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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo imunoesterilizadora de uma vacina anti-horménio
liberador de hormonio luteinizante (LHRH), composta por ovalbumina-LHRH-7 e tiorredoxina-LHRH-7, em
touros mestigos Nelore. Vinte e seis touros, com dois anos de idade, foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos de 13 animais. No grupo I, os animais receberam uma dose e dois refor¢os da vacina nos dias 0, 141,
e 287 do experimento. No grupo II, os animais ndo receberam nenhum tratamento (controle). Para avaliar o
efeito da vacina nos touros, foi realizada a mensuragao da circunferéncia escrotal no inicio do experimento e
no dia do abate, 741 dias depois. Por ocasido do abate, também foi coletada uma amostra dos testiculos para
avaliacdo histologica. O grupo imunizado apresentou circunferéncia escrotal ao abate de 22+5,98 cm, menor
do que a do grupo controle que foi de 35,6+2,4 cm. Na andlise histolégica dos animais do grupo imunizado,
foi observada degeneragdo testicular com auséncia de espermatozoides em 85% dos animais avaliados, os
outros 15% apresentaram reducdo no numero de espermatozoides, em compara¢do aos animais do grupo
controle. A vacina anti-LHRH, com fusdo de proteinas, ¢ efetiva na castracdo imunologica de touros e deve ser
considerada como alternativa para utilizacdo na produc¢do bovina extensiva no Brasil.

Termos para indexagdo: Bos taurus indicus, imunoesterilizacdo, LHRH, touros Nelore.

Testicular characteristics of bulls immunosterilized with anti-luteinizing
hormone-releasing hormone vaccine

Abstract — The objective of this study was to evaluate the immunosterilization action of the anti-luteinizing
hormone-releasing hormone (LHRH) vaccine, composed with ovalbumin-LHRH-7 and thioredoxin-LHRH-7,
in Nelore-cross bulls. Twenty-six 2-year old bulls were randomly assigned in two groups of 13 animals each.
The animals of group I received a primary and two booster injections of the vaccine on days 0, 141, and
287 of the experiment. In group II, the control group, the bulls did not receive any type of treatment. Scrotal
circumference was measured in the beginning of the experiment and at slaughter, after 741 days. A testicular
sample was collected at slaughter and processed for histological evaluation. The scrotal circumference in
the immunized group was smaller, 22+5.98 cm, compared to the one of the control group (35.6£2.4 cm), at
slaughter. Histological analyses of the testis showed testicular degeneration and absence of sperms in 85% of
the animals in the treated group, and a reduced number of sperms in the other 15%, in comparison to the control
group. The vaccine anti-LHRH with protein fusion is effective in immune castration of bulls and should be
considered as an alternative tool for extensive livestock production in Brazil.

Index terms: Bos taurus indicus, immunosterilization, LHRH, Nelore bulls.

Introduciao

A imunizacdo contra o hormonio liberador de
hormonio luteinizante (LHRH) vem sendo amplamente
pesquisada, pelo grande potencial de suprimir de
maneira eficaz a capacidade reprodutiva de animais
(Ulker et al., 2009a, 2009b). Porém, o uso de antigenos
peptideos, como o LHRH de pequena massa molecular,

apresenta baixa capacidade imunogénica (Reeves
et al., 1989). Estudos iniciais descreveram que a
utilizagdo de LHRH, conjugada a albumina sérica
bovina (BSA), atrofia e, consequentemente, inativa a
funcdo das gonadas de coelhos (Arimura et al., 1973).
Além disso, foram também demonstrados a inibi¢do
da gametogénese e o bloqueio do comportamento
reprodutivo de varias espécies de mamiferos (Falvo
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etal., 1986). A imunizag¢do ativa contra o LHRH serviu
como método para introduzir uma barreira imunologica
entre o hipotdlamo e a pituitaria anterior que, mais
especificamente, neutraliza o LHRH na vasculatura
porta hipotalamo-hipofiseal (Adams & Adams, 1986;
Ulker et al., 2009a).

O grande desafio de vacinas quimicamente
conjugadas ¢ a auséncia de moléculas previsiveis e
similares entre os lotes de producdo, o que dificulta
a padronizag@o do antigeno e, consequentemente, da
resposta imune. Uma alternativa para contornar este
problema tem sido o uso de proteinas recombinantes,
nas quais o LHRH ¢ sintetizado em fusao com diversas
proteinas na vacina (Quesnell et al., 2000). Zee
et al. (1995) desenvolveram uma vacina baseada em
fimbrias recombinantes de Escherichia coli, que contém
sequéncias repetidas de LHRH, cujo gene LHRH foi
inserido, por meio da técnica de DNA recombinante, nos
plasmideos que codificam a expressdo dessa estrutura
na bactéria (Broekhuijsen et al., 1987). Esta vacina
mostrou-se efetiva, induziu a producdo de altos titulos
de anticorpos anti-LHRH e suprimiu o crescimento
testicular em bovinos jovens (Zee et al., 1995).

