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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de produzir um soro
anti-inibina (IAS) para a hiperestimulacdo ovariana de camundongos. O IAS é capaz
de aumentar a producdo de odcitos e embrides por fémea estimulada. Foi
demonstrado que a utilizacdo de um soro anti-inibina (IAS) promove o
desenvolvimento folicular através do aumento do nivel de horménio foliculo
estimulante e aumento na produgédo de embrides. O trabalho foi desenvolvido em
trés etapas principais. A primeira etapa consistiu ha escolha da sequéncia da
proteina, utilizada como antigeno, e a producdo do peptideo. A segunda etapa
consistiu na inoculacdo do peptideo em coelhos para a producdo de anticorpos
contra a porcdo de interesse da proteina inibina. Durante a terceira etapa foram
desenvolvidos testes para verificar a eficacia da producdo do anticorpo. A primeira
tentativa de producédo propria do IAS ndo apresentou producdo significativa de
anticorpo. Uma adaptacdo do protocolo original permitiu uma producéo satisfatoria
do anticorpo anti-inibina. O peptideo desenvolvido na primeira etapa do processo foi
enviado para uma empresa especializada na producdo de anticorpo, conjugado a
uma proteina carreadora e utilizado para a producdo do anticorpo. O anticorpo
produzido durante o presente trabalho serd testado quanto a sua eficiéncia no
bloqueio da inibina. E futuramente, ser& utilizado na produg&o de um produto proprio
para estimulacdo ovariana de camundongos. O sucesso da aplicacdo desse novo
protocolo é essencial para uma producao mais eficiente de embriées e évulos, para
reducdo de custos na compra de insumos semelhantes e, principalmente, para uma
reducdo do nimero de animais utilizados nos protocolos tradicionais de producéo de

embrides.

Palavras- chave: Hiperovulagdo, Inibina, soro imune, camundongo, o00citos,

producdo de embrides, biotério de criacdo, linhagens de camundongo.



ABSTRACT

The present study was conducted to produce the inhibin antisera for
ovarian hyperstimulation. The inhibin antisera produced will be capable of
significantly improve oocyte and embryo production. The use of an anti-inhibin
serum (IAS) has been shown to promote follicular development by increasing the
level of follicle stimulating hormone and increasing embryo production. This work
was developed in three main stages. The first step consisted in choosing the
protein sequence used as an antigen and producing the peptide. The second step
consisted of inoculating the peptide in rabbits to produce antibodies against the
inhibin sequence. During the third stage tests were developed to verify the
effectiveness of antibody production. The first attempt at IAS own production did
not show significant antibody production. An adaptation of the original protocol
allowed satisfactory production of the anti-inhibin antibody. The peptide developed
in the first step of the process was sent to a company specializing in antibody
production, conjugated to a carrier protein and used for antibody production. The
antibody produced during this present work will be tested for its inhibin blocking
efficiency. And in the future, it will be used to produce its own mouse ovarian
stimulation product. The successful application of this new protocol is essential for
more efficient embryo and egg production, cost reduction in the purchase of
similar products, and especially for a reduction in the number of animals used in

traditional embryo production protocols.

Keywords: Hyperovulation, Inhibin antiserum, mice, oocytes, embryo production,

mouse strains, mouse repository.
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1 INTRODUCAO

1.1 Uso de animais na pesquisa cientifica

Ha séculos o homem utiliza animais em pesquisas cientificas na busca do
conhecimento e beneficio para a saude de ambos. Como consequéncia desse
fendbmeno surge a Ciéncia em Animais de Laboratorio, cujo foco principal de estudo
€ 0 proprio animal que sera utilizado na pesquisa e como este deve ser criado e
manipulado (Quimby 1994). A Ciéncia em Animais de Laboratério engloba uma série
de areas e serve de base para todas as outras ciéncias que utilizam animais em
seus trabalhos. Estas areas incluem: sanidade, genética, manejo reprodutivo, bem-

estar, edificacdo, ética educacéao e dentre outras (Monamy 2017).

