentais para a comprovacdo de eficacia e inocuidade de produtos

injetaveis.

Créditos ao LABOCIEN devem ser concedidos, tanto a gestdo quanto equipe de
execugcdo e ambiente de trabalho. A reativagdo do biotério em atividades de
pesquisa, e compreensao da urgéncia no cumprimento de atividades com protocolos
ainda em construcdo, trouxe desafios para ambos lados, mas muito bem

conduzidos. O projeto foi viavel por essa interacao positiva e matua.
3.2 Animais experimentais

O projeto original solicitara 60 fémeas e 60 machos para amplo estudo de dose-
respostas de hormdnios nunca antes testados em ratos, tendo variaveis até entao
desconhecidas pelos proponentes. O pertinente questionamento do CEUA-UnICEUB
quanto ao numero de animais solicitados, levou a proposicdo que um teste-piloto
fosse executado antes de ampliar os testes potenciais, por ser um produto de efeitos
desconhecidos. Programado para ser iniciado em 08/2016, um gap de 3 meses foi
necessario para ajuste do numero total de animais necessarios no projeto
originalmente aprovado pelo UNICEUB-CNPq (PIC n2 004/2016).

13



Na busca de delineamentos confiaveis estatisticamente com namero minimo de
animais, a equipe do projeto propds, para as gonadotrofinas, executar o protocolo da
farmacopéia internacional por Steelman e Pohley (1953) denominado “Ovarian
weight in HCG-primed rats”, que sugere 6-8 fémeas pré-puberes/grupo. Para as
somatrotrofinas foi adotado mesmo numero de animais/grupo, em consonancia com
artigos internacionais (GUIMARAES et al., 1996; FARRIS, 2007).

Com argumentacéo e delineamento cientifico acordado, o Comité de Etica no
Uso de Animais do UniCEUB concedeu autorizagdo para uso de 7 animais por
tratamento. O documento para inicio de execucao do projeto (23/11/2016) coincidiu
com periodo de encerramento do semestre letivo, e recessos da equipe laboratorial
e professores. Sendo necessaria a producdo de ninhadas com animais entre 20 e 30

dias de idade, foi acertado o inicio para Fevereiro de 2017.

Assim, o projeto programou o uso de 35 fémeas e 28 machos Rattus novergicus
(inhagem Wistar heterozigota) pré-puberes para os testes de gonadotrofinas e
somatrotrofina, respectivamente. Apos o ajuste de casais, gestacdo e nascimento
em numero minimo para atender todos 0s grupos experimentais, teve inicio a

primeira acdo experimental dentro do biotério, em 1° de Junho.
3.3 Rotina do biotério no periodo experimental

Os jovens ratos pré-puberes foram desmamados com idade minima de 21 dias.
Na primeira 22 feira disponivel ap6és o desmame 0s animais foram pesados e
aleatoriamente distribuidos nos tratamentos. Individualizados em caixas com
maravalha, racdo e agua ad libitum, os tratamentos foram equitativamente

distribuidos nas estantes ventiladas.

Toda segunda e quinta-feira no decorrer do experimento a agua e ragao foram
trocadas para fins de pesagem para acompanhamento do consumo e para evitar
acumulo de saliva nas garrafas de 4gua. Nesses dias também houve avaliacdo da
maravalha e, nos casos em gue essa se encontrou suja ou molhada, foi realizada a

troca.

Durante os procedimentos experimentais, as caixas individuais foram retiradas

das estufas por estantes, em grupos de trés, e colocadas sobre uma mesa. Os
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animais foram retirados das caixas um por um, pela base da cauda, e foi realizada a
contencdo deste por um contendor devidamente equipado com EPIs (luva de latex
descartavel, jaleco e mascara descartavel), que consistiu no posicionamento do
polegar e do indicador na altura do pesco¢co do animal e tensdo da pele dessa

regido, impedindo a mobilidade do pescoco, evitando assim possiveis agressoes.