Os bovinos machos inteiros, destinados a engorda
na regido Centro-Oeste brasileira, sdo mantidos
em grupos no pasto, o que geralmente leva a um
comportamento mais agressivo, em razao da idade e
das elevadas concentragdes de testosterona nesses
animais. A supressdo da testosterona, por meio da
remogdo das gbnadas, tem como objetivo principal
tornar os animais mais doceis, para facilitar o manejo
do lote. A castragdo cirurgica ou orquiectomia ¢ uma
das alternativas comumente utilizadas, entretanto,
¢ considerada como um procedimento traumatico e
necessita de técnico qualificado para sua realizagao,
para minimizar o sofrimento dos animais (uso de
anestésicos), o que também esta relacionado a questdes
de cunho ético-profissional. Além disso, como é um
processo cirurgico, ha necessidade de acompanhamento
individual no periodo pds-operatorio, cuja falha podera
causar perda de animais em razdo de complicacdes,
como: inflamacao, infeccdo, miiases, entre outras
(Oliveira et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acéo
imunoesterilizadora de uma vacina anti-hormdnio
liberador do horménio luteinizante (LHRH), composta
por ovalbumina-LHRH-7 e tiorredoxina-LHRH-7, em
touros mesti¢os Nelore.
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Materiais e Métodos

A sintese de LHRH recombinante, em fusdo com
as proteinas ovalbumina e tiorredoxina, foi realizada
conforme descrito por Zhang et al.(1999). A constru¢io
génica utilizada para a producdo do composto com
ovalbumina possuia sete sequéncias do gene do LHRH,
inseridas em quatro diferentes posi¢des do fragmento
do gene da ovalbumina, enquanto para o composto
que possui a tiorredoxina, sete sequéncias génicas do
hormonio foramintroduzidasemtrés diferentes posigoes
no gene da tiorredoxina. A linhagem BL21(DE3) de
Escherichia coli foi utilizada para a expressdo das
proteinas. A purificacdo da proteina de fusdo com
LHRH foi realizada por meio de cromatografia por
afinidade ao niquel. As proteinas purificadas foram
combinadas em quantidades equivalentes, para chegar
a concentragdo final de 1,5 mg de LHRH por dose;
foram, entdo, emulsificadas em adjuvante completo
de Freund modificado (CakBiochem, San Diego, CA,
Estados Unidos), para a primeira dose da imunizagao,
ou em adjuvante incompleto de Freund, para os dois
reforcos subsequentes.

Foram utilizados 26 touros Nelore mestigos, com
aproximadamente dois anos de idade, em maio de
2001, mantidos na fazenda Colorado, em Bom Jesus
do Araguaia (12°08'08"S e 51°41'24"W), no Estado
do Mato Grosso. O clima predominante ¢ o tropical
continental, com chuvas distribuidas ao longo do ano e
maiores precipitacdes pluviais em dezembro, janeiro e
fevereiro. A média de precipitacdo anual na regido ¢ de
1.750 mm, e a temperatura média do ar ¢ de 22°C.

Os animais tinham livre acesso a pastagem de
Brachiaria brizantha, sal mineralizado e agua, durante
todo o periodo do experimento. O abate dos animais
estava previsto, inicialmente, para os trés anos de
idade (um ano apds a primovacinagdo), entretanto, em
consequéncia das condi¢des climaticas desfavoraveis,
os animais ndo atingiram o peso de abate esperado
€ permaneceram por mais um ano na propriedade.
Os animais foram separados aleatoriamente em dois
grupos; o grupo I (imunizado) foi composto por 13
touros que receberam uma aplicagdo subcutinea da
vacina anti-LHRH, no dia 0, e dois refor¢os a intervalos
de aproximadamente 140 dias (dias 141 e 287); o
grupo II (controle) foi composto por 13 touros que nao
receberam nenhum tipo de tratamento. Mensuracoes
do peso vivo e da circunferéncia escrotal dos animais
foram realizadas no dia 0, aos 454 dias de intervalo do
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ultimo reforco da vacina, e no momento do abate dos
animais, aos 741 dias apds a primoimunizagao.

Os testiculos foram coletados ao abate, e um
fragmento de aproximadamente um grama da porcéo
mediana do testiculo foi imerso em fixativo de Bowin
por pelo menos sete dias, lavado em etanol a 70%,
processado ¢ embebido em parafina, para o corte
histolégico de 4-5 um de espessura. As laminas com os
cortes histologicos foram coradas com hematoxilina e
eosina (H&E) e, em seguida, analisadas em microscopio
optico para avaliagdo morfologica.

As medidas de circunferéncia escrotal e peso
vivo foram submetidas ao teste t de Student, para
verificacdo da existéncia de diferencas significativas
entre os parametros, nos dois grupos analisados.
Posteriormente, foi feita a analise de variancia para
verificagdo da existéncia de interagdo entre tempo e
circunferéncia escrotal. Todas as analises estatisticas
foram realizadas com o programa R (R Development
Core Team, 2009).

