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RESUMO

PEREIRA, Juliano Lacava. Expressao heteréloga da quimera LTB/GnRH
sintética em Pichia pastoris e seu efeito na resposta imunolégica e no epitélio
seminifero de camundongos. 2011. 62 f. Dissertagcdo (Mestrado) — Programa de
Po6s-Graduagao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Diversas proteinas recombinantes estdo sendo pesquisadas para utilizagdo na
imunocontracepgdo de mamiferos. Entre elas, o hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), entretanto devido ao seu baixo peso molecular ha
necessidade de associa-lo a uma molécula carreadora. Dentre as plataformas
eucaridticas, encontra-se a levedura Pichia pastoris que tem possibilitado expressao
e modificagbes pods-traducionais das proteinas recombinantes. O objetivo deste
trabalho foi clonar e expressar a quimera LTB/GnRH em P. pastoris, visando sua
utilizagdo como imunocontraceptivo. Para tanto, sequéncias com os coédons
preferenciais de P. pastoris da proteina foram sintetizadas e clonada no plasmideo
pPICZaB. O plasmideo foi propagado e transformado na levedura por eletroporagao.
As colbnias transformadas foram selecionadas por resisténcia antibidtica e
confirmadas por Colony Blotting. O clone selecionado foi cultivado e apds indugao
expressou a proteina no sobrenadante. A proteina foi concentrada e utilizada como
antigeno vacinal. Camundongos BALB/c machos foram vacinados com duas doses
de 100ug de LTB/GnRH adsorvidas em hidréoxido de aluminio com intervalo de 15
dias. A resposta imune foi avaliada por ELISA, mostrando soroconversdo nos
animais imunizados. A concentragdo espermatica no grupo controle foi 16,93 x 10" e
no grupo imunizado 8,00 x 10’ espermatozdides/mL. A imunizagdo induziu a
reducdo da espermatogénese (p < 0,05), vacuolizagdo nos tubulos seminiferos e
desorganizagao testicular. Concluiu-se que a levedura foi capaz de expressar a
proteina LTB/GnRH recombinante e a mesma apresentou potencial

imunocontraceptivo em camundongos.

Palavras-chave: Imunocontraceptivo. Vacinas recombinantes. Espermatogénese.

Levedura.



ABSTRACT

PEREIRA, Juliano Lacava. Heterologous expression of
chimera synthetic LTB/GnRH in Pichia pastoris and its effect on immune response
and in the seminiferous epithelium of mice. 2011. 62 p. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pds-Graduagcdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Several recombinant proteins have been studied as immunocontraception agents in
mammals, among them the Gonadotropin-releasing hormone (GnRH). Nevertheless,
due to its low molecular weight, GnRH needs to be conjugated with a carrier protein.
Among the eukaryotic platforms the yeast Pichia pastoris, which are able of
promoting post-translational modifications to expressed recombinant protein. The aim
of this study was to clone and express the GnRH/LTB chimera in P. pastoris, and to
test it as an immunocontraceptive. In order to accomplish this, sequences of P.
pastoris codons usage were synthesized and cloned into the plasmid pPICZaB. The
plasmid containing the sequence were propagated and transformed into yeast by
electroporation. The transformed colonies were selected by resistance to antibiotics
and confirmed by Colony Blotting. The selected clone was cultivated, induced and
the protein expressed in supernatant. The protein was concentrated and used as a
vaccine antigen. BALB/c males mice were vaccinated twice 15 apart with 100ug de
LTB/GnRH adjuvanted with aluminum hydroxide. The immune response was
evaluated by ELISA, showing seraconversion in vaccinated animals. The sperm
concentration in the control group was 16.93 x 10’ and 8.00 x 107 sperm/mL in the
immunized group. Vaccination caused a reduction of spermatogenesis (p < 0,05),
vacuolization and disorganization of the seminiferous tubules. We concluded that the
yeast was able to express the recombinant protein LTB/GnRH, and it demonstrated

immunocontraceptive potential in mice.

Keywords: Immunocontraceptive. Recombinants Vaccines. Spermatogenesis. Yeast.
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1.0 INTRODUGAO GERAL

Diversos alvos imunocontraceptivos vém sendo estudados nas ultimas
décadas, tais como o B-HCG, zona pelucida, antigenos espermaticos e o GnRH. A
tecnologia do DNA recombinante alavancou este tipo de pesquisa, possibilitando a
producdo destas proteinas em microrganismos. Diversas sdo as plataformas de
expressao, por exemplo, a bactéria Escherichia coli, ghost bacteria, Baculovirus em
cultura de tecidos e as leveduras, como Sacharomyces cerevisiae e Pichia pastoris.
A P. pastoris quando utilizada para expressdo de proteinas, costuma oferecer
caracteristicas importantes como altas concentracbes do produto expresso e
modificagdes pods traducionais, tornando-se mais econdmica na expressao de
proteinas em escala industrial. Portanto, esta levedura foi escolhida como plataforma
de expressao da quimera LTB/GnRH neste trabalho.

Uma das proteinas mais interessantes para utilizagdo como
imunocontraceptivo em mamiferos € o Hormdnio Liberador de Gonadotrofinas
(GnRH), um decapeptideo descrito por Schally et al. em1971. Existem trabalhos
mostrando seu uso como alvo imunocontraceptivo em humanos, animais domésticos
e selvagens. Seu uso para humanos esta voltado para a terapéutica do cancer de
prostata, baseado na reducdo dos niveis de testosterona ocasionado pelo bloqueio
deste hormdnio. Em animais domeésticos, por exemplo, os suinos e os bovinos de
corte, o imunocontraceptivo tem por objetivo a melhoria da qualidade da carne e em
caes, visa o controle populacional.

O GnRH, por ser um hapteno, foi fusionado com a porcdo B da Enterotoxina
Termolabil de Escherichia coli (LTB), uma proteina imunogénica capaz de
desencadear respostas imunes de mucosas e sistémicas, que tera um papel de
carreadora do GnRH. Uma das suas utilidades no ramo da Biotecnologia € na
construcao de vacinas, principalmente para estimular imunidade de mucosas, além
de ser usada como molécula carreadora em imunocontraceptivos. Em
imunocontraceptivos recombinantes, a LTB mostrou ser capaz de servir como uma
carreadora dos horménios relacionados a reproducao, tais como o B-HCG expresso

em P. pastoris € 0 GnRH expresso em E. coli.



2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
- O objetivo geral deste estudo foi produzir um imundgeno anti-GnRH

recombinante para utilizar como método contraceptivo em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos
- Clonar e expressar a quimera sintética LTB/GnRH em Pichia pastoris;
-Imunizar e avaliar a resposta de anticorpos anti-GnRH em camundongos;

- Avaliar o efeito da imunizag&o nos testiculos dos camundongos.



3.0 REVISAO DA LITERATURA

Embora muitos métodos tenham sido utilizados no controle de natalidade, ndo
ha contraceptivo ideal que seja seguro, eficaz e amplamente aceitavel. Uma
caracteristica que € indiscutivelmente importante é a falta de efeitos negativos de um
método anticoncepcional na saude da espécie em estudo e a reversibilidade dos
mesmos (AITKEN, 2002; YODER & MILLER; SUN et al., 2010).

Segundo a Global Health Council (2011), mais de 700.000 mortes ocorreram
entre 1995 e 2000, relacionadas a causas associadas com gravidezes indesejadas,
sendo que mais de 400 mil dessas mortes resultaram de abortos inseguros. Isso
indica que os contraceptivos existentes nao estdo disponiveis ou estdo de forma
inadequada. A necessidade de contraceptivos seguros e eficazes foi destaque em
dois relatorios do Instituto de Medicina, publicados em 1996 e 2004 (HARRISON &
ROSENFELD, 1996; NASS & STRAUSS, 2004). Outros beneficios para a saude que
os contraceptivos podem ter € a prevencdo do carcinoma de mama e prostata
(AITKEN et al., 2008).

Os métodos contraceptivos para homens e para mulheres podem ser
divididos em 4 grupos: esterilizagdo cirurgica, uso de esterdides, métodos de
barreira (fisica ou quimica) e imunoldgicos.

A esterilizagdo cirurgica consiste, na mulher, em ligadura tubaria
(salpingectomia parcial). Esta técnica bloqueia a possibilidade de contato entre os
gametas femininos e masculinos (BARACAT & LIMA, 2005; TANAGHO &
McANINCH, 2007). No homem, a cirurgia € a vasectomia, que obstrui o ducto
deferente e como consequéncia, proporciona a incapacidade de eliminagdo dos
espermatozoides no ejaculado. Esta interrupgdo do canal deferente pode ser
reversivel com outro procedimento cirurgico (FREITAS et al.,, 2001; TANAGHO &
McANINCH, 2007). Quanto aos suinos machos, a pressao da sociedade para buscar
alternativas mais humanas para a castragao cirurgica vem crescendo. Desta forma,
este tipo de técnica € improvavel de sustentar-se no futuro. Tendo em vista o bem

estar animal, uma técnica alternativa a cirurgia é a imunocontracep¢ao utilizando
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uma vacina contra o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (TUYTTENS et
al., 2011).

A utilizagcao de pilulas anticonceptivas, baseadas em hormdnios esteroides, €
um método bastante usado mundialmente (FREITAS et al., 1990). A pilula
anticonceptiva leva a anovulagéo, tanto em humanos como em outros mamiferos,
desta maneira, evita a fecundacdo (RANDALL et al. 2000; FREITAS et al., 2001). A
escolha deste método contraceptivo fornece vantagens como: ser reversivel, aliviar
sintomas pré-menstruais e a dor mediada pela ovulagdo e reduz a incidéncia de
displasias na mama e de cistos funcionais nos ovarios. Mas também apresenta
algumas desvantagens como: ganho de peso, retencdo de liquidos, nauseas e
vomitos (BARACAT & LIMA, 2005; FREITAS et al. 1990).