1.2 Modelagem animal

A saude humana e a animal estédo diretamente relacionadas. Por muitos anos,
animais tém sido utilizados como modelos de doencas humanas. A similaridade
entre espécies animais e a espécie humana tem permitido a pratica da modelagem
animal. Na impossibilidade do uso do préprio ser humano em boa parte das
pesquisas devido a questdes éticas, a modelagem de condicbes humanas em
animais tem sido utilizada.

A medicina veterinéria utilizou com sucesso, por muitos anos medicamentos
humanos em sua clinica de pequenos animais. Os mesmos principios ativos
funcionam na clinica médica humana e animal com algumas raras excec¢des devido
a particularidade de algumas espécies animais. Mas de forma geral, essa
semelhanca fisiologica, patologica e farmacologica legitima a utilizagcdo de animais

como modelos de doengas humanas.



Os animais de laboratério sdo essenciais para experimentos na area de
pesquisa basica e aplicada. Existe uma gama de modelos que podem ser aplicados
em diversas areas de investigacdo existentes (Svendsen 1994). A escolha correta
do modelo ideal para cada tipo de pesquisa € essencial para o sucesso do trabalho,
bem como a qualidade genética e o estado sanitario do animal (Mann, Crouse et al.

1991, Botting and Morrison 1997)

1.3 O camundongo como modelo animal

O camundongo é o modelo animal mais utilizado nas pesquisas cientificas,
isso se deve principalmente as semelhancas genéticas com o ser humano. Cerca de
95% da sequéncia de codificagdo nos genomas humano e de camundongos é
conservada (Schwartz, Kent et al. 2003). O genoma de camundongo foi o primeiro,
dentre os mamiferos ndo humanos, a ser sequenciado na sua totalidade. O que
permite o estudo em pesquisa basica e dos mecanismos envolvidos em desordens
genéticas (Mouse Genome Sequencing, Waterston et al. 2002).

O sucesso do camundongo como animal de laboratério se deu gracas as
diversas vantagens deste modelo se comparado a outros modelos animais. Como
por exemplo: seu tamanho pequeno; manutencéo simples se comparada a diversos
outros modelos; sua reproducao facil; seu periodo de gestacao e ciclo de vida curtos
(Leon.LR. 2005). Além disso, o longo periodo de pesquisas utilizando camundongos
resultaram em uma abundéncia de dados, painéis especializados para analises
geneéticas, tecnologias para manipular o genoma do camundongo e uma rica base
de dados na literatura sobre genética e biologia de camundongos.

Os camundongos apresentam vinte pares de cromossomos e um grande

namero de mutantes com centenas de colonias geneticamente definidas. Atualmente



existem modelos murinos para inumeras patologias ou disfunc¢des, animais capazes
de mimetizar os efeitos observados na espécie humana. Dentre esses pode-se citar
animais modelos para doencas neurodegenerativas, como Alzheimer (Elder, Gama
Sosa et al. 2010), modelos para obesidade (Brockmann and Bevova 2002), diabetes
(Van Belle, Taylor et al. 2009), dentre muitos outros. A criacdo e manutencao desses
modelos animais soO € possivel gracas aos estudos de tecnologias. Portanto,
dominar as técnicas de producédo de embrides e gametas traz beneficios diretos e

indiretos para estudos de pesquisa basica e aplicada.

1.4 Biotérios de criacao

Os biotérios e centros especializados na criacdo, preservacao e distribuicdo
de linhagens de camundongos sdo uma ferramenta essencial para melhorar o
acesso da comunidade cientifica a esses animais (Eppig, Motenko et al. 2015). Por
meio deles, pesquisadores e centros de pesquisa podem manter e obter linhagens
de isogénicas ou mutantes. Os camundongos sdo amplamente utilizados para
pesquisa biomédica e o numero de modelos sendo gerado esta aumentando
rapidamente.

Os biotérios de criagdo sdo essenciais para a manutencdo de linhagens
valiosas de camundongo e para que as linhagens sejam preservadas com
seguranca e manejadas de modo adequado. Garantir a disponibilidade continua
dessas linhagens de camundongo preserva o investimento feito na criacdo e
caracterizacdo das mesmas e, também garante seguranca para 0S ensaios
realizados com esses animais.