Resultados e Discussao

As medidas da circunferéncia escrotal dos testiculos
de touros Nelore mesticos, criados extensivamente,
foram similares nos grupos vacinados e controle, no dia 0
(Tabela 1). Contudo, ocorreu aumento significativo
deste parametro no grupo controle, em relagdo ao
grupo vacinado, aos 741 dias. Os animais no grupo
controle apresentaram ganho de peso maior durante o
periodo experimental, com peso vivo ao abate superior
ao do grupo imunizado. O aumento de peso dos
animais inteiros, em relacdo aos imunizados, ocorreu,
possivelmente, em razdo da maior acdo hormonal
proveniente dos hormonios androgénicos, entre
eles a testosterona, produzida nos testiculos (Field,
1971). Freitas et al. (2008) encontraram resultados
similares ¢ demonstraram que bovinos castrados

Tabela 1. Circunferéncia escrotal e peso vivo em touros
Nelore mestigos, imunocastrados com vacina anti-hormoénio
liberador do hormoénio luteinizante (vacinados)V e inteiros
(controle), no inicio (dia 0) e ao final do experimento (741
dias).

Tratamento Circunferéncia escrotal (cm) Peso vivo (kg)

0 dias 741 dias 0 dias 741 dias
Controle (n=13) 21,54+2,5 35,6+£2,4 256124 576439
Vacinados (n=13)  21,19+43,16 22,0+5,98%* 248422  507455%*

(MTouros vacinados com anti-LHRH aos 0, 141 e 287 dias do experimento.
**Significativo a 1% de probabilidade na coluna.

cirurgicamente apresentaram peso Vivo entre 5 e
7,5% menor que os bovinos inteiros. Todavia, quando
bovinos castrados cirurgicamente foram comparados a
animais imunizados, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (Cook et al., 2001;
Ribeiro et al., 2004).

A degeneragdo testicular, com descamagdo do
epitélio seminifero, foi observada em analises
histologicas nas amostras do grupo vacinado. Além
disso, em 85% das amostras desse grupo, observou-se
a auséncia total de espermatozoides, o que mostra
a disfuncdo das células de Sertoli, causada,
provavelmente, pela acdo da vacina anti-LHRH
ao inibir a secrecdo de FSH e LH hipofiseal.
Nas amostras restantes (15%), foi verificada a reducao
do niimero de espermatozoides, provavelmente em
consequéncia da retomada da funcdo das células de
Sertoli, apds a aplicacdo do ultimo reforco da vacina
ou pela inibicdo parcial da espermatogénese. Efeito
semelhante foi observado por Robertson et al. (1982),
que imunizaram bezerros com uma vacina anti-LHRH
e verificaram a supressdo das fun¢des gonadais e do
comportamento sexual dos animais, que retornaram a
normalidade seis meses apos a ultima dose. No grupo
II (controle), a andlise histopatologica indicou a
presenca de espermatozoides (espermatogénese) em
100% das amostras, sem altera¢do na arquitetura dos
tubulos seminiferos.

A diminui¢do da circunferéncia escrotal em touros
Nelore mesti¢os, observadas no presente estudo em
decorréncia da imunizagdo com a vacina anti-LHRH,
também foi observada em outras ragas e espécies
(Huxsoll et al., 1998; Cook et al., 2000; Ulker et al.,
2009a, 2009b). A inibigdo da fungdo reprodutiva
dos bovinos, causada pela imunoesterilizagdo com
vacina anti-LHRH, mostrou-se efetiva de acordo
com o0s parametros previamente descritos por
Arimura et al. (1973), caracterizados pela reducdo da
circunferéncia testicular e pela diminuigdo e auséncia
de espermatozoides viaveis nos tibulos seminiferos.

A utilizagdo de diferentes adjuvantes deve ser testada
em vacinas para imunocastragdo em touros, para se
buscar o bloqueio prolongado no sistema de regulagdo
da espermatogénese (hipotalamo-hipofisario-gonadal).
Conforti et al. (2008) demonstraram que o uso de
oligodeoxinucleotideos sintéticos, baseados em
citosina e guanina (CpG), como adjuvante para a
imunoesterilizagdo em novilhas de ragas europeias,
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produziu resposta imunoldgica maior que o adjuvante
completo de Freund. Além disso, futuros estudos
devem ser realizados para a avaliagdo da resposta
a diferentes concentragdes de LHRH, visto que, no
presente trabalho, a vacina ndo apresentou eficacia de
100% na supressdo da espermatogénese, com uso da
concentracdo de 1,5 mg por dose. Conforti et al. (2008)
demonstraram que o uso da vacina anti-LHRH, com
concentracao final de 3,4 mg de LHRH, resultou em
maiores concentragdes de anticorpos contra o LHRH,
em comparacdo as diferentes doses, que variaram
de 1,5 a 7,6 mg de LHRH, além de ter resultado na
redugdo significativa no peso do trato reprodutivo de
novilhas, em comparacdo a doses totais inferiores a
1,5 mg de LHRH.

Conclusao

A imunocastracao de touros Nelore mesticos, pela
acdo imunoesterilizadora da vacina anti-hormonio
liberador do hormonio luteinizante, € uma alternativa
viavel de método contraceptivo e de controle
comportamental, por meio da supressdo da sintese de
testosterona.
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