Os principais métodos de barreiras fisicas sdo o preservativo masculino de
latex; e nas mulheres o diafragma (FREITAS et al., 2001). Ja dentre os métodos de
barreiras quimicas encontram-se as geléias espermicidas, que para mulheres que
tem problemas de lubrificagdo vaginal, estas se apresentam como vantajosas e o
dispositivo intra-uterino (DIU) (FREITAS et al., 2001). O dispositivo intra-uterino se
caracteriza como um corpo estranho na cavidade uterina que causa endometrite
asséptica, consequentemente levando a uma acdo espermicida. O DIU pode
também ser potencializado com cobre, progestagénio, levonorgestrel ou
progesterona, desta forma aumentando seu potencial contraceptivo (BARACAT &
LIMA, 2005; FREITAS et al. 1990; TANAGHO & McANINCH, 2007).

Vacinas imunocontraceptivas sdo de grande interesse para a clinica médica e
veterinaria. Atualmente, a populagdo mundial aproxima-se de 7 bilndes de
habitantes segundo a World POPClock Projection (2011), que mostra uma tendéncia
de continuar aumentando. A superpopulacdo humana e dos animais € reconhecida
como um problema crescente no mundo.

Quanto aos métodos imunolégicos, ainda nadao ha nenhuma vacina
contraceptiva disponivel para uso humano. Diversos alvos vém sendo estudados,
mas o que se destaca até o momento € a fragdo beta da gonadotrofina coridnica
humana (B-HCG) (HE et al., 2011). Em termos imunoldgicos, o que se tem
disponivel é a aplicagado de anticorpos recombinantes contra o B-HCG, sendo este
método utilizado como contraceptivo de emergéncia (TALWAR et al., 2011).

O fato de que os métodos contraceptivos existentes sao extremamente

eficazes, com efeitos adversos minimos, fez com que muitas empresas
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farmacéuticas nao incluissem o desenvolvimento de anticoncepcionais novos como
uma prioridade (McLAUGHLIN & AITKEN, 2011). Em contra partida, devido a falta
de habitat, superlotacdo e doengas, principalmente as zoonoses, varios trabalhos
foram realizados para implementar um controle de fertilidade na populagdo de
animais, tanto domésticos como selvagens (KIRKPATRICK et al., 2009). Uma
estratégia que vem sendo adotada e utilizagdo de vacinas anticoncepcionais para
controlar o comportamento em animais de companhia e melhorar a qualidade da
carne dos animais de producdo (HARDY and BRAID, 2007; FAYRER-HOSKEN,
2008).

Atualmente, os principais alvos que estdo sendo testados como

imunocontraceptivos sao: B-HCG, zona pelucida, antigenos espermaticos e o GnRH.

3.1 B-HCG

A gonadotrofina coridbnica humana foi descoberta por Selmar Ascheim e
Bernhard Zondek em 1927 (TALWAR et al., 2011), quando divulgaram que havia
uma substancia estimulante das gbnadas presente no sangue e na urina de
mulheres gravidas. Logo ficou conhecida como um marcador confiavel de gravidez
e, atualmente, sabe-se que este hormonio € também expresso por alguns tumores e
as caracteristicas pelas quais o HCG exerce suas fungbes s&o: promotor de
crescimento autdcrino, inibidor da apoptose, promotor da angiogénese, invasao e
protecdo contra a rejei¢cao pelo sistema imunolégico (TALWAR et al., 2011).

O B-HCG € um hormdnio glicoprotéico de aproximadamente 39kDa (AIRES,
1999). Sua principal fungado é evitar a degeneragcéo do corpo luteo, que fornece
progesterona e estrogénios para manutengcdo do endométrio, a fim de evitar a
necrose das artérias espiraladas do utero, possibilitando a recepc¢ao do trofoblasto
pelo utero (MAIA, 2002). O responsavel pela produgao deste horménio nas primeiras
semanas de gestacao é o trofoblasto, mas com periodos variaveis entre espécies, a
placenta assume este papel (GUYTON & HALL, 2006; MAIA, 2002).

Talwar et al. (2011) desenvolveram um imunocontraceptivo fusionando
geneticamente o B-HCG com a subunidade B da enterotoxina termolabil de
Escherichia coli (LTB) e expressaram a proteina correspondente em P. pastoris.
Esta vacina gerou altos titulos de anticorpos contra B-HCG-LTB nos camundongos
vacinados (PURSWANI & TALWAR, 2011).
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A vacina contra o B-HCG foi a primeira a avancar para a Fase Clinica Il em
humanos (TALWAR et al.,, 1994; HE et al.,2011). Sua eficiéncia foi demonstrada
resguardando mais de 200 mulheres sexualmente ativas da gravidez, sendo
desprovida de efeitos colaterais durante as Fases | e Il de pesquisas. Este
imunocontraceptivo permite que a mulher ovule normalmente e mantenha os ciclos
menstruais peridédicos, sem efeitos adversos (NAZ et al., 2005). A dificuldade da
industrializagdo de vacinas contra o B-HCG deve-se a problemas como a limitagao
de respostas imunes a vacinagao, complexidade da producédo da formula e custo
elevado (STEVENS, 1996).

3.1.1 Proteinas da Zona Pelticida

A zona pelucida (ZP) é uma membrana com aproximadamente 6 micrometros
de espessura em humanos, constituida principalmente por mucopolissacarideos e
por glicoproteinas de membrana. Esta camada (ZP) situa-se em torno do ovdcito, a
fim de protegé-lo e também faz a recepcdo dos espermatozdides em todas as
espécies de mamiferos (MAIA, 2002). Para fecundacgao, os espermatozoéides devem
interagir com a ZP para fertilizar o 6vulo. Tal vinculagdo € reconhecida como uma
interagdo receptor-ligante, entretanto, os epitopos que participam da ligagao
esperma-ZP ainda sdo desconhecidos (MAIA, 2002; SAMOYLOVA et al., 2010).

Segundo Tesarik (1995), a acao contraceptiva de anticorpos anti-ZP, visando
eventos que ocorrem antes da fusdo dos gametas, € desprovida de preocupagdes
éticas relacionadas com a destruicdo de embrides. O elevado teor de proteinas da
ZP de mamiferos, o conhecimento das sequéncias completas de aminoacidos das
principais proteinas da ZP e do alto grau de homologia das sequéncias entre as
espécies favorecem o rapido avango dos projetos de vacinas anti-ZP.

Vacinas contraceptivas contra a zona pelucida demonstraram inibicdo da
fertilizacdo em diversas espécies de animais, como por exemplo, coelhos, gambas,
caes, macacos, camundongos (CUI et al., 2010). Algumas sequéncias de proteinas
da ZP quando incorporadas nas vacinas imunocontraceptivas, ativam linfécitos T
auxiliares CD4* do organismo receptor para dirigir um ataque imune celular
causando ooforite auto-imune, entretanto pode induzir resposta semelhante para
outros componentes funcionalmente relevantes do ovario, como foliculos primordiais
e células esteroidogénicas (TESARIK, 1995).
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Vacinas contra a zona pelucida tém sido estudadas para a imunizacdo de
animais silvestres, como na Nova Zelandia, onde ha uma espécie de gamba
chamada Brushtail (Trichosurus vulpecula), que é eleita uma das principais pragas
na Nova Zelandia. Para combater estes animais, estudos com imunocontraceptivos
estdo sendo realizados, utilizando como alvo, proteinas recombinantes da zona
pelucida (CUI et al., 2009; CUI et al., 2010).

3.1.2 Antigenos Espermaticos

A viabilidade de contracepg¢ao anti-esperma foi demonstrada tanto em
humanos como em animais (NAZ, 2009). Este foi um dos motivos que fortaleceu a
idéia de desenvolver uma vacina anti-espermatozoides. Os espermatozoides podem
induzir naturalmente a produgcdo de anticorpos anti-espermatozéides em machos e
fémeas, devido ao seu potencial antigénico (TANAGHO & McANINCH, 2007).

As vacinas anti-espermatozéides atingem a infertilidade in vitro e in vivo
através de varios mecanismos, como a inibicdo da capacitagao espermatica e
deficiéncia da reagdo acrossémica (NAZ, 2008). Sabe-se que cerca de 70% dos
homens vasectomizados podem produzir auto-anticorpos contra seus
espermatozoides e 20 a 30% dos casos de infertilidade deve-se a presenca de
anticorpos anti-espermatozéides no homem ou na mulher (FRAYNE & HALL, 1999;
NAZ, 2008).

Um antigeno espermatico que esta sendo estudado desde a década de 90 é a
zonadhesin (TARDIF & CORMIER, 2011). Sua fungédo baseia-se na adesdo do
espermatozoide com a zona pelucida do 6vulo. Foram obtidos os cDNA (s) (DNAs
complementares) desta proteina em amostras de suinos, ratos, humanos, coelhos e
muares e 0s mesmos foram sequenciados. Os resultados deste estudo
demonstraram que a zonadhesin compartilha uma estrutura muito comum entre as
espécies, porém, apresentaram uma consideravel variagao inter-espécies da
identidade de aminoacidos, sugerindo assim que a zonadhesin € um antigeno
espécie especifico (TARDIF & CORMIER, 2011).