Para os pesquisadores, 0s biotérios de criacdo protegem contra a perda de

suas linhagens, permitem o gerenciamento eficiente de colonias, a reducdo dos



custos com a criacdo, a reducdo do numero de animais utilizados na pesquisa e
reducdo dos custos de criagcdo. As atividades comuns dos biotérios de criacao
incluem preservacdo, curadoria e distribuicdo de linhagens de camundongos;
desenvolvimento de programas de controle de qualidade para garantir a estabilidade
genética (fundo genético), manutencédo da mutacdo presente nos modelos, o estado
de saude do animal, o atendimento ao cliente e suporte técnico para pesquisadores.
As tecnologias reprodutivas sdo uma ferramenta poderosa para gerenciar
eficientemente esses centros de criacdo e para o desenvolvimento de programas de

criopreservacao de linhagens.

1.5 Importéancia da manipulacdo de embrides e 6vulos de camundongo

Experimentos realizados nos anos cinquenta foram pioneiros no estudo dos
meétodos de cultura in vitro de embriées de camundongo (Jun and Hammond 1949,
Whitten 1956). Cada vez mais, ao longo dos anos, embriées murinos vém sendo
utilizados nos estudos dos processos embrioldgicos pré-implantacdo e no
desenvolvimento de tecnologias reprodutivas (lllmensee, Kaskar et al. 2006,
Cockburn and Rossant 2010, Shahbazi and Zernicka-Goetz 2018). Os embrides e
odcitos produzidos por meio das aplicacées de tecnologias produtivas séo utilizados
pra inumeros fins. Como por exemplo, a manutencao de linhagens, limpeza sanitaria

de linhagens, producgéo de animais transgénicos e manejo de col6nias.
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Figura 1. Relacdo de algumas &reas da ciéncia nas quais embrides e gametas
de camundongo sé&o utilizados.

1.6 Banco de embrides e gametas

As técnicas de reproducdo assistida sdo fundamentais para o manejo de
animais de laboratério. Atualmente existem cerca de 15.000 linhagens de
camundongos disponiveis para pesquisa (Ostermeier, Wiles et al. 2008). No entanto,
muitos destes modelos geneticamente modificados apresentam dificuldades na sua
criacdo, relacionados a baixa taxa de natalidade ou outras desordens de fundo
reprodutivo. Diferentes técnicas reprodutivas podem ser aplicadas em modelo
murino, tais como fertilizacdo in vitro (FIV), transferéncia embriondria e o
congelamento de embribes e gametas para a preservacdo das linhagens.
Atualmente ndo € mais recomendado uma instituicdo trabalhar com um grande
namero de linhagens sem ter um programa de criopreservacdo de embrides e
gametas (Frajblat and Amaral 2009). Portanto, a producdo de gametas e embrides
de camundongos sao essenciais na manutencao das linhagens ja existentes atraves

da criopreservacao do material genético destes animais.



A criopreservacdo de embrides permite manter em um mesmo local um
grande numero de diferentes linhagens, o que ndo seria possivel se eles estivessem
em um estado adulto. As vantagens da presenca de um programa de
criopreservacdo de embrides em uma instituicdo, que utiliza um grande namero de
linhagens, podem ser resumidas em alguns pontos:

e Reducao na demanda de espacgo para manter os animais.

e Reducao no numero de pessoal envolvido na criacéo.

e Eliminacdo da susceptibilidade de linhagens valiosas com infec¢cdes por
patégenos.

e Impede o cruzamento involuntério de linhagens.

e Impede a perda da linhagem por mutagcéo espontanea.

e Simplifica o envio e importacdo de animais e a necessidade da quarentena e
de tramites alfandegarios.

e Permite manter um grande nimero de linhagens na instituig&o.
Portanto, a criopreservacao e criacdo de um banco de linhagens é essencial

para os programas de pesquisa que utilizam animais em seus projetos.