Outro voluntario também devidamente equipado com EPIs realizou a aplicacéo
do horménio no tecido subcutaneo inguinal enquanto o rato estava devidamente
contido. No caso das fémeas tratadas com 0,025 Ul, 1 Ul e 10 Ul de gonadotrofina
equina ou 10 Ul de eCG, que eram associadas a 4 Ul de hCG, foram realizadas
duas aplicacBes diarias, uma no tecido subcutaneo inguinal esquerdo e outra no
direito, alternando o que era aplicado de cada lado a fim de observar alguma

alteracao.
3.4 Parametros de pré-puberdade em Rattus novergicus

Os referenciais de pré-puberdade nos ratos foi regido por aqueles relatados na
literatura internacional, que citam idade entre 21-30 dias de vida e peso corporal
entre 40- 70g (STEELMAN e POHLEY, 1953; LUNENFELD, 2004; ALAVAREZ et al.,
2016).

3.5 Preparacao dos hormonios
Hormonios hipofisarios equinos

Todos os horménios hipofisarios foram obtidos com matéria-prima de abatedouro
registrado e inspecionado de Sao Gabriel-RS. Depois de congeladas no abatedouro
e remetidas a Brasilia-DF onde o processamento consistiu na limpeza e higienizagao
das pecas, seguida de trituragcdo e coagem, regulacdes de pH, centrifugacdo e
sucessivas didlises em membrana semi-permeavel. Os produtos utilizados no
processo de extragdo asseguram a inocuidade microbiolégica do mesmo. Os
extratos foram acondicionados em frascos de vidro estéreis para conseguinte
liofilizacdo. Os hormoénios destinados a todo o periodo experimental foram

provenientes de uma mesma partida de fabricacéo.
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Todos os horménios foram diluidos em solucdo fisiologica estéril, sendo
0,05ml/dose. As doses, mantidas em freezer -20°C eram descongeladas pelo calor
da palma das maos no momento de uso. Qualquer excedente diario contido nas
seringas descongeladas sera descartado, ndo sendo permitido o re-congelamento,
conforme recomendado para qualquer solucdo hormonal proteica diluida. Os
animais do Grupo Controle receberdo a mesma dose diéria de solucao fisioldgica,

gue servird como placebo.
Gonadotrofina comercial

A gonadotrofina comercial utilizada no experimento (Novormon®) foi diluida em
adgua para injecdo conforme indicado pelo fabricante. A dose foi ajustada para

volume final de 0,05ml, assim como os demais grupos.
3.6 Protocolos de tratamento hormonal
Gonadotrofinas

Um total de 35 ratas pré-puberes com peso vivo inicial médio de 42,59 g foram
distribuidas em 5 tratamentos: Placebo (solucéo fisioldgica), 0,025Ul, 1Ul ou 10Ul de
gonadotrofina hipofisaria equina, ou 10Ul de eCG (Novormon®). Os tratamentos
consistiram em uma aplicacéo diaria via subcutanea inguinal entre 18:00 h e 19:00
h, por 3 dias consecutivos, associados com uma dose 4Ul/dia de hCG para
potencializacdo dos efeitos FSH, conforme protocolo da farmacopéia internacional.
As fémeas foram mantidas em gaiolas individuais, estantes ventiladas, com ciclo de
12 horas escuro e 12 horas claro, agua e racdo ad libitum. Dezoito horas apds a

ultima aplicagdo os animais foram eutanasiados.
Somatotrofinas

A somatotrofina foi testada em 28 machos pré-puberes com peso corporal inicial
meédio de 50,7g nos tratamentos Placebo, 0,025Ul, 1Ul ou 10Ul de somatotrofina
hipofisaria equina por dose, via subcutanea, 3 dias/semana (22, 42 e 62), as 11:30 da
manha, durante 30 dias. Nenhum produto equivalente é comercializado no Brasil,

tendo sido inviavel estabelecer grupo padréo nos testes de somatotrofina.
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Os animais foram mantidos em gaiolas individuais em estantes ventiladas, com
ciclo de 8 horas escuro e 8 horas claro, agua e racao ad libitum. Ao final dos 30 dias

experimentais 0s animais foram eutanasiados.
3.7 Dissecacéo e avaliacao dos animais

Ao final do experimento a eutanasia dos animais foi conduzida em grupos de até
oito individuos por secao, evitando alteracado post-mortem do material biolégico. De
acordo com as boas praticas de bem-estar animal, os animais foram removidos do

biotério com atitudes para minimizar o estresse de modificacdo de ambiente.