3.1.3 GnRH

O GnRH (Horménio Liberador de Gonadotrofinas), também denominado
LHRH ou GnRH-1, é um decapeptideo (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-
NH2) de 10,380 Daltons (UNIPROT P01148, 2009). Sua estrutura primaria foi
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descrita por Schally et al. em1971, a partir de purificagdes de extratos hipotalamicos
de suinos (AIRES, 1999).

Em humanos, provém de um gene encontrado no cromossomo 8p, traduzido
em uma sequéncia de 92 aminoacidos, composta inicialmente por um peptideo sinal
de 23 aminoacidos seguidos por uma sequéncia de Gly-Lys-Arg, na qual é realizada
a clivagem enzimatica deste pré-pro-horménio e a amidacado do carboxiterminal do
GnRH (WORMALD et al., 1989). Na sequéncia da molécula precursora, a fragao
entre o 24° até o 33° aminoacido caracteriza o GnRH-1. Os demais aminoacidos
compdem o GAP (Peptideo Associado ao GnRH), que ndo tem um papel fisioldgico
conhecido (AIRES, 1999). O decapeptideo € sintetizado por células
neurossecretoras do hipotalamo basal (nucleo arqueado) e da area pré-Optica do
hipotalamo (AIRES, 1999). Posteriormente, é liberado de maneira pulsatil na
circulagdo porta hipotalamico-hipofisaria, através da qual é transportado para a
hipdfise anterior (AIRES, 1999; CHENG & LEUNG, 2005), onde é responsavel pela
estimulagao da biossintese e secre¢ao do LH e do FSH (CHENG & LEUNG, 2005;
UNIPROT, 2009). Na hipdéfise anterior sao sintetizados o FSH (Hormonio Foliculo
Estimulante) e o LH (Horménio Luteinizante), onde através de um mecanismo de
feedback ambos sdo difundidos via sanguinea para cumprir suas fungbes nos
testiculos ou ovarios (GUYTON & HALL, 2006).

Nas fémeas, o FSH é responsavel pela maturagcéo dos foliculos ovarianos e
pela regulagcdo da sintese de estrogenos pelas células da granulosa (MAIA, 2002).
Estas células, também produzem inibina, um horménio glicoprotéico que
desempenha um papel regulatério na secre¢cao do FSH pela hipdfise.

Em mamiferos machos, a inibina é produzida nos testiculos pelas células de
sertoli, e em fémeas, nas células da granulosa dos foliculos ovarianos (AIRES,
1999). Existe uma relagao inversa (feedback negativo) entre niveis séricos de inibina
e do FSH. A inibina, o estrogeno e a progesterona, sao os principais hormdnios que
controlam a secrecdo do FSH (AIRES, 1999; FERNANDES et al., 2002). O FSH, via
células de Sertoli, estimula a espermatogénese e a liberagdo da inibina como
descrito acima. Portanto, quando ocorre uma redugao da taxa de espermatogénese,
ha também um declinio nos niveis de inibina, desta forma, elevando-se o débito de
FSH (McDERMOTT, 1997).

O LH é responsavel pelo processo de ovulagédo nas fémeas, em conjunto com
o FSH na fase de maturagéao folicular (GUYTON & HALL, 2006). Nos machos, este
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horménio estimula a produgédo de testosterona pelas células intersticiais de Leydig.
ApoOs a testosterona ser secretada na corrente sanguinea, a mesma inibe o débito
de secrecao do LH, através de um mecanismo de retroalimentagao negativa (AIRES,
1999; RANDALL et al., 2000).

Atualmente, pesquisas com vacinas anti-GnRH estdo sendo testadas em
humanos (TALWAR et al., 2009), animais domésticos (PICKLES et al., 2001) e
selvagens (YODER & MILLER, 2001).

Em humanos com cancer de prostata em estagio avangado, as vacinas anti-
GnRH promoveram reducao dos niveis de testosterona, redugdo da préstata e dos
niveis do Antigeno Prostatico Especifico (PSA) mostrando-se como uma alternativa
viavel no prognostico dos tumores dependentes de esterdides, como o céancer de
prostata (PARKINSON et al., 2004).

Ja em cées, a imunizagao pode proporcionar a redu¢ao da populagdo canina
de rua, através da contracepgao imunoldgica (LOPES et al., 2005), contribuindo para
a redugao das zoonoses transmitidas por caes como a leptospirose (BROWN &
PRESCOTT, 2008), a toxocariase (HOFFMEISTER et al., 2007), a leishmaniose
(WANG et al., 2011) e a raiva (FAVI C. et al., 2008). Desta forma, vacinas contra o
GnRH podem se apresentar como uma alternativa a castragao cirurgica (DONALD &
THOMPSON, 2000; USDA, 2011).

Em suinos e bovinos, as vacinas contra o GnRH proporcionam redug¢ao dos
androgénios sexuais e consequentemente da libido dos machos. Outra fungédo em
suinos é a reducado dos niveis de escatol na carcaca. O escatol € um metabdlito
produzido no intestino, a partir do metabolismo do triptofano, é lipofilico e
responsavel pelo odor caracteristico de esterco na carne do macho inteiro
(CANELLAS et al., 1999). Através do uso da vacina anti-GnRH ha reducdo dos
androgenos e consequentemente o escatol produzido no instestino néo € absorvido
e com isso é excretado nas fezes (BONNEAU et al., 1994; BONNEAU & ENRIGHT,
1995; ZENG et al., 2002).

A Unido Européia produz cerca de 240 milhdes de suinos por ano. O peso
para abate destes animais difere muito entre paises. Durante os ultimos anos, houve
uma tendéncia global de aumento do peso para abate dos suinos. Essa elevagao
pode gerar aumento do odor sexual de machos inteiros, devido a maturagédo sexual,

segundo Welfare Aspects of the Castration of Piglets (2004).
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O GnRH, assim como outras substancias de baixo peso molecular, por si s6
nao € imunogénico, mas por conjugag¢ao quimica, eletrostatica ou por fusdo genética
com proteinas carreadoras aumentando seu peso molecular, tornam-se capazes de
induzir uma resposta imune especifica em mamiferos. As moléculas que possuem
esta propriedade sdo denominadas haptenos (BIER et al., 1989).

A primeira vacina imunocontraceptiva a ser comercializada, utilizando como
alvo vacinal o GnRH, foi a Vaxstrate. Esta vacina compreendia o neuropeptideo
GnRH conjugado com ovoalbumina e emulsionado com um oleo adjuvante
(MEEUNSEN et al., 2007).

Em 1998 foi langada uma vacina para suinos contra o GnRH (IMPROVAC),
que foi inicialmente comercializada na Australia e na Nova Zelandia (MEEUNSEN et
al., 2007). Esta vacina foi produzida com GnRH recombinante expresso em E. coli,
usando como molécula carreadora, a toxina diftérica e como adjuvante
Dietilaminoetil (DEAE) — Dextrano. (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2009;
INSTITUTO NACIONAL PROPRIEDADE INDUSTRIAL, 2011).

Uma vacina recombinante de dose unica, aplicada por via intramuscular,
chamada GonaCon™, que ainda ndo estd comercialmente disponivel, utiliza o
peptideo GnRH, acoplado a keyhole limpet hemocyanin (KLH) (MILLER et al., 2006),
uma glicoproteina respiratéria de alto peso molecular do molusco Megathura
crenulata (SWERDLOW et al.,, 1996) e a um adjuvante denominado AdjuVac™,
produzido pelo proprio grupo de pesquisas do National Wildlife Research Center
(NWRC), em Fort Collins, Colorado (USDA, 2011). Este grupo tem trabalhado
ativamente no desenvolvimento e avaliagdo dos imunocontraceptivos para utilizagao
em animais selvagens desde 1992. Este adjuvante € mais eficaz do que o adjuvante
de Freund, e ndo causa os efeitos secundarios negativos (USDA, 2011).

Segundo a USDA (2011), a GonaCon™ foi capaz de imunizar fémeas de
suinos e veados de cauda branca (Odocoileus virginianus) por cinco anos com uma
unica dose. Entretanto, estudos demonstram que quando esta vacina é aplicada em
veados de cauda branca fémeas, pode proporcionar a imunocontracepc¢ao, durante
o primeiro ano, em 88% dos animais estudados. Mas no segundo ano, o percentual
de animais que se manteve infértil ficou abaixo de 50% (MILLER et al., 2000; USDA,
2011). O efeito protetor desta vacina contra a gestagédo € diretamente relacionado
com os niveis de anticorpos anti GhnRH adiquiridos (MILLER et al., 2000). Devido ao

alto custo de KLH, os cientistas precisaram substituir este carreador por uma
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hemocianina do molusco Concholepas concholepas como proteina carreadora, a
qual possui um valor mais acessivel para producdo. Esta proteina possui cor azul
devido sua alta concentragao de cobre. Desta forma, desenvolveram uma vacina de
segunda geragcdo chamada GonaCon-Blue, que permanece em fases de teste
(MILLER et al., 2006).

Vacinas com haptenos necessitam de moléculas carreadoras e adjuvantes.
Os adjuvantes sdo substancias que quando adicionadas aos antigenos vacinais,
favorecem sua imunogenicidade, tal como a subunidade B da enterotoxina termolabil
de Escherichia coli (LTB) (SILVA & MOTA, 2003).