1.7 Producao de animais geneticamente modificados
O camundongo é o organismo modelo mais utilizado na pesquisa e estudo
de doencas humanas (Rosenthal and Brown 2007). O sequenciamento do genoma
do camundongo foi publicado no final de 2002 usando a cepa C57BL/6 (Mouse
Genome Sequencing, Waterston et al. 2002). Aproximadamente 30% dos genes no
genoma do camundongo podem ser descritos como necessarios para a

sobrevivéncia até a idade adulta em humanos (Ayadi, Birling et al. 2012).



O advento da tecnologia de animais geneticamente modificados possibilitou
gue pesquisadores projetassem animais de laboratorio com caracteristicas genéticas
especificas de acordo com o alvo de sua pesquisa. Isto permite o desenvolvimento
de modelos para muitas doencas humanas e estudo de pesquisa basica em diversas
areas da ciéncia.

Recentemente, uma nova tecnologia tem revolucionado a producéo destes
animais geneticamente modificados. A tecnologia de CRISPR-Cas 9 modificou a
velocidade com que estes animais sdo produzidos (Yang et al. 2013). Desde os
primeiros relatos bem sucedidos do uso da tecnologia de edicdo de genomas com
CRISPR-Cas-9 em células de mamiferos no inicio de 2013, a edicdo de genes em
camundongos e outras espécies ganhou grande destaque no meio cientifico (Cho,
Kim et al. 2013, Cong, Ran et al. 2013, Hwang, Fu et al. 2013, Jinek, East et al.
2013, Mali, Yang et al. 2013, Ran, Hsu et al. 2013). Com ela a geracdo de
camundongos geneticamente modificados se torna muito mais simples, precisa,
eficiente e econémica. Essa tecnologia reduz o tempo necessario para a geracéo de
camundongos mutantes e tornou a edi¢cdo do genoma melhor e mais eficiente (Jinek,

East et al. 2013).

1.8 Limpeza sanitaria de linhagens
A limpeza sanitaria de linhagens é um procedimento adotado para eliminar
patdogenos de camundongos para estabelecer colonias reprodutivas limpas e
saudaveis. E um processo delicado e, em muitos casos, o mais facil é eliminar a
colbnia contaminada e trazer novos animais limpos para o biotério. Porém, quando
se trada de uma linhagem de animais geneticamente modificados ou de dificil

obtencdo, a realizacdo de vazios sanitarios ndo é uma opc¢ao. Nesses casos, uma



vez contaminados ndo é possivel sua simples eliminacdo para o inicio de uma nova
colénia (Morrell 1999).

A estratégia de rederivacdo surgiu para suprir essa demanda. A rederivacao
pode ser realizada usando técnicas de fertilizacdo in vitro ou praticas de rederivacao
padrdo. A mais eficiente delas é a transferéncia embrionaria (Sztein 2011). Esta
técnica tem como premissa impedir o contagio dos filhotes que ocorre durante o
contato com o0 sangue materno na gestacdo e principalmente no parto (Taft,
Davisson et al. 2006). Os embrides da linhagem contaminada séo coletados e
transferidos para fémeas receptoras que possuem padrdo sanitario SPF (livre de
patdgenos). Desta forma, os animais que vierem a nascer deste procedimento nao
terdo a condicao sanitaria de sua linhagem genética pela auséncia da contaminacao
durante o periodo gestacional ou durante o parto (Besselsen, Romero-Aleshire et al.
2008).

Esta técnica necessita de um laboratério preparado para a manipulacédo de
embribes e para o procedimento de transferéncia embrionaria. Em muitos casos,
quando nao houver fémeas receptoras disponiveis ou quando o nimero de embrides
obtidos for maior que o niumero de fémeas disponiveis, a criopreservacdo destes

embrides sera necesséria para uma transferéncia em outro momento.