Cuidadosamente conduzidos em carro inoxidavel de transporte coberto com
lencol, foram individualmente colocados em camara de inalagdo. O baldo de
oxigénio foi ligado seguido pela abertura do fluxdmetro do cilindro de gas carbénico
a 30 Ib. Aproximadamente 2,5 a 3 minutos de tempo foram observados entre a perda
de consciéncia, aprofundamento do plano anestésico até o 6bito, confirmado por

Médico Veterinario, conforme legislacdo de biosseguraca.

Em laboratério previamente preparado no LABOCIEN, foi verificado peso
corporal (g) e comprimento (cm), e executada inspecdo externa dos animais
eutanasiados. A necropsia era iniciada com a inspecao da cavidade abdominal e
remocdo do trato reprodutivo, sendo imediatamente enviado para o0s

processamentos seguintes.

Em seguida, tinha inicio coleta de Orgados fundamentais com a remoc¢édo do
conjunto figado-baco, seguida pelo conjunto rins-adrenais. Na cavidade toraxica era
removido o conjunto pulm&o-coragdo. Nesse momento todas as pecgas eram fixadas
para enviado "a UnB. Com carcaca livre das pecas principais, 0 membro posterior

esquerdo foi removido e congelado para analise do desenvolvimento da tibia.
3.8 Avaliacéo histolégica

Imediatamente a necropsia os 6rgdos avaliados eram fotografados. Apds
pesagem, as pecas foram integralmente fixadas em formaldeido 10%, a nao ser o

figado, que teve apenas bidpsia amostrada. As amostras eram enviadas para
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processamento pelo Laboratério de Patologia Animal da Universidade de Brasilia

(UnB) para processamento e avaliagao histolégica das estruturas.

Na UnB as pecas fixadas foram preparadas em laminas e coradas em
Hematoxilina-Eosina. Nos ovérios das fémeas foram identificados e contados
foliculos antrais, foliculos em crescimento, corpo hemorragico e corpo liteo. As

amostras dos machos seguem em processamento.
3.9 Andlise de dados

Para avaliacdo da resposta as gonadotrofinas foram calculadas as médias de
peso corporal inicial, peso corporal final (post-mortem imediato), consumo de agua,
consumo de racdo e peso ovariano. Para avaliagdo da resposta a somatotrofina
foram calculadas as médias de peso corporal inicial, peso corporal final (post-
mortem imediato), comprimento, e pesos das visceras figado, coragdo, baco e rins.
Todos os tratamentos tiveram delineamento inteiramente casualizado com 7
repeticdes, sendo as meédias resultantes comparadas pelo teste de Tukey ao nivel
de 1% de probabilidade.

4. Resultados e discussao
Quanto ao ciclo bioldgico dos ratos LABOCIEN

A andlise histologica do primeiro lote de ovarios (n=14) revelou puberdade acima
de 60g, peri-puberdade entre 60-50q, e pré-puberdade abaixo de 50g. As constantes
pesagens e acompanhamento comportamental ajudaram a entender o ciclo biol6gico
dos animais do micro-ambiente proporcionado pelo LABOCIEN para atingir as metas

do projeto.

Assim, foi descoberto que, nos animais daquele periodo experimental, a pré-
puberdade de fémeas e machos seria atendida com peso corporal inicial entre 32-
49g. Um eficiente planejamento de ninhadas e sincronia de partos permitiu rapido
delineamento e execucdo do experimento formal, finalizando o Ultimo lote

experimental em 28 de Junho de 2016.
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Quanto ao tratamento com gonadotrofinas

Nenhuma reacédo local ou alteracdo foi observada na regido de aplicacdo, ou
mudanca de comportamento nas fémeas. Foi notado, entretanto, que reagiam muito

a aplicacao do hCG, ficando inquietas e ruidosas a aplicacéo.