3.2LTB

Algumas cepas enterotoxigénicas de E. coli produzem dois tipos de toxinas, a
termoestavel (ST) e a termo-labil (LT). A LT é uma exotoxina que se divide em duas
familias, LT-l e LT-ll, porém a maioria das informagdes disponiveis sobre a LT
referem-se a familia LT-l (da HORA et al., 2011). A proteina LT é composta de duas
subunidades codificadas por um operon: a subunidade A (LTA), uma enzima de
28kDa; e a subunidade B (LTB), uma proteina de aproximadamente 60kDa,
composta por cinco polipeptideos idénticos (11,6kDa). Cada polipeptideo é
produzido separadamente, com uma sequéncia lider que lhe permite ser
transportado para o exterior da célula, onde as unidades de toxinas sao agregadas
(da HORA et al., 2011). A LTB € uma subunidade nao toxica, altamente estavel,
disposta em uma estrutura cilindrica, pentamérica com uma cavidade central. Esta
subunidade apresenta um dominio que possui alta afinidade pelo gangliosideo GM1,
um receptor de membrana presente em todas as células nucleadas de mamiferos e
principalmente nas mucosas (LILUIEQVIST et al., 1997; CHIKWAMBA et al., 2002).

A LTB tem sido amplamente utilizada como adjuvante, tanto de mucosas
como sistémico (VERWELJ et al., 1998; CONCEICAO et al., 2006). Segundo da Hora
et al. (2011), alguns pesquisadores relataram que a administracdo de LTB por via
parenteral estimula principalmente respostas imunes do tipo Th2 e quando inoculada
através das mucosas, estimula respostas do tipo Th1. Concei¢cao et al. (2006),
demonstrou que uma quimera recombinante composta da regiao de repeticdo R1 da
adesina P97 de Mycoplasma hyopneumoniae e LTB (LTB-R1) provocou respostas
do tipo Th2 quando administrada por via intramuscular em camundongos, mas tipo

Th1 quando administrada por via intranasal.
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A LTB recombinante, fusionada com antigenos através de fusdo genética ou
conjugagao quimica, pode representar uma nova alternativa no desenvolvimento de
vacinas. Uma das finalidades de seu uso € na construgcao de vacinas, principalmente
para estimular imunidade de mucosa para combater patéogenos que invadem o
hospedeiro através desta via provocando assim uma imunidade protetora (OIEN et
al., 1994; CONCEICAO, 2005). Como molécula carreadora em B-HCG e GnRH, a
LTB mostrou-se capaz de exercer este papel de forma efetiva (PURSWANI &
TALWAR, 2011) e o GnRH (TALWAR et al., 2009).

3.3 Sistemas de Expressao Heteréloga

Muitos estudos sobre imunocontraceptivos recombinantes utilizam a E. coli
como plataforma de expressdo dos alvos imunocontraceptivos. Isto pode ser
observado nos estudos de Harris et al. (1999) e Wang et al. (2008). Outros vetores
utilizados para expressao de proteinas contraceptivas sdo Bactérias Fantasmas
(ghost bactéria, E. coli) (WALCHER et al., 2008; TALWAR et al., 2009; CUI et al.,
2010), P. pastoris (TALWAR et al., 2009), Baculovirus em cultura de tecido de
insetos (HARRIS et al.,, 1999), expressdo em células CHO (ovario de Hamster
Chinés) (HARRIS et al., 1999) e Citomegalovirus murino (HARDY, 2007).

A producgao heterdloga de proteinas em leveduras tem sido muito utilizada
para a expressao de um grande numero de genes (ARRUDA, 2008), sendo que a
P. pastoris salienta-se por apresentar importantes vantagens como a capacidade de
modificagdes pds traducionais e de secrecao de proteinas, crescimento em meios de
cultura de baixo custo (CEREGHINO & GREGG, 2000; DALY & HEARN, 2005;
DUMMER et al., 2009), possibilitando sua utilizacdo em escala industrial e
expressao de altos niveis das proteinas de interesse (HARTWIG et al., 2010). A
utilizagdo da P. pastoris para expressao de alvos imunocontraceptivos foi
demonstrada por Purswani & Talwar (2011), quando expressaram uma fusao
genética envolvendo os genes do horménio B-HCG e da LTB.

O sistema de expressdo em P. pastoris tem as seguintes caracteristicas:
simplicidade de manipulagao sobre o promotor induzivel alcool oxidase (AOX) para
controlar a expressao do gene exdgeno, o potencial de obtencdo de alta densidade
celular e a secregdo de proteinas heterdlogas. Para que ocorra a clonagem na
levedura, sao utilizados vetores como o plasmideo pPICZaB, que possuem

sequencias complementares as do genoma da levedura, proporcionando
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recombinacdo homologa. Este plasmideo possui um peptideo sinal fusionado
chamado a-Mating Factor, responsavel pela secre¢do das proteinas heterdlogas
para o meio (Invitrogen®, 2009).

A producdo de proteinas recombinantes em P. pastoris € basicamente
dividida em duas fases: na primeira, utilizando o glicerol como fonte de carbono,
ocorre a multiplicacdo da levedura acumulando grande quantidade de células
funcionais (Invitrogen®, 2009). Pesquisas sobre a otimizagdo da estratégia de
nutricdo com glicerol na fase de produgdo da biomassa e redugdo de metabdlitos
toxicos tém sido extensivamente relatados demonstrando que essa fase é crucial
para a produgao da proteina (JIN et al., 2010). Ja na segunda fase, ocorre a etapa
de indugado, proporcionando a expressdao da proteina de interesse a partir da
utilizagdo do metanol (DUMMER et al., 2009; JIN et al., 2010).

O metanol é uma excelente alternativa para ser utilizado na indugao dos
cultivos celular devido seu baixo custo. Este alcool pode ser derivado de fontes
fésseis ou fermentagdao microbiana (OLAH, 2005). No entanto, apenas alguns
microrganismos s&o considerados relevantes para produgdo de proteinas
recombinantes em escala industrial, utilizando o metanol como unica fonte de
carbono e fonte de energia. Entre esses, estdo as leveduras P. pastoris e Hansenula
polymorpha, que sao capazes de fornecer rotas metabdlicas especiais para a
utilizagdo do metanol (HARTNER and GLIEDER; VAN DER KLEI et al., 2006).
Primeiro, a enzima alcool oxidase (AOX) converte o metanol em formaldeido, que &
entdo assimilado por outra enzima chamada dihidroxiacetona sintase (DAS),
utilizando xilulose-5-fosfato como doador de glicoaldeido ou pela via dissimilada
formando didxido de carbono. Na via dissimilatoria, duas moléculas de NADH s&o
formadas pela acdo das enzimas NAD-dependentes, formaldeido desidrogenase
(FLD) e formate desidrogenase (FDH) (SCHROER et al., 2010).

A hipotese deste trabalho foi que a proteina LTB/GnRH expressa em P.
pastoris tem fungdo de imunocontraceptivo em camundongo. Como o GnRH néao é
imunogénico, utilizou-se a LTB como carreadora do horménio e AI(OH); como
adjuvante. Portanto, é possivel que além de carreadora do GnRH, esta exerga o
papel de adjuvante na vacina (MILLAR et al., 2001; CONCEICAO et al, 2003).



4.0 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no nucleo de Biotecnologia do Centro de

Desenvolvimento Tecnologico da Universidade Federal de Pelotas — UFPel.

4.1 Construgao do Plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH

O genes codificantes para os antigenos LTB e GnRH (fusionados) foram
sintetizados pela empresa Epoch Biolabs, Inc. (USA), contendo cédons preferenciais
(codon usage) de P. pastoris e sitios de enzimas de restricdo para clonagem no
vetor de expressao P. pastoris pPICZaB. As sequéncias depositadas no GenBank,
localizado no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/), foram usadas no desenho dos genes sintéticos. A
seguinte quimera foi construida para expressar LTB/GnRH em P. pastoris
(pPICZaB):

EcoR|_LTB_Kpnl___Sacll GNRH1 B8l Xxbal

AGGAATTCACAAAATGGCTCCCCAGACTATTACAGAACTATGTTCGGAAT
ATCGCAACACACAAATATATACGATAAATGACAAGATACTATCATATACGGAATC
GATGGCAGGCAAAAGAGAAATGGTTATCATTACATTTAAGAGCGGCGCAACATT
TCAGGTCGAAGTCCCGGGCAGTCAACATATAGACTCCCAAAAAAAAGCCATTGA
AAGGATGAAGGACACATTAAGAATCACATATCTGATCGAGACCAAAATTGATAAA
TTATGTGTATGGAATCAAAAAACCCCCAATTCAATTGCGGCAATCAGTATGAAAA
AGGTACCTCGAGCCGCGGCGLCAGCACTGGAGCTACGGCCTGCGTCCAGGATC
CCGCHBATCTAGACG

Em amarelo a sequéncia de nucleotideos da LTB, em verde as bases
referentes ao GnRH e em vermelho um cédon de terminagdo (stop codon).

Sublinhados os sitios das respectivas enzimas de restricao.

4.2 Propagacao do Plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH
A cepa Top 10 (Invitrogen®) de E. coli, foi utilizada para propagar o
plasmideo pPICZaB que possui o gene codificador da quimera LTB/GnRH. A

bactéria foi transformada por eletroporagdo e semeada em meio de cultura Luria
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Bertani (LB) liquido, com concentragéo reduzida de cloreto de sddio (NaCl) e com
25ug/mL de zeocina. O cultivo foi incubado por 18h a 37°C. Posteriormente, o
plasmideo foi extraido com o kit SPIN MINIPREP KIT (QIAGEN®) e quantificado em

fluorimetro QubitTM fluorometer (Invitrogen®).

4.3 Caracterizagao do Plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH

Para a caracterizacdo do plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH foi realizada uma
digestao utilizando as enzimas de restricdo Xbal e EcoRI|. Para a reagéo, utilizou-se
15uL de plasmideo (aproximadamente 3ug), 5,5uL de agua M. Q. estéril, 1uL de
Xba |, 1uL de EcoRI e 2,5uL de buffer React 2. Também, o plasmideo oriundo da
Epoch Biolabs, Inc. (USA) teve o gene LTB/GnRH sequenciado (sequenciador
MegaBACE, Amershan Biosciences) no Centro de Biotecnologia da Universidade

Federal de Pelotas, para avaliagao da integridade da construgao.