1.9 Fisiologia reprodutiva e o ciclo estral do camundongo
Grande parte do controle das funcbes sexuais em ambos 0s sexos comeca
com a secrecado do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo.
Durante a maturacdo sexual, as secrecdes de todos os hormbnios ovarianos e
testiculares dependem das gonadotrofinas produzidas na hipofise. O processo se

inicia quando a hipofise, estimulada pelo hipotalamo, é ativada e passa a produzir os



horménios gonadotréficos: o horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio
luteinizante (LH). Apos a liberacdo, esses hormonios séo transportados as gonadas

(testiculos e ovarios). (Stamatiades and Kaiser 2018)

No caso dos machos o LH é levado até os testiculos, estimulando a
producao de testosterona; enquanto o FSH, juntamente com a testosterona, estimula
a espermatogénese. Nas fémeas o FSH estimula o desenvolvimento dos foliculos
ovarianos; enquanto o LH estimula a ovulacdo e a transformacéo do foliculo em
corpo lateo. Por meio dos mecanismos de feedback negativo, o LH e FSH estimulam
a atividade ovariana. O horménio FSH estimula os ovarios a produzirem e liberarem
0 estrégeno. O corpo lateo, formado pelo estimulo do LH, secreta a progesterona.

(Filatov, Khramova et al. 2017)

7

Nas fémeas de roedores o ciclo reprodutivo € chamado de ciclo estral,
possui duracdo média de quatro dias. As fases do cicloestral sdo proestro, estro,
metaestro e diestro (figura 2). O proestro compreende a fase folicular do ovério,
corresponde ao periodo pré-ovulatério, quando ha um aumento de estradiol
(Walmer, Wrona et al. 1992) e, consequentemente, algumas horas depois, durante a
noite, ocorre o pico de LH (Parkening, Collins et al. 1982). Esta fase € caracterizada
pela aceleracdo do crescimento folicular sob a influéncia do FSH. H& um aumento
na producdo de estradiol, que passa a suprir os niveis de progesterona do ciclo

anterior em declinio.

No estro o estradiol permanece elevado durante a manha e volta aos niveis
basais no periodo da tarde (Walmer, Wrona et al. 1992), ocorre entdo uma queda
dos niveis de estradiol em sincronia com a ovulacio e formagdo do corpo liteo. E
durante a fase de estro que a fémea fica receptiva ao macho. O metaestro e

diestro correspondem a fase luteinica do ovario, sendo 0 metaestro um estagio
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intermediario, onde a queda nos niveis de estradiol € compensada pelo aumento dos
niveis de progesterona produzida pelos corpos luteos formados (Walmer, Wrona et

al. 1992).

O diestro € o periodo do ciclo onde ha maior producao de progesterona de
fase luteinica ativa e as glandulas do endométrio atingem seu pico da atividade
secretora. Durante o estro, metaestro e diestro, as concentracfes plasmaticas de LH
e FSH circulantes sdo mais baixas (Parkening, Collins et al. 1982). Caso ocorra a
fertilizacdo e gravidez o periodo de diestro € prolongado. Ao contrario da espécie
humana, em fémeas de camundongo, ndo ha fase luteal, ou seja, apenas quando ha
coito o horménio prolactina é liberado e o corpo liteo se mantém, na auséncia do

coito o corpo lateo dura apenas trés dias e o ciclo se reinicia.

Quando em grupo, as fémeas de camundongo podem apresentar
assincronia dos ciclos reprodutivos, que € revertida com a exposi¢cado das fémeas ao
macho. A partir dai o estro retorna e se torna sincronizado para todas as fémeas do
grupo em um periodo de quarenta e oito horas, esse fendbmeno é denominado efeito

de Whitten (Andrade et.al 2006).
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Figura 2. O ciclo estral do roedor. Em camundongos a ovulacdo ocorre a
cada 4-5 dias. Metaestro e diestro sdo caracterizados por baixos niveis de
estradiol, que aumentam gradativamente. No final da tarde do proestro, niveis
elevados de estradiol induzem a liberagdo de GnRH do hipotalamo, o que
induz o pico de LH e FSH do proestro aproximadamente no inicio do periodo
ativo do animal (noite). A ovulagc&o ocorre 12-14 h depois. Fonte: (Miller and
Takahashi 2013)

1.10 Método tradicional superovulagcdo em camundongos

A superovulacdo tem sido usada na producédo de camundongos transgénicos
desde o final da década de 1980 para induzir artificialmente a ovulacdo de um
grande numero de odcitos a partir de um numero limitado de fémeas de
camundongo. A superovulacao facilita a geracdo de camundongos geneticamente
modificados e reduz o numero de animais utilizados (GatesAH. 1971, Hogan 1986).
O uso de superovulacdo para aumentar o rendimento de o00citos para propositos
experimentais foi descrito pela primeira vez em 1956 (Gates 1956) e

subsequentemente expandido em 1971 (GatesAH. 1971).