Tabela 1 — Avaliacdo de dose-resposta ovariana para FSH* em fémeas Rattus
novergicus (Linhagem Wistar heterozigotas) pré-puberes induzidas com
gonadotrofina hipofisaria equina em trés diferentes concentracdes e gonadotrofina
coribnica equina (eCG) de uso comercial (10Ul/dia).**

Peso corporal (g) Ganho de Peso Peso ovariano
Tratamento n
Inicial Final Absoluto Relativo Absoluto  Relativo

(9) (%) (9) (%)

Placebo 7 43,092 55332 12,232 30,722 0,272 0,462
0,025 Ul 7 42,092 53972 11,872 28,042 0,37 &P 0,63°
1Ul 7 44,462 56,622 12,158 29,292 0,36 &b 0,63°

10 UI 7 40,792 53292 12,49% 30,422 0,51P 1,01¢
eCG 7 42552 53472 10,922 26,752 0,42 &b 0,830

* 3 doses diarias consecutivas as 18 horas, via subcutanea, todas associadas 4 Ul de hCG, com finalizag&o do experimento 18
horas apo6s Ultima aplicacéo. Regime de 12 horas/luz/dia.
** Novormon® (Zoettis-Argentina)

O menor peso ovariano (0,46g) e a auséncia de estruturas de ovulacdo (corpo
hemorragico ou lateo) no grupo Placebo conferiu seguranca ao experimento por

confirmar que a média de peso corporal inicial de 42,599 foi pré-pubere.

A média de peso ovariano do grupo 10Ul gonadotrofina hipofisaria equina (1,019)
foi similar (p<0,01) ao grupo padrédo, com 10Ul de eCG (0,83g). De acordo com o
protocolo sugerido por Steelman e Pohley (1953), o resultado comprovou a atividade
de FSH da gonadotrofina hipofisaria equina em ratos segundo as normas

internacionais.

As imagens macroscopicas (Figura 1) também mostraram que ha diferencas no
padrdao de irrigacdo sanguinea, sendo o Placebo o0 menos expressivo nessa

observacéo. Futuros estudos devem incluir essa andlise.
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Figura 1 — Imagem fotografica do aparelho reprodutor de fémeas Rattus novergicus
grupo Placebo (A), 0,025UI (B), 1UI (C) ou 10Ul (D) de gonadotrofina equina, e 10Ul
de eCG (E).

Fonte: Arquivo fotogréfico Projeto 004/2016 — disponivel
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Com a parceria com a UnB foi possivel analisar parte dos tecidos ovarianos a
tempo das publicagbes. Os demais tecidos continuam sendo processados e
compordo publicacdo completa no futuro. As avaliagdes histolégicas dos ovarios

amostrados estdo sumarizadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Avaliacédo histologica de ovarios de fémeas Rattus novergicus (Linhagem
Wistar heterozigotas) pré-puberes induzidas com gonadotrofina hipofisaria equina
em trés diferentes concentracdes e gonadotrofina coridnica equina (eCG) de uso
comercial (10Ul/dia).*

Estruturas ovarianas**

Tratamento™ N

Foliculos Foliculos Corpo hemorragico Corpo liteo
Antrais crescimento Total Média Total Média
Placebo 3 Numerosos Numerosos 0 0 0 0
0,025 Ul 3 Numerosos Numerosos 0 0 9 3
1Ul 3 Numerosos Numerosos 0 0 5 1,7
10 UI 2 Numerosos Numerosos 1 0,5 10 5
eCG 2 Numerosos 0 0 11 55
Numerosos

* Amostras aleatérias de cada grupo.
** Foliculos anovulatérios/cistos foram ndo foram observados nos ovarios amostrados.

Todos os demais grupos de gonadotrofina hipofisaria equina também foram
capazes de induzir ovulacao, confirmada pela presenca de corpo IUteo. Isso indica

atividade de FSH em todas as concentracfes propostas.

Foi interessante observar que o grupo 0,025Ul promoveu ovulag¢des, bem como o
grupo 1UI, estabelecendo parametro com equino. A dose 0,025Ul foi proposta de
acordo com a relacdo atual de dose em equino de 125Ul /500kg peso corporal. Tal

entendimento € muito valioso para ajuste de bioequivaléncia hormonal.