4.4 Transformacgao e Selegao de P. pastoris

Para a transformacéo, utilizou-se 8ug de plasmideo linearizado com enzima
de restricdo (Pmel) e concentrado de acordo com o protocolo recomendado pelo
manual da P. pastoris (Invitrogen®, 2009).

A partir de um cultivo em meio de cultura Yest Peptone Dextrose (YPD)
liquido, efetuou-se a preparagdao de células competentes e apds, a levedura foi
transformada pelo método de eletroporacdo de acordo com o manual da P. pastoris
(Invitrogen®, 2009). Os parametros utilizados foram: 25uF capacitancia, 200 ohms
de resisténcia e 2kV de voltagem.

Em seguida, no meio de cultura Yest Peptone Dextrose Sorbitol (YPDS) com
zeocina 150pg/mL, as leveduras foram semeadas e incubadas a 28°C por sete dias.
A selecdo das col6nias foi realizada por resisténcia a zeocina e indugdo da

expressao em placa, sendo revelada pelo método de Colony Blotting.

4.5 Colony Blotting

Foram semeados os transformantes em placa com Buffered Methanol-
complex Medium (BMMY) e incubados a 28°C por 24h. Apds este periodo,
acrescentou-se 1% de metanol absoluto. Este procedimento de adicdo de metanol

se repetiu a cada 24h até completar 72h de incubacao.
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Apds o término da inducédo foi realizado o teste de Colony Blotting. A
membrana ficou 3h em contato com a placa a 28°C. Apds o término da incubacéo, a
membrana foi lavada com PBS-T, e seca sobre papel filtro.

Para o ensaio imunolégico de revelagado da presenca da proteina LTB/GnRH,
bloqueou-se a membrana com uma solugcao de leite em p6 a 5% diluido em PBS-T e
incubada a temperatura ambiente sob agitacdo constante por duas horas. A solugao
de bloqueio foi removida da membrana com trés lavagens de cinco minutos com
PBS-T e posteriormente, a membrana foi incubada por uma hora com anticorpos
policlonais de coelho anti-CT (SIGMA) diluido 1: 1500 no mesmo tamp&o citado
anteriormente.

Decorrido o tempo da incubagcdo, a membrana foi lavada novamente nas
mesmas condi¢des e adicionado o anticorpo anti-coelho conjugado com peroxidase,
(SIGMA). A membrana foi incubada a temperatura ambiente sob agitagdo constante
com este conjugado por uma hora.

Para revelar a reagcdo, a membrana foi coberta com 10mL de uma solugao
formada por 6mg de diaminobenzidina (DAB), 9mL de Tris-HCI 50mM pH 7,6, 1mL
de solugdo de niquel 0,3% e 30uL de perdxido de hidrogénio a 30%, e apds, a
membrana foi incubada a temperatura ambiente sob agitagdo constante por 30min.

ApOs esse periodo foi avaliada a presencga de bandas na membrana.

4.6 PCR para Confirmagao da Transformagao do Clone de P. pastoris

A partir da obtencdo do DNA genbmico de clones supostamente
transformados de P. pastoris X33, que se apresentavam resistentes ao antibiodtico de
selegdo, foi realizada a reagdo de PCR utilizando os primers forward AOX1 5’ (5°-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3") e reverse AOX1 3 (5°-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3"). A PCR foi realizada sob as seguintes
condicbes: desnaturacao inicial a 95°C por 5min seguido de 30 ciclos de 95°C por
1min, 54°C por 1min, 72°C por 1min e extensédo final a 72°C por 7min. A analise da
amplificagédo foi realizada em gel de agarose 1,0% submetido a eletroforese (90V)
utilizando o marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen®). Como controle
positivo foi utilizado o plasmideo pPICZaB com o gene codificante da proteina
quimérica LTB/GnRH, o qual, foi encomendado da empresa Epoch Biolabs, Inc.
(EUA).
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4.7 Inducao da Expressao da Proteina Recombinante

Uma colbénia recombinante foi repicada para uma placa de Petri com meio
Yeast Peptone Dextrose agar (YPD) e zeocina 150ug/mL. A mesma foi incubada por
48h em estufa a 30°C. Em um Erlenmeyer com capacidade para 250mL, contendo
25mL de meio BMGY, foi inoculado uma coldnia e incubou-se overnight a 30°C sob
agitacao constante de 220rpm em agitador orbital até D.Ospo nm = 4,0. O cultivo foi
centrifugado (Sigma 3K30) a 1.500g por 5min em temperatura ambiente e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi suspendido, com meio BMMY e inoculado
em biorreator de 2L até atingir a D.Osp0 nm = 1,0. Acrescentou-se 1% de metanol
absoluto a cada 24h, mantendo a indug¢ao por 160h. Ao final da indugao, a cultura foi
centrifugada (Sigma 3K30) a 4°C e 3.300g por 5min e o sobrenadante foi coletado,
tratado com 1mM do inibidor de proteases fenilmetilsulfonilflior (PMSF), fracionado

em aliquotas e congelado a -20° C até o momento da precipitagdo e quantificagao.

4.8 Precipitagao de Proteinas
4.8.1 Concentracao de Proteinas com Metanol 50% vol./vol.

Em um tubo cbdnico com capacidade para 50mL, foi adicionada uma aliquota
de 25mL do sobrenadante da coldnia recombinante cultivada no biorreator e 25mL
de metanol absoluto. Imediatamente, o frasco foi homogeneizado por inversdo e
incubado a -20°C por 210min. Apds, centrifugou-se (Sigma 3K30) a 4°C por 15min a
10.000g. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi incubado a 37°C por 15min

para secar. O pellet foi suspendido em 500uL de agua ultrapura.

4.8.2 Concentragao de Proteinas com Sulfato de Amoénio 80%

Em um tubo cbnico com capacidade para 50mL, foi adicionado 17,5mL do
sobrenadante da col6nia recombinante cultivada no biorreator e 9,8g de sulfato de
amoénio. O material foi homogeneizado por inversdao até a dissolugdo completa do
soluto. A incubacdo e a suspensdo do pellet foram realizadas de maneira

semelhante ao item (4.8.1). O pellet foi suspendido em 150uL de agua ultrapura.

4.8.3 Concentragao de Proteinas com Acetona 3:1 vol./vol.
Em um tubo cdnico com capacidade para 50mL, foi adicionada uma aliquota
de 10mL do sobrenadante da col6nia recombinante cultivada no biorreator e 30mL

de acetona P.A.. Imediatamente, o frasco foi homogeneizado por inversdo e o
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protocolo seguiu conforme o item (4.8.1). O pellet foi suspendido em 350uL de agua

ultrapura.

4.9 Quantificagcao de Proteinas Totais

A quantificacdo das amostras de proteinas foi realizada por
espectrofotometria, através do aparelho Metrolab 2300 (WIENNER, Argentina), com
o kit (PROT2) para quantificacao de proteinas totais (WIENNER, Argentina). Para a
calibracéo e controles, foram utilizados os protocolos recomendados pelo fabricante.

4.10 Dot Blot

Na membrana de nitrocelulose HybondTM ECL™ (Amersham Biosciences),
foi adicionado 2,5uL das aliquotas a serem testadas e dos controles. Apds, a
membrana foi bloqueada (sob agitacdo constante) por duas horas com leite em pé a
5%, diluido em PBS-T. Removeu-se a solugéo de bloqueio, lavando a membrana
com PBS-T trés vezes sob agitacdo constante. Em seguida, foi adicionado o
anticorpo primario anti-CT, (SIGMA) diluido 1: 5000 em PBS-T. O mesmo foi
incubado em agitador orbital, sob agitagdo constante de 80rpm por 1h a temperatura
ambiente.

Apos, foram realizadas trés lavagens com PBS-T na membrana e adicionado
o anticorpo anti-coelho conjugado com peroxidase, (SIGMA), diluido 1: 15000. O
anticorpo conjugado foi incubado a temperatura ambiente por 1h sob agitagcado
constante. Posteriormente, o excesso de conjugado foi removido, lavando trés vezes

a membrana com PBS-T. A revelacgao foi realizada de acordo com o item 4.5.

4.11 SDS - PAGE

As amostras de proteinas devidamente quantificadas foram desnaturadas (por
10min a 99°C) na presenca de tampao de amostra de SDS-PAGE (contendo R-
mercaptoetanol), sendo imediatamente submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 15%. A proteina LTB purificada e concentrada de E. coli foi utilizada
como controle positivo. A voltagem inicial a qual as amostras foram submetidas foi
80V, sendo alterada para 120V apds entrada das amostras no gel de resolugdo. Em
seguida, corou-se o gel com solugdo Coomassie Blue, deixando esta reagir por 1h
sendo entdo imediatamente descorada utilizando-se agua até a visualizagao nitida

das bandas.
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4.12 Western Blot

As amostras de proteinas devidamente quantificadas foram desnaturadas (por
10min a 99°C) na presenca de tampao de amostra de SDS-PAGE (contendo R-
mercaptoetanol), sendo imediatamente submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12% (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). A proteina LTB purificada e
concentrada de E. coli, disponivel no Centro de Biotecnologia da UFPel, foi utilizada
como controle positivo.

Para a detecgdo imunoldgica, a técnica de Western Blot foi executada de

acordo com o item (4.10).

