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1. INTRODUCAO

A castracdo é um importante procedimento para o controle de populagdes
selvagens e para melhorias no manejo e na qualidade da carne de animais
destinados ao consumo. Entretanto, os métodos disponiveis atualmente envolvem
métodos cirdrgicos que podem gerar dor excessiva e complicacbes pos-
operatorias (SIEL et al., 2016), tornando relevante o desenvolvimento de métodos
de castracdo ndo cirlrgicos. As vacinas contraceptivas permitem a inducédo de
uma resposta imune humoral e/ou celular contra hormonios/proteinas envolvidos
na cascata reprodutiva, interferindo nas suas funcdes bioldgicas e blogueando a
fertilidade (JUNCO et al., 2007; GUPTA e BANSAL, 2010).

Um dos principais alvos para o desenvolvimento de vacinas
imunocontraceptivas € o horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). Trata-se
de um decapeptideo hipotalamico responsavel por fornecer o estimulo primario
para o eixo reprodutivo de mamiferos machos e fémeas. A imunizacdo ativa
contra o0 GnRH neutraliza o0 GnRH enddgeno, criando uma barreira imunolégica
entre o hipotalamo e a glandula pituitaria anterior, impedindo a ligagdo do GnRH
com seus receptores da gonadotrofina hipofisaria. Esse processo leva a
supresséao da secrecao de gonadotrofinas, inibindo, assim, a esteroidogénese e a
gametogénese (HERBERT e TRIGG 2005; HAN et al., 2016).

Um obstaculo para o desenvolvimento de imunocpntraceptivos anti-GnRH
€ a baixa imunogenicidade da molécula. O uso de adjuvantes, a associacdo com
moléculas transportadoras e a conjugacao de varias cOpias de horménios séo
estratégias promissoras para aumentar a imunogenicidade do alvo (FERRO et al.,
2004). A subunidade B da enterotoxina termlabil de Escherichia coli (LTB) foi
avaliada como um adjuvante molecular (CONCEICAO et al., 2006) e é
caracterizado como uma molécula de sinalizacdo potente com a capacidade de
estimular uma forte resposta sistémica e uma resposta secretora de anticorpos
IgA contra antigenos co-administrados ou acoplados (YAMAMOTO et al., 2001;
CONCEICAO et al., 2006). A atividade adjuvante do LTB esta diretamente
relacionada a sua atividade de ligacdo aos gangliosideos GM1 (NASHAR et al.,
2001). LTB recombinante fundido com antigenos recombinantes pode representar
uma abordagem alternativa para o desenvolvimento de novas estratégias de
imunocontracepc¢ao.

O objetivo deste estudo foi avaliar a antigenicidade e o potencial
imunogénico de uma quimera contendo o horménio liberador de gonadotropina
(GnRH) e a subunidade B da enterotoxina termolabil (LTB) de Escherichia coli em
bovinos visando o desenvolvimento de novas vacinas imunocontraceptivas.
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2. METODOLOGIA

A sequéncia GnRH/LTB foi clonada no vetor pAE (RAMOS et al., 2004) e o
plasmideo recombinante pAE/GnRH/LTB foi transformado, através de choque
térmico, em células de E. coli BL21 Star™ (DE3). A expressao da proteina
recombinante GnRH/LTB foi realizada conforme descrito por Gil et al (2013). A
proteina recombinante foi purificada através de cromatografia de afinidade
utilizando coluna carregada com niquel (1 ml HisTrap™) em sistema de
cormatografia automatizado (GE Healthcare). A expressdo e purificacdo de
rGNRH/LTB foram verificadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e caracterizada através de Western blot utilizando anticorpos anti-
GnRH (1.400) e anti-CT (1.5000). A concentracdo da proteina foi determinada
atraveés de curva de BCA, utilizando BCA Protein Assay kit (GE Healthcare).

Neste estudo, a imunogenicidade da proteina rGnRH/LTB foi avaliada em
vacas. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, contendo 8 em
cada. O grupo 1 foi vacinado com 150 pg de rGnRH/LTB adicionado de
Montanide (Sigma) e o grupo 2, controle, foi inoculado com solucdo salina
fosfatada (PBS) acrescida de Montanide. Os animais foram vacinados via
intramuscular, nos dias 0 e 28. Foram realizadas coletas de sangue a partir da
veia jugular, a cada 7 dias, até o final do experimento (dia 56). Os animais
tiveram o ganho de massa monitorado durante todo o experimento

Todos os procedimentos realizados estdo de acordo com as diretrizes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal da UFPel (CEEA 1039).