Diversos trabalhos relataram que a resposta ovulatdria aos protocolos de

superestimulacdo varia de acordo com a linhagem da fémea (GatesAH. 1971, Legge
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and Sellens 1994, Suzuki, Asano et al. 1996, Vergara, Irwin et al. 1997, Auerbach,
Norinsky et al. 2003, Nagy A 2003, Byers, Payson et al. 2006). Nos estudos citados
sao utilizadas fémeas de idade semelhante que receberam quantidades iguais de
gonadotrofinas. Posteriormente foram avaliadas as diferencas de producdo de
oocitos entre as linhagens. As linhagens foram classificadas de acordo com suas
respostas ovulatérias como mas respondedoras (ex. linhagem A/J com cerca de
cinco odcitos por fémea) e boas respondedoras (ex. linhagem 129S1 com mais de
guarenta odcitos por fémea) (Byers, Payson et al. 2006). Essas respostas variadas a
superovulacdo resultam de diferencas genéticas, onde a resposta a ovulacao
induzida por hormonio depende de trés a quatro grandes diferencas genéticas entre
as diferentes linhagens de camundongo (Spearow 1988, Spearow, Nutson et al.

1999).

Em métodos laboratoriais, especialmente em camundongos, o0 protocolo
classico de superestimulacdo ovariana envolve a aplicacdo de Gonadotrofina
Coribnica Equina (eCG) e a gonadotrofina cronica humana (hCG). Essa

gonadotrifinas atuam diretamente na regulacdo dos horménios ovarianos.

A aplicacdo de eCG em ratos aumenta a ovulacdo e previne a atresia de
foliculos periantrais e antrais (Braw and Tsafriri 1980). Wang e colaboradores
examinaram os efeitos de LH e FSH no crescimento de foliculos ovarianos em
camundongos que tiveram a remocao prévia da glandula pituitaria. Eles descobriram
que o FSH aumenta o numero de foliculos antrais e periantrais, enquanto o LH
aumenta os foliculos priméarios e secundarios (Wang and Greenwald 1993). Em
estudo utilizando ratos, Popova e colaboradores, verificaram que o eCG e o FSH
tiveram efeitos similares na estimulagdo ovariana (Popova, Krivokharchenko et al.

2002).
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Fémeas
superestimuladas
sdo colocadas com
macho

Dial Dia3 Diad Dia3
Injegio IP Injegio IP Verificagdo de plug Coleta de embrides
eCG hCG vaginal {46-48h pos hCG)
(46-48h pos eCG)
B

Figura 3 Método tradicional de superovulagdo em camundongos. No primeiro dia
€ aplicado o0 eCG e 48 horas depois é aplicado o hCG, as fémeas séo colocadas
com machos reprodutores(A). Para a confirmacdo da cépula dos animais é
verificado a presenca do tampao mucoso, acumulo de sémen no orificio vaginal

resultante da copula (plug vaginal) (B-seta).

A gonadotrofina coriénica humana (hCG) e o horménio luteinizante (LH) séo
componentes integrais do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, que controlam a
maturacdo e a funcionalidade sexual (Choi and Smitz 2014). Na auséncia de
sinalizacao através de seu receptor compartilhado, a diferenciacdo sexual fetal e o
desenvolvimento pés-natal ndo podem prosseguir normalmente. Além de
compartilhem o mesmo receptor, tanto o LH quanto o hCG séo iso-hormdnios que
diferem apenas em relacdo a modificacdo poés-traducional (predominantemente
glicosilacéo) e estado de degradacao, que influencia sua atividade bioldgica e sua

meia-vida em circulagéo (Bergendah and Veldhuis 2001, Arey and Lopez 2011). O
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hCG administrado durante os protocolos de superovulacdo € capaz de atuar como

regulador chave da esteroidogénese gonadal e da ovulacéo.