4.13 Construgao do Imunocontraceptivo

Foi avaliada uma unica concentracdo da quimera LTB/GnRH na vacinagao
dos camundongos. A concentragéo foi de 100ug/camundongo, com 10% de AI(OH)s;
como adjuvante, administrada pela via subcutdnea com uma dose de
200uL/camundongo. Os animais foram revacinados uma vez no 15° dia de
experimento. No grupo controle (Cont/LTB), foi administrado LTB na mesma
concentragcdo, adjuvante, dose, periodo de revacinagdo e via utilizada pelo
imunocontraceptivo. Para a escolha da concentracdo de proteinas na vacina,
realizou-se um projeto piloto (dados nao mostrados), o qual mostrou a concentragcao

de 100ug/camundongo como mais eficaz entre as avaliadas.

4.14 Animais para Experimentagao

Os experimentos foram realizados em camundongos da linhagem BALB/c.
Foram utilizados 16 camundongos machos de 21 dias, com 16g, divididos em dois
grupos como descrito abaixo:

- Grupo vacinado com a quimera LTB/GnRH (GnRH): 08 camundongos
machos da linhagem BALB/c vacinados com 100ug de LTB/GnRH e adsorvidos em
10% de AI(OH)s;

- Grupo controle (Cont/LTB): 08 camundongos machos da linhagem BALB/c
vacinados com 100ug de LTB e adsorvidos em 10% de Al(OH)s.

4.15 Determinacgao dos niveis de Anticorpos
Os anticorpos da classe IgG foram avaliados por ELISA, utilizando-se placas

de poliestireno com 96 cavidades (CORNING, NY). Seguiram-se protocolos padrées
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(CROWTHER, 2001) para a realizagdo do teste. Para sensibilizacdo da placa
utilizou-se 50uL de suspensdo contendo 2ug/mL de proteina LTB/GnRH expressa
em P. pastoris ou LTB expressa em E. coli diluida em tampao carbonato-bicarbonato
pH 9,6 permanecendo por 18h a 4°C. Apds foram lavadas trés vezes com tampao
fosfato pH 7,6 contendo Tween 20 a 0,5% (PBS-T) pH 7,6. O pool de soros foi
diluido 1/100 em PBS-T, adicionado 50uL de cada diluicdo por cavidade (em
duplicata) e incubadas por 90min a 37°C, em seguida lavadas trés vezes com PBS-T
e apdés o adicionado 50uL do conjugado (diluido 1/15000 em PBS-T de
imunoglobulina de coelho anti-camundongo DAKOPATTS A/S, Dinamarca,
conjugada com peroxidase) e incubadas por 90min a 37°C. Apds, as placas foram
lavadas cinco vezes com PBS-T e adicionado 50uL de substrato/cromégeno Ortho-
Phenylenediamine (OPD, Sigma), deixando reagir por 15min no escuro, a
temperatura ambiente. As absorbancias foram medidas em espectrofotometro (MR
700 Microplate Reader, Dynatech Laboratories, Alemanha) a 450nm. As
absorbancias de cada amostra foram divididas pela absorbéancia do soro da coleta 1

(dia zero) do mesmo pool e os resultados expressos como soroconversao.

4.16 Determinagcao da Concentragao Espermatica e Avaliagao Histopatolégica

Os testiculos dos camundongos foram extraidos e avaliados de acordo com o
protocolo de Adams et al. (1993) para analises histopatolégicas. Para isto, os
animais foram anestesiados com pentobarbital (60mg/kg), aplicado intraperitoneal e
ap6s foram eutanasiados com CO,, de acordo com Report of the American
Veterinary Medical Association, n° 5, de 01 de margo de 2001.

Para obtencdo do sémen, a cauda do epididimo e parte do ducto deferente,
de ambos os testiculos do animal, foram removidas e colocadas em placa de Petri
(35mm), contendo 500uL de solugdo de Ringer Lactato, previamente aquecida e
mantida a 37°C, onde permaneceram por aproximadamente 15min (REVEL et al.,
2004). Um volume de 500uL de sémen foi utilizado para obtenc&do da suspenséo de
espermatozoides. O material colhido foi utilizado na avaliagdo da concentracio
espermatica (CE). Para a colheita do sémen, realizou-se o rompimento das
estruturas anatdbmicas, com auxilio de agulhas hipodérmicas (30 G). Na
determinacdo da CE foi utilizada a camara de Neubauer, sendo a suspenséo de
espermatozoides diluida em formol salina na propor¢ao de 1: 100 (REVEL et al.,
2004).
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A partir destas pegas, foram realizadas as andlises histopatolégicas dos
tubulos seminiferos, no Laboratério de Histologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Fundacao Universidade Federal do Rio Grande. Os testiculos foram fixados em
Bouim, desidratados em solugbdes alcodlicas crescentes, diafanizados em xilol,
impregnados e incluidos em Paraplast Xtra® (Sigma, P-3808) (CARSON & HLADIK,
2009). As laminas foram montadas a partir dos blocos microtomizados (Microtomo
motorizado Leica — RM2255) com 5um de espessura, sendo coradas com
hematoxilina de Mayer e eosina e fotografadas em microscépio (Olympus — BX51)
com camera digital de alta resolugéo (Olympus — DP72).

Apods o estudo, os animais foram encaminhados ao Biotério Central da UFPel.
O biotério repassou a empresa Ambientuus Tecnologia Ambiental Ltda. para

posterior incineragao.

4.17 Analises Estatisticas
Para analise dos titulos de anticorpos e da concentragdo espermatica,
utilizou-se o teste T de Student. Foram consideradas significativas as analises que

apresentaram p<0,05.



5.0 RESULTADOS

5.1 Transformagao de Escherichia coli TOP10 por eletroporacao

Para propagacao do plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH, transformou-se a
bactéria E. coli TOP10 por eletroporacdo seguindo os parametros de Sambrook &
Russel (2001). A confirmagéo da transformacgéo foi evidenciada pelo crescimento em

meio com zeocina.

5.2 Eletroforese do Produto da Extragcado Plasmidial

Para avaliar a eficiéncia da extracao plasmidial foi realizada a eletroforese do
DNA extraido da cepa transformada TOP 10 de E. coli contendo pPICZaB-
LTB/GnRH. Verificou-se a presenga de uma banda de aproximadamente 4kb,

referente ao plasmideo (Fig.1).

3597pb 3991pb

FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose a 1% da extracdo de DNA plasmidial da
cepa TOP 10 de E. coli. 1. Marcador de peso molecular Hind lll; 2. Plasmideo
pPICZaB sem inserto; 3 e 4. Plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH.

5.3 Clivagem do Plasmideo
Para a caracterizacdo do plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH, foi realizada a
digestdo do mesmo com as enzimas de restricdo Xbal e EcoRIl. Pode-se observar o

fragmento LTB-GnRH de ~400pb, sendo este do tamanho esperado (Fig.2).
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FIGURA 2. Liberagdo do inserto apos digestdo com enzimas de restrigdo Xbal e
EcoRI. 1. Fragmento de 486pb; 2. Marcador de peso molecular 1kb plus
(Invitrogen®); 3. Inserto digerido com enzimas de restri¢cao.

5.4 Sequenciamento da Construcao do Gene LTB/GnRH

O gene inserido no plasmideo pPICZaB foi sequenciado por eletroforese
capilar utilizando di-desoxi-nucleotideos marcados em sequenciador MegaBACE
(Amershan Biosciences). O gene apresentou 100% de homologia com a construgéo
LTB/GnRH, quando os dados do sequenciamento foram compilados e analisados no
programa de alinhamento de sequéncias ContigExpress (Informax inc.) e Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST), localizado no National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

5.5 Colony Blotting

Para a triagem dos possiveis transformantes de P. pastoris foi realizada a
técnica de Colony Blotting para detectar as proteinas na membrana de nitrocelulose.
Observou-se a presenca de diferentes niveis de expressao nas colOnias testadas, a

partir da visualizag&do das diferentes intensidades dos dots (Fig.3).
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FIGURA 3. Colony Blotting para selegcao de col6nias transformadas. A seta aponta
um dot resultado do produto da coldnia escolhida para expressdo em biorreator da
proteina LTB-GnRH. Como controle negativo, foi utilizado uma col6nia de P. pastoris
X33 nao transformada e uma colbnia de Pichia transformada com plasmideo
pPICZaB, que expressa uma lectina de Bauhinia variegata. Como controle positivo
utilizou-se a proteina LTB.

5.6 Reacao em Cadeia da Polimerase

A partir da PCR das col6nias transformadas, foi possivel observar a presenca
de um fragmento de ~ 982pb referente aos genes LTB/GnRH e o responsavel pela
expressao do peptideo sinal a-Mating Factor, ambos inseridos entre os sitios dos
primers AOX1 e AOX2 (Fig.4).

5.7 Quantificagao de Proteinas

Para preparar as doses da vacina contra a quimera LTB/GnRH, as proteinas
totais relativas ao sobrenadante concentrado por diferentes métodos foram
quantificadas e apresentaram as seguintes concentragdes:

- Sobrenadante concentrado com metanol 50% vol./vol. - 26ug/uL;

- Sobrenadante concentrado com sulfato de aménio 80% - 15ug/uL;

- Sobrenadante concentrado com acetona 3:1 vol./vol. - 11ug/uL.
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FIGURA 4. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Produto de amplificacdo do gene
codificador da proteina LTB/GnRH. 1. Marcador de peso molecular 100pb
(Invitrogen®); 2 e 3. Amplificacdo do gene LTB/GnRH com 982pb; 4. Controle
negativo da reagao.