Um dos problemas relatados no uso do eCG, pelas caracteristicas das proteinas
presentes e farmacodindmica do produto hormonal, € manter concentracdo
plasmatica por até 3 dias (LUNENFELD, 2004; ALVAREZ et al., 2016). Com as 3
aplicacdes consecutivas, conforme protocolo internacional, € possivel ter ocorrido

efeito somatério nos grupos de dose mais elevada.
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Conhecer um horménio protéico a ponto de poder ajustar finamente as doses
terapéuticas € um beneficio, pois aumenta a precisdo e pontualidade dos efeitos
desejados. O tema inducdo de ovulacdo é tdo atual que foi publicado um estudo
conjunto da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA) e o Instituto
de Pesquisas Nucleares e Energéticas (IPEN-CNEN) sobre os perfis proteicos e
atividade bioldgica do eCG em 4 produtos comerciais importados pelo Brasil e
produto padrdo internacional da Sigma® (ALVAREZ et al.,, 2016). O artigo
comprovou ser o Novormon®, usado como controle-padrdo do presente projeto,
aquele de qualidade biol6gica de proteina mais compativel com o padréo

internacional.

Por outro lado, os parametros biologicos relatados por Alvarez e seus
colaboradores utilizando fémeas Rattus novergicus produzidas pelo CEMIB-
UNICAMP, mesma origem genética dos animais do LABOCIEN, foram muito
contrastantes. Os autores relataram inicio dos tratamentos com fémeas pré-puberes
Wistar de peso corporal inicial médio de 65,59 aos 21 dias de idade. Assim, 0s
animais do IPEN-CNEN estariam desmamando 3 vezes mais pesados do que a
média encontrada no LABOCIEN.

Diferencas como esta dificultam a execucdo de delineamentos precisos ha
reproducao. Por seus ganhos em informacédo para o biotério do UNICEUB, a equipe
entendeu que o trajeto de investigacdo resultante desse projeto, mesmo utilizando
namero maior de animais, tenha sido importante e necessario para futuros trabalhos
de todas as éareas. Relatérios e dados estdo todos disponiveis para andlise do
LABOCIEN e CEUA-UNICEUB (Livro-Ata PIC 004/2016).

Quanto a somatotrofina

Nos primeiros lotes experimentais a contencao foi realizada com a utilizacéo de
um pano, que era colocado por cima da cabeca e pescoc¢o do animal, o que impedia
a visualizagdo do contendor. Apds 2 semanas, 0 pano foi enviado para limpeza sem

retornar, e a contencéo passou a ser realizada sem o mesmo.
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Coincidentemente, casos de coceira cronica no pesco¢o apareceram em todos
0S grupos, inclusive placebo, mas sem prejuizo para a saiude dos animais. 1sso
levou a equipe a associar a contencdo diretamente com a luva como um possivel
efeito irritante no local. Apés alguns dias, houve reducdo dessa reacdo. Amostras de

tecidos foram fixadas para analise histolégica, para fins de investigagao.

Apesar do projeto ndo ter criado mecanismos especificos de avaliagcdo de
comportamento, a percepc¢ao foi natural. Assim, apos 15 dias de aplicacdes a equipe
observou mudanca de comportamento nos machos do tratamento de 10 Ul, notando
maior agressividade e agitacdo durante 0 manejo e contengcao, se contorcendo ao
serem contidos, emitindo muitos ruidos e por vezes tentando morder o contendor ou

o aplicador.

Os resultados do uso de somatrotrofina hipofisaria equina nos machos estao

sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Medidas corporais e de 6rgdos fundamentais (g) de machos Rattus
novergicus (Wistar heterozigotos) pré-puberes tratados por 30dias* com
somatotrofina hipofisaria equina em trés diferentes concentracoes.

Comprimento

Peso corporal (g) Peso 6rgéos Total (cm)
Tratamento Ganho
Inicial Final diari Figado Coracdo Baco Rins
iario
Placebo 44,92 211,52 162,012 12,382 0,932 0,698 2,42 35,212
0,025 Ul 52,542 210,58% 158,052 11,962 0,922 0,712 2,232 36,072
1Ul 55,82& 219,372 163,542 12,632 0,972 0,72 2,312 36,042
10 UI 49,382 214,432 165,112 12,642 1,012 0,728 2,412 35,682

2 Teste de Tukey (p<0,001).
* Total de 12 doses/individuo com regime de aplicagdo na 22, 42 e 62-feira as 11.30 da manh&, em volume final de 0,05ml por
aplicacéo no tecido subcutaneo inguinal.