Em resumo, nos protocolos de superestimulacdo ovariana, o eCG atua de
modo analogo ao horménio FSH, enquanto o hCG atua de modo analogo ao LH. Por
sua vez o crescimento folicular e a ovulacdo estdo sob o controle direto desses dois
horménios (FSH e LH), que sédo secretados diretamente da adeno-hipéfise e
estimulados pela liberacdo de horménios (GnRH) do hipotalamo. Nos estagios
iniciais do ciclo natural, a secrecdo de GnRH resulta em uma liberacdo maior de
FSH e niveis mais baixos de LH da hipoéfise, o que incitara o crescimento folicular

(Fritz MA 2011).

A estimulacdo hormonal pode ser iniciada em qualquer estagio do ciclo
estral. Os resultados da superestimulacdo dependem de fatores como a idade das
fémeas, as doses de gonadotrofina, a linhagem do animal e fatores ambientais como
estresse, luminosidade e alimentacdo dos animais. Apesar do avango no campo da
ciéncia, varios laboratérios relatam variagcbes na producdo de embrides mesmo
quando todas as variaveis conhecidas estdo controladas. Todos os fatores que
podem afetar o bem-estar do animal tém o potencial de interferir no resultado da

producao de embrides.
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Tabela 1. Variacdo das linhagens quanto sua resposta a estimulacdo hormonal.
Fonte: Hogan, 1986

Boas respondedoras Mas respondedoras

C57BL/6J Ald
BALB/cByJ C3H/Hed
129/SvJ BALB/cJ
CBA/CaJ 129/J
CBA/H-T6J 129/ReJ
SJL/AI DBA/2J
C58/J C57/L

BALB/cByJ x C57BL/6J F1 BALB/cJ x A/JF1

C57BL/6J x CBA/CaJ F1 C57BL/6J x CBA/CaJ F1

A estimulacdo ovariana com gonadotrofinas é capaz de produzir um namero
relativamente grande de odcitos e embrides que pode variar de acordo com a
linhagem, Camundongos de diversas linhagens respondem diferentemente a
estimulacdo hormonal (Hogan 1986). A tabela 1 classifica algumas linhagens de

acordo com sua resposta a estimulagdo hormonal.
1.11 A inibina

A inibina € um membro da superfamilia do fatorde transformacao
do crescimento beta (TGF-B), € uma dlicoproteina heterodimérica de origem
gonadal (Miyazono, Kamiya et al. 2010). A inibina foi originalmente definida como
uma substancia que suprime seletivamente a secrecdo de FSH na hipofise (Knight,

Satchell et al. 2012). Composta por subunidades a e B, onde o processamento pos-
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traducional da origem a inibinas A e B de tamanho diferentes (Knight, Satchell et al.

2012).

A inibina alfa, codificada pelo gene INHA humano, tem o efeito oposto da
ativina. Inibe a biossintese e secrecao de FSH, atuando como antagonista da ativina
(Gressner 2011). As inibicbes podem ser encontradas em uma ampla variedade de
tecidos e, embora tenham sido originalmente encontradas em células da granulosa
do ovario (Erickson and Hsueh 1978) e nas células de sertoli do testiculo (Eddie,
Baker et al. 1978). A inibina possui uma subunidade a comum que esta ligada a uma
subunidade RA ou BB por meio de uma ligacdo dissulfeto formando a inibina A (a
RA) ou inibina B (a BB). A inibina é capaz de inibir a atividade da ativina competindo
pelo local de ligacdo no receptor de ativina (ActRIl) e deslocando a ativina do
complexo ativina-receptor. No entanto, a afinidade da inibina pelo receptor ActRIl é
dez vezes menor que a ativina; portanto, ajuda adicional é fornecida a inibina por
meio de um betaglicano com alta afinidade pela inibina, que atua como um co-
receptor do ActRIl para fortalecer sua inibicdo (Choi and Han 2011). A inibina alfa &
expressa em uma variedade de tecidos, incluindo o endométrio (Mylonas,
Makovitzky et al. 2004), cérebro (Uccella, La Rosa et al. 2000, Mousa and Mousa
2003), glandula adrenal (Arola, Liu et al. 1998), testiculo (Fujisawa 2006) e ovario

(Yamoto, Minami et al. 1992).