5.8 Dot Blot
Para caracterizacdo da expressao da proteina LTB/GnRH foi utilizada a
técnica Dot Blot. Foi possivel visualizar a presenca da proteina a partir do quinto dia

de indugcdo com 1% de metanol em BMMY (Fig.5)

FIGURA 5. Dot Blot do sobrenadante do cultivo induzido de P. pastoris transformada
com LTB/GnRH. Na linha 1, coluna 1, controle positivo; colunas 2 a 8§,
sobrenadantes nao concentrados do 1° ao 7° dias de cultivo respectivamente. Na
linha 2, coluna 1, controle negativo da reagao; colunas 2 a 8, sobrenadantes
concentrados com metanol a 50% vol./vol. referentes ao 1° ao 7° dias de cultivo.

5.9 SDS-PAGE
Para visualizagéo da proteina expressada foi realizado a técnica SDS-PAGE.

Foi possivel observar uma banda que sugere a presenga da proteina LTB/GnRH
(Fig.6).
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LTB/GnRH

FIGURA 6. SDS-PAGE 15% do sobrenadante do cultivo de P. pastoris X33
transformada com plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH. 1 Sobrenadante do cultivo com o
plasmideo pPICZaB sem inserto; 2. Agua; 3 e 4 sobrenadante do cultivo contendo
plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH concentrado com metanol a 50% vol./vol., puro e
diluido 1:2, respectivamente; 5 e 6 sobrenadante concentrado com acetona 3:1, puro
e diluido 1:2 respectivamente; 7 Sobrenadante de cultivo sem inserto, concentrado
com metanol 50% vol./vol..

5.10 Western Blot
A técnica de Western Blot foi realizada para avaliar de forma qualitativa a

expressao da proteina LTB/GnRH pela levedura P. pastoris. Para detecgdo da

proteina utilizou-se anticorpos anti-CT 1: 4500 (SIGMA) e conjugado anti-
camundongo 1: 5000 (SIGMA) (Fig.7).
1 2 3 4 5 7 8

14,8kDa

FIGURA 7. Western Blot da proteina LTB/GnRH. 1. Marcador de peso molecular
(BenchMark™ Pre-stained); 2. Agua ultra pura; 3. Controle negativo (proteina de M.
hiopneumoniae); 4. Controle positivo (LTB expressa em E. coli); 5. Lectina
recombinante de Bauhinia variegata (rBVL1); 6. Controle negativo (Lectina nativa de
B. variegata); 7. Agua; 8. LTB/GnRH expresso em P. pastoris, concentrada com
metanol 50% vol./vol..
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5.11 Avali¢ao da Resposta Imune dos Camundongos Vacinados
5.11.1 Enzime Linked Immuno Assay (ELISA)

O ELISA demonstrado na figura 8 teve a placa sensibilizada com a proteina
LTB/GnRH expressa em P. pastoris. A soroconversido produzida nos animais
imunizados com LTB/GnRH, mostrou-se significativa (p<0,05) a partir o sétimo dia
apos vacinagao, mas apresentou-se mais eficiente apos a segunda dose no 15° dia.
Os niveis de anticorpos das classes IgG foram crescentes no grupo que recebeu a

proteina alvo até a ultima coleta, no 28° dia (Fig.8).

4

e Cont/LTB
== GnRH

FIGURA 8. Soroconversao produzida nos animais imunizados com a vacina contra a
quimera LTB/GnRH. Os dados representam as médias (+/- erro padrdo da média)
das soroconversdes contra LTB/GnRH induzidas pela vacina. Em vermelho, esta
representado o grupo vacinado com a proteina LTB/GnRH com AI(OH); e em azul, o
grupo controle, LTB e Al(OH)s. A seta indica o dia da revacinagao (2° dose).

O teste de ELISA demonstrado na figura 9 teve a placa sensibilizada com
LTB, a qual foi expressa em E. coli. A soroconversdo produzida nos animais
vacinados com LTB (Cont/LTB) foi significativa (p<0,05) desde o décimo quarto dia
apos a vacinagao, mantendo-se crescente apds a segunda dose no 15° dia. Os
niveis de anticorpos das classes IgGs foram crescentes no grupo que recebeu a LTB
expressa em E. coli, entretanto, no grupo (GnRH) vacinado com LTB/GnRH, a partir

do vigésimo primeiro dia, os niveis de anticorpos anti-LTB manteram-se estagnados
(Fig.9).
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FIGURA 9. Soroconversdo produzida nos animais do grupo controle (Cont/LTB)
vacinados com LTB e Al(OH);. Os dados representam as médias (+/- erro padrao da
média) das soroconversdes contra LTB induzidas pela vacina. Em vermelho, esta
representado o grupo vacinado com a proteina LTB/GnRH com AI(OH); e em azul, o
grupo controle, LTB e Al(OH)s. A seta indica o dia da revacinagao (2° dose).

5.11.2 Determinagao da Concentragao Espermatica

A quantificacdo dos espermatozoides de ambos os grupos do estudo foi
realizada no ultimo dia do experimento (28°). O grupo GnRH, vacinado com a
proteina LTB/GnRH, mostrou redugdo da espermatogénese quando comparado ao

grupo controle. Estes resultados estdo demonstrados na tabela abaixo:

TABELA 1. Concentragédo espermatica. Os dados da tabela representam as médias
e desvios-padrao do numero de espermatozdéides dos grupos LTB/GnRH e controle,
(*) indica diferencga significativa p<0,05.

Média Desvio-padrao
Grupo GnRH 8,00* x 10" espermatozéides/mL 1,60
Grupo controle 16,93 x 107 espermatozdides/mL 1,24

5.11.3 Exame Histolégico dos Tubulos Seminiferos

A avaliagdo dos tubulos seminiferos dos animais vacinados demonstrou que no
grupo controle, o epitélio seminifero encontrava-se normal, com tubulos seminiferos
nas diferentes fases da espermatogénese. Ja o grupo GnRH, apresentou diversas

anormalidades como degeneragéo tubular, presenga de espermatocitos no lumem,
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vacuolizacado, infiltrados leucocitarios, granulagbes citoplasmaticas e redugdo de

espermatozoides (Fig.10).

{




42

B) Grupo GnRH

FIGURA 10. Avaliagao histopatolégica dos testiculos dos camundongos. As imagens
representadas pelas letras A e B, referem-se respectivamente ao grupo controle e
ao grupo GnRH. Aumento de 100 e 1000 vezes, respectivamente.

Referente a figura 10, foi observada a presenga de tubulos seminiferos
normais (1) referentes ao grupo controle. No grupo GnRH, observou-se a presenca
de espermatdcitos primarios e secundarios (2) na luz tubular, presenga de granulos
citoplasmaticos na superficie apical do epitélio seminifero, diminuicdo de
espermatozoides (3) e vacuolizagdo nos tubulos seminiferos. Pode-se também
observar algumas areas inflamatdrias, com extensa infiltragdo leucocitaria,
demonstrada por alta concentracdo de plasmodcitos (4), tubulos seminiferos em
degeneragdo (5) com a presenga desorganizada de espermatogbnias e
espermatécitos primarios, apresentando espermatocitos secundarios livres na luz
tubular e diminuicdo do numero de espermatozodides e espermatides. Ja no interior
dos tubulos seminiferos, pode-se observar espermatogdnias, espermatocitos e
espermatides com granulagdes citoplasmaticas e vacuolizagdes no citoplasma,
elevado numero de células com nucleo picnético, e reduzido numero de células
germinativas, principalmente espermatozoides, espermatides e espermatocitos

secundarios.



6.0 DISCUSSAO

A esterilizagdo cirurgica seguida por retorno ao meio ambiente € um método
de controle de natalidade eficaz e nao letal para populagdo animal, mas o uso é
limitado devido ao custo elevado e dos entraves logisticos. A imunocontracepg¢ao
tem potencial para ser um método mais pratico e eficaz de controle (LOPES et al.,
2005; LEVY, 2011), pois diversos trabalhos mostram resultados promissores com
diferentes alvos imunocontraceptivos, tais como o B-HCG (PURSWANI & TALWAR,
2011), a zona pelucida (CUl et al., 2010) e o GnRH (MILLER et al., 2006).

O presente trabalho alcancou resultados que mostraram-se promissores com
uma vacina contra a proteina fusionada LTB/GnRH expressa em P. pastoris. Para
tanto, a construgao do gene LTB/GnRH inserida no plasmideo pPICZaB, sintetizada
pela Epoch Biolabs, Inc. (USA), foi propagada em E. coli TOP10 e sequenciada de
forma semelhante a Pinto et al. (2008). O sequenciamento resultou em 100% de
identidade com a montagem in silico, mostrando-se compativel para o experimento.
Além do sequenciamento, comparou-se na corrida eletroforética os plasmideos
pPICZaB com inserto LTB/GnRH e sem inserto, também comprovando o sucesso da
construcdo pela Epoch Biolabs, Inc. (USA). Para concluir a caracterizagdo do
plasmideo pPICZaB-LTB/GnRH, realizou-se a clivagem do mesmo por enzimas de
restricdo, de acordo com o protocolo EasySelect ™ Pichia Expression Kit
(Invitrogen®, 2009). O fragmento retirado do plasmideo apresentou-se com o
tamanho esperado (390pb), finalizando a caracterizagdo do mesmo.

A levedura foi transformada de acordo com o protocolo EasySelect ™ Pichia
Expression Kit (Invitrogen®, 2009), sendo posteriormente avaliada quanto a
expressao pela técnica de Colony Blotting (Invitrogen®, 2009). Neste método se
obteve resultados positivos com diversos clones, mas apenas um foi selecionado
para expressdao em meio liquido. O clone selecionado teve seu DNA gendmico
extraido por fervura em agua e foi utilizado como template da reagao de PCR, de
acordo com Hartwig et al. (2010). Esta reagcao apresentou um produto de 982pb e

auxiliou na caracterizagao do transformante.
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Apés a caracterizagdo, o mesmo foi submetido a um cultivo em biorreator e
induzido com metanol a 1% conforme Hartwig et al. (2010) e Purswani & Talwar
(2011), objetivando a expressao da proteina LTB/GnRH em meio liquido.