N&o houve diferenca entre as médias de peso corporal final (50,7g), comprimento
(35,8cm), ou peso meédio relativo dos 6rgaos fundamentais, bem como seu aspecto.
Todos os 6rgaos avaliados em todos os tratamentos foram fixados em formaldeido
10% para anélise microscopica.
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As imagens macroscopicas do aparelho reprodutor dos machos (Figura 2)
revelaram aparente diferenca no padrdo de irrigacdo sanguinea, com maior
ramificacdo e espessamento aparente nos vasos dos testiculos, epididimo, ducto
deferente, vesicula seminal e plexo pampiniforme. Houve também aparente
incremento de gordura justaposta aos 6rgaos fundamentais e plexo pampiniforme. A
andlise dos cortes histoldgicos pela UnB sera necessaria para conclusdes precisas.

Figura 2 — Imagem fotogréafica do aparelho reprodutor de machos Rattus novergicus
tratados com Placebo (A), 0,025Ul (B), 1Ul (C) ou 10Ul (D) de somatotrofina

hipofisaria equina.
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Assim como nas gonadotrofinas, profundo interesse tem sido demonstrado
pelo estudo das somatotrofinas, e de forma muito relevante seus efeitos na
reproducdo. Dos peixes aos humanos, a somatrotrofina, ou hormdnio do
crescimento, ou GH, atua e regula direta e intensamente o eixo-hipotalamico-
hipofisario-gonadal das gonadotrofinas, e atua da mesma forma no estimulo da
mitose esteroidogénese celular no aparelho reprodutor de machos e fémeas
(COCHRAN et al., 1999; HULL e HARVEY, 2000, 2001, 2014).

hY

Da estimulacdo de angiogénese a multiplicagcdo de células germinativas e
qualidade celular, diversos trabalhos citam os parametros de modificacdo do GH
sobre a irrigacdo, assim como encontrado nos grupos tratados no presente projeto.
Apesar de estarem disponiveis para cortes na UnB, sera necessario estudar a
melhor metodologia para analisar angiogénese e alteragdes morfogénicas profundas
das células.

Outra observacao interessante surgiu durante a necropsia. Apesar de nao ter
ocorrido desenvolvimento corporal distinto entre os grupos, sutilezas passaram a ser
observadas a medida que a equipe ficava mais habilidosa. Duas foram marcantes no
grupo de 10UIl. A primeira um maior sangramento a necropsia. O segundo sobre a

distribuicdo da gordura corporal.

Nenhum grupo apresentou gordura subcutanea ou superficial na musculatura.
Por outro lado, foi notavel o incremento de gordura abdominal localizada rente as
laterais da coluna vertebral, especialmente peri-renal, e junto ao aparelho
reprodutor. De coloracdo brancacenta e extremamente friavel, tinha aspecto de

recente formacgao.

Tal informagcdo deve ser estudada e encarada como sintoma precioso da
atividade somatogénica. Isso porque o GH é um hormdnio catabdlico-anabdlico,
nessa ordem no tempo. Suas atividades a curto prazo envolvem ativagdo metabdlica
geral, interferindo inclusive na ativagdo do TSH e GnRH hipotalamicos nessa
intencdo. Com isso, promove constante e gradual incremento da disponibilidade de
glicose circulante, que sera direcionada especialmente para aqueles 6rgdos mais
metabolicamente ativos. Na busca de recursos nutricionais que contribuam com a

riqgueza plasmatica de glicose, a lipiddlise em prol de gliconeogénese requer boa
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parte dos recursos imobilizados na forma de gordura superficial, ou de cobertura
(HULL e HARVEY.

Essa atividade promove uma cascata de modificacfes organicas em um quadro
fisiologico denominado de diabetogénico. O estado diabetogénico tem sido
muitissimo explorado pela endocrinologia, pois é encontrado em um grande namero
de distarbios enddcrinos como a diabetes, hipertiroidismo, terapias com corticoide e

outras.

Dentro do tema, surgiu nos ultimos anos interesse por um conjunto de problemas
associados com efeitos diabetogénicos, a sindrome metabdlica. Com uma
complexidade multifacetada, o fator patognoménico é a gordural visceral, mais
especialmente aquela justaposta ao abdémen dorsal, préximo aos rins (FILHO et al.,
2006) Descritivamente a mesma encontrada nos grupos de somatotrofina equina de

dose alta, principalmente.