A avaliacdo da resposta imune humoral foi verificada através de ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Placas de 96 cavidades foram revestidas com 100 ng /
cavidade de rGnRH/LTB diluidas em tampé&o carbonato bicabornato (pH 8,0) e
incubadas por 16 h a 4 °C. Os soros foram diluidos (1:200) em PBS e aplicados
em triplicada as placas. Posteriormente, foram adicionados anticorpos anti-lgG de
bovino conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, USA), diluidos 1:10.000 em PBS.
Entre cada etapa as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-T e incubadas por 1
h a 37 °C. Por fim, foi adicionado 100 pL de solugdo de revelagdo (10 mL de
tampdao para substrato, 0,004 g de Ortho-Phenylenediamine (Sigma-Aldrich) e 15
uL de H,0,), deixando reagir por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente.
Para interromper a reacédo, foram adicionados 50 pL por cavidade de H,SO,4 2N.
As absorbancias foram medidas em leitor de microplacas EZ Read 400
(Biochrom, UK) com filtro de 492 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proteina rGnRH foi expressa de forma insoluvel, sendo solubilizada em
tampédo contendo 8 M de ureia. A avaliacdo da expresséo, apos purificacdo da
proteina, demonstrou a presenca de uma banda de 21 kDa, em SDS- PAGE
(Figura 1A), sugerindo a expressado de rGNRH/LTB. A expressao da proteina foi
confirmada pela deteccédo por anticorpos anti-GnRH e anti-CT através Western
blot (Figura 1B).

Um dos principais fatores relacionados a obtencdo de uma vacina
imunocontraceptiva anti-GnRH é a inducdo de uma resposta imune eficaz contra
GnRH. A imunizacado ativa contra a molécula de GnRH resulta na producéo de
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liberacdo do hormonio luteinizante (LH) e do horménio foliculo-estimulante (FSH)
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(KHAN et al., 2007). A maioria das vacinas anti-GnRH €& baseada na incorporacao
de uma proteina transportadora a molécula alvo, no entanto, a presenca de certas
moléculas transportadoras leva a supressdo da resposta anti-GnRH (SAD et al.,

1991).
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Figura 1. Expressdo e caracterizacdo de rGnRH/LTB. A) Eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 1. Marcador de massa molecular; 2. Expressao da molécula rLTB em
E. coli; 3. Expressédo de rGnRH/LTB em E.coli. B) Western blot de rGnRH/LTB. 2. Soro anti-GnRH;
3. Anticorpo anti-CT.

Um estudo prévio, realizado por nosso grupo de pesquisa, demonstrou que
a vacinagdo com rGnRH/LTB induziu altos niveis de anticorpos especificos contra
o GnRH, alterou o tecido gonodal e modulou os niveis de testosterona em
camundongos. Além disso, foi observada uma mudanca comportamental nos
animais vacinados, como a diminuicdo da agressividade e do interesse sexual
(ESLABAO, 2016). No presente trabalho, verificamos a imunogenicidade desta
molécula em bovinos. A vacina rLTB/GnRH foi capaz de induzir resposta imune
especifica, com a presenca de anticorpos IgG superiores ao grupo controle, a
partir do dia 28 e estaveis até o final do experimento, dia 56 (Figura 2). O ganho
de massa nos animais vacinados foi superior ao grupo controle ao longo do
estudo, caracteristica desejavel em animais de producao.
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Figura 2. Resposta imune humoral (IgG) de bovinos vacinados com GnRH/LTB. Os animais
foram vacinados nos dias 0 e 28. Os soros foram avaliados em pool e o gréafico representa a
média com desvio padréo obtido nas triplicatas. A diferenca estatistica (*) em relacdo ao grupo
controle foi determinada através de ANOVA one-way seguida de Tukey multiple comparison (P <
0.05).
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Para confirmar o efeito imunocontraceptivo de GnRH/LTB em bovinos
analises teciduais e de dosagens hormonais serdo realizadas. Posteriormente, o
ensaio sera realizado com um namero maior de animais.

4. CONCLUSOES

A molécula GnRH/LTB foi capaz de desencadear resposta imune humoral
(IgG) em bovinos vacinados, demonstrando seu potencial para uso como
antigeno em uma vacina imunocontraceptiva.
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