O sobrenadante proveniente do biorreator foi dividido em trés aliquotas, a fim
de avaliar o melhor método para precipitacdo de suas proteinas. Foram testadas a
precipitagdo com metanol 50% vol./vol., com acetona 3:1 e com sulfato de aménio
80%. Como o método mais eficiente foi a concentracdo com o metanol, mostrado no
item 5.6, foi dado continuidade a aliquota referente ao mesmo para a corrida em
SDS-PAGE.

A técnica de SDS-PAGE para avaliacdo da expressao, apresentou uma
banda, que possivelmente corresponde a proteina LTB/GnRH. Embora a corrida
eletroforética ndo tenha sido acompanhada por um marcador de peso molecular, a
mesma teve como controle o sobrenadante do cultivo de P. pastoris transformada
com o plasmideo pPICZaB sem inserto. Isto possibilitou observar que a P. pastoris,
secreta algumas proteinas nativas, mas em baixas concentragdes. Esta técnica
demonstrou que as proteinas presentes no sobrenadante, apds concentradas com
metanol, foram capazes de migrar no gel. O fato ndo corrobora com Sambrook &
Russel (2001), quando mencionam que as substancias utilizadas no presente
trabalho para a precipitagao das proteinas prejudicam a solubilizagdo das mesmas.

A partir da observacao da proteina LTB/GnRH no gel da SDS-PAGE, realizou-
se Western Blot para melhor caracterizar a quimera. Nesta técnica de deteccao
imunoldgica, a proteina foi apresentada de maneira insatisfatéria, uma vez que a
banda referente a proteina LTB/GnRH mostrou-se extremamente fraca. A
caracterizagao da proteina quimeérica por este método foi prejudicada, possivelmente
em funcdo de uma fase desnaturante do método. Este tipo de problema, pode ter
ocorrido pela falta de reconhecimento do anticorpo anti-CT, devido a epitopes
conformacionais terem se perdidos pela desnaturagao (BIER et al., 1989).

Como o alvo imunocontraceptivo LTB/GnRH foi apresentado no gel da SDS-
PAGE e na membrana do Western Blot, embora pouco visivel, vacinou-se os
camundongos BALB/c machos pela via subcuténea, de acordo com Conceicgéao et al.
(2003). Na deteccao de anticorpos anti-LTB/GnRH, pelo método de ELISA, o grupo
GnRH superou o grupo controle desde o inicio do ensaio de imunizagdo, mas teve
uma forte elevacéo apos a segunda dose (15° dia), corroborando com o trabalho de

Zee et al. (1995), que vacinaram bezerros e ratas por via subcutdnea com uma
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fusdo genética de GnRH e uma fimbria (F11) de E. coli recombinantes (GnRH/F11),
demonstrando aumento nos niveis de anticorpos anti-GnRH/F11 apds a
revacinagdo. Com a segunda dose da vacina, o grupo controle também apresentou
um aumento nos titulos dos anticorpos. Os anticorpos que se elevaram no grupo
controle apds a revacinacéo, provavelmente sao anti-LTB, pois em situagdes onde
sdo fusionadas uma molécula imunogénica como a LTB e um hapteno como o
GnRH, tem-se trés tipos de anticorpos formados, o anti-LTB/GnRH, o anti-LTB e o
anti-GnRH (BIER et al., 1989). Como demonstrado por Ferro et al. (2004), a
avaliacdo da resposta de anticorpos IgG especificos para GnRH, indicou que em
ovinos e caes, a resposta nao foi mantida, ao contrario de roedores, sugerindo que a
supressao da fertilidade, pode ser devido a diferengas nas respostas imunes em
diferentes espécies animais. Portanto, outros estudos serao realizados para avaliar o
potencial imunocontraceptivo em diferentes espécies.

O ELISA apresentou diferenga significativa (p<0,05) quando os niveis de anti-
LTB/GnRH do grupo GnRH foram comparados com o grupo controle. Estes
resultados corroboram com Purswani & Talwar (2011), que desenvolveram um
imunocontraceptivo recombinante cujo alvo era o antigeno B-HCG/LTB, expresso em
P. pastoris, que imunizou 100% dos camundongos BALB/c. Estes dados
demonstram que a construgcdo do gene LTB/GnRH com cddons usage para P.
pastoris foi eficaz com uma unica cépia de GnRH na molécula traduzida, ndo sendo
necessario utilizar varias copias do horménio como sugerem alguns autores. Estes
dados corroboram com o estudo de Zee et al. (1995), que com apenas uma copia de
GnRH recombinante, mostraram ser suficiente para gerar anticorpos anti-GnRH e
inibir o ciclo estral de ratas. Jinshu et al. (2004), demonstraram que uma construgao
recombinante contendo trés cépias de GnRH em tandem, foi mais eficiente quanto
ao aumento dos niveis de anticorpos anti-GnRH do que outra contendo apenas um
GnRH. Assim como Quesnell et al. (2000), que expressaram duas quimeras
diferentes, uma com sete copias de GnRH e ovoalbumina e outra com sete cépias
do horménio e thioredoxina, ambas mostrando-se capazes de induzir resposta
imune humoral em camundongos.

A LTB como carreador de antigenos imunocontraceptivos tem se mostrado
eficaz. De acordo com os dados do presente trabalho e dos estudos de Purswani &
Talwar (2011), as caracteristicas da utilizacdo da LTB como molécula carreadora

sdao extremamente favoraveis, uma vez que quando expressa em P. pastoris, a
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mesma mantém plenamente suas propriedades adjuvantes. Isto foi demonstrado por
ELISA, quando a placa foi adsorvida com LTB expressa em E. coli e aplicou-se os
soros dos animais vacinados com LTB/GnRH expressa em P. pastoris. O teste
mostrou diferenga significativa entre os grupos (p<0,05), confirmando que a LTB,
mesmo apos a fusdo com o GnRH e o fold gerado pela expressdo em leveduras, foi
capaz de gerar a formagdo de anticorpos anti-LTB em camundongos. Assim, foi
demonstrado o papel adjuvante da LTB, corroborando com Conceigao et al. (2003) e
Purswani & Talwar (2011). Com o uso da LTB como proteina carreadora de uma
unica molécula de GnRH, notou-se ser suficiente na soroconversdo do grupo GnRH
em relagao ao controle. A estratégia da construgéo foi diferente do trabalho de Oonk
et al. (1998), que usou o peptideo GnRH repetido em sequéncias idénticas,
modificado em um aminoacido e conjugado com a ovoalbumina, foi eficaz para
reduzir o peso dos testiculos, os niveis séricos de LH e androstenona de suinos,
proporcionando assim a melhoria na qualidade da carne desses animais.

O papel dos anticorpos gerados com a vacinagdo, foi avaliado quando
comparou-se o grupo vacinado com LTB/GnRH e o grupo controle, percebendo a
reducdo da espermatogénese e a degeneragdo dos tubulos seminiferos. A
espermatogénese foi suprimida de forma significativa (p<0,05) no grupo vacinado
com LTB/GnRH, possivelmente devido a reducdo da sintese e secregao dos
horménios LH, FSH pela hipdfise, devido a agdo do bloqueio imune contra a
quimera. Em machos, a deplecéo da estimulacéo pelo FSH afeta significativamente
a proliferacdo de espermatogbnias e, assim, afeta de forma quantitativa os
espermatoécitos primarios (SURESH et al., 1995). Além disso, evidéncias sugerem
que a privagao de FSH também afeta o processo de espermiogénese, levando a
producdo de espermatozdides de baixa qualidade ou imaturos, resultando em
infertilidade (LOPES et al., 2005). Esses resultados foram semelhantes ao estudo
de Ladd et al. (1994), que vacinaram caes contra o GnRH e observaram
azoospermia. A redugao da testosterona, deve-se a auséncia de um efeito “cascata”
naturalmente causado pelo GnRH e é a principal causa da degenaragao tubular dos
testiculos (AIRES, 1999). Essa reducgao, pode ter sido responsavel pelas alteragdes
encontradas nos testiculos durante as avaliagdes histopatoldégicas dos animais
imunizados, onde foi observado degeneragao dos tubulos seminiferos, apresentando
resultados semelhantes aos encontrados por Junaidi et al. (2009), que observaram

efeitos histoldgicos pela supressédo do GnRH por um agonista chamado Deslorelin.
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O presente trabalho demonstrou o potencial imunocontraceptivo da proteina
recombinante LTB/GnRH, entretanto, estudos complementares ainda se fazem

necessarios.



7.0 CONCLUSAO

Baseado nos resultados do presente estudo conclui-se que:

- A P. pastoris mostrou-se como um sistema viavel de expressao da proteina
LTB/GnRH,;

- A LTB atingiu sua finalidade como molécula carreadora;

- A quimera apresentou potencial imunocontraceptivo em camundongos.



8.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

A proteina LTB/GnRH sera testada em outras espécies de animais como
ovinos, bovinos e suinos.

O estudo sera repetido com uma amostragem maior de animais e testado em
ambos 0s sexos.

A dosagem hormonal do LH, FSH e testosterona sera realizada nos préximos
experimentos.

Pretende-se testar um tratamento com uma vacina anti-GnRH comercial como
controle.

Avaliar a reversibilidade das lesdes causadas pela proteina LTB/GnRH.
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