O experimento de GH desse projeto foi delineado para cumprir a mais suave
posologia possivel, ja que seriam 30 dias em tratamento. Terapeuticamente, esse
corresponde ao um periodo catabdlico de intenso ajuste do metabolismo. Nesse
sentido, o experimento englobou esse estado fisiologico, jA que a atividade

anabdlica conjunta é observada com tempo minimo de 60 dias.

Em intensa atividade catabolica, € esperado que o efeito diabetogénico estaria
presente, e a gordura abdominal encontrada passaria a ser uma evidéncia
importante para futuros estudos. As investigacbes desse campo querem coleta de

materiais in vivo para acompanhamento plasmatico de distintas substancias.

Para fins de efeitos anabdlicos novos delineamentos deverao ser propostos,
permitindo a avaliagdo a longo prazo. A auséncia de reacOes indesejaveis nos

grupos tratados foi um achado muito importante.
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5. Consideragdes finais

As orientacdes de cautela propostos pelo CEUA-UNICEUB quanto ao numero de
animais foi fundamental para definicho de um protocolo minimo e eficiente.
Originalmente solicitando 120 animais, contra os 63 realmente necessarios, nenhum

animal excedente deixou de contribuir cientificamente e em amplo beneficio.

Saber da importancia em conhecer o ciclo biolégico das populacées no momento
de um experimento no biotério do LABOCIEN, ja que isto pode mudar, ajuda
imensamente na conducdo de delineamentos de pesquisa mais assertivos e uso
minimizado de animais. As informacfes e habilidades conjuntas das equipes
incrementadas durante as atividades reforcam a confianga nos resultados obtidos

nos presentes experimentos.

O sucesso na atividade biolégica das gonadotrofinas hipofisarias equina foi
ganho inestimavel do projeto. Apdés 13 anos de estudos em equinos e ensaios e
outras espécies, a confirmacdo de sua atividade em Rattus novergicus nesse
experimento torna mais clara a capacidade de atividade heteréloga do hormonio,

como esperado para o equino como fonte da matéria prima.

A capacitacdo dos estudantes e a dedicacdo nas atividades, ocorridas durante o
periodo de provas semestrais e férias, mostrou a importancia da iniciacao cientifica.
Com equipe flutuante de até 10 estudantes voluntarios, o projeto foi precisamente
conduzido por 3. Por fim, 5 estudantes estdo hoje interessados nos projetos
cientificos, e devem progredir para estudos em outras espécies. Uma estudante foi
selecionada para dar continuidade no entendimento do biotério, com animais sendo
renovados, bem como a extensdo dos conhecimentos para outros grupos de

pesquisa e projetos.

O envolvimento dos estudantes com o projeto, o ambiente do biotério e a
observacéo animal foram fundamentais para entender efeitos dos hormdnios, efeito
do animal, efeito da altura na prateleira (que interferiu no desenvolvimento no GH),
agressividade do grupo 10Ul de somatotrofina, reacées de vocalizacdo exacerbada
a aplicagdo de hCG. N&o utilizar o pano de contencdo foi outro ganho, de
aprendizado sobre a importancia de cada detalhe para os quais séo instruidos. A
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hipotese de alergia a manipulagdo com luva foi levantada pelos estudantes. A razao
para nao utilizar era superavel, mas duvidas sobre a origem das coceiras, e
chamando atencdo a consciéncia cientifica. A auséncia de outros sinais de reagao

adversa foram pontos muito positivos do trabalho.

Na branda posologia executada para a somatotrofina equina apenas sinais
ténues foram observados, e deverao ser aprofundados com a analise de cortes
histolégicos, bem como delineamentos mais direcionados para periodo mais longo.
A avaliacdo morfometrica da tibia esquerda esta sendo executada, e devera compor
novas analises, sendo incluida em publicagcdo completa de artigo.

Enfim, o projeto atingiu seus objetivos quanto "a motivacdo e capacitacao de
estudantes, confirmacdo da atividade das gonadotrofinas e indicagbes importantes
da atividade da somatrotrofina equina. Novas proposi¢coes, mais precisas e objetivas

serdo possiveis apos o rico trabalho desenvolvido.
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