O complexo sistema de regulacao ativina-inibina, esta envolvido em varias
atividades bioldgicas importantes, como o desenvolvimento de tecidos e fun¢bes das
células enddcrinas pancreaticas (Watanabe 2011). Dependendo da composicao da
subunidade, eles também influenciam na indugcdo de apoptose, metabolismo,

endocrino, homeostase, crescimento 6sseo, inflamacéo por fibrose, neurogénese, e
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carcinogénese em varios orgaos (Chng, Vallier et al. 2011, Muenster, Korupolu et al.
2011).
1.12 Papel da Inibina na regulagcdo hormonal

A inibina, juntamente com a ativina e a folistatina, sdo importantes
reguladores da secrecdo de FSH pelos hormdnios gonadotroficos hipofisarios (Li,
Phillips et al. 1995, Knight and Glister 2006). A ativina aumenta a secrecao de FSH
(Knight, Satchell et al. 2012), enquanto a inibina regula negativamente a secrecao de
FSH através de ligacdo competitiva contra a ativina ao seu receptor tipo Il,
impedindo assim, que a ativina forme complexos sinalizadores ativos com o receptor
do tipo 1 (Phillips and Woodruff 2004). O equilibrio entre a producdo de ativina e
inibina se altera ao longo do desenvolvimento folicular, com foliculos primarios a pré-
antrais expressando principalmente subunidades beta para formar ativinas, e
foliculos maiores e mais desenvolvidos expressando mais a subunidade alfa, para
formar inibina A ou B (Hillier 1991, Hillier 2009). Numerosos estudos ja
demonstraram que a neutralizacdo da bioatividade da inibina enddgena por
imunizacdo passiva ou ativa (Findlay, Doughton et al. 1989, Mann, Campbell et al.
1989, Mizumachi, Voglmayr et al. 1990, Wrathall, McLeod et al. 1992, Kaneko,
Nakanishi et al. 1995, Akagi, Kaneko et al. 1997) ou eliminacdo dos foliculos
dominantes, que elimina as fontes de inibina (Ginther, Bergfelt et al. 2000, Ginther,
Gastal et al. 2005), levou ao aumento da secrecdo hipofisaria e da concentracao

plasmatica de FSH, que estimula o crescimento de outros foliculos.

A inibina é sintetizada predominantemente pelas células da granulosa de
foliculos em desenvolvimento, sendo a principal responsavel pelo mecanismo de
selecdo do foliculo dominante e posterior atresia dos foliculos menores (Austin,

Mihm et al. 2001, Lu, Yang et al. 2009). Em resumo o controle desse mecanismo de
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selecdo do foliculo dominante pode ser feito por duas vias diferentes: a inibicdo
direta da proliferacdo e funcdo das células da granulosa (Ying, Becker et al. 1986,
Jimenez-Krassel, Winn et al. 2003, Cai, Sun et al. 2015) ou a reducdo da secrecéo
de FSH ocasionado por um aumento dos niveis seéricos de inibina (Bleach,
Glencross et al. 2001). Uma vez que a principal acdo do horménio foliculo
estimulante é estimular a formacdo e a funcionamento das células da granulosa, a
inibina e o hormodnio foliculo estimulante apresentam uma relacdo de feedback

negativo tipico.
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Figura 4. Esquema representando a agéo da Inibina no organismo. Demonstra o efeito
inibitério da inibina, produzida células da granulosa nos ovarios, sobre a secrec¢éo do
hormdnio foliculo estimulante pela hipdéfise. O esquema representa a a¢do do soro anti-
inibina (IAS), bloqueando a funcg&o da inibina. (Figura autoral)

1.13 Neutralizacdo da inibina como estratégia hiperovulatoria
Devido a grande variagcdo na resposta ovariana durante a estimulacdo com
gonadotrofinas (eCG-hCG) e a necessidade cada vez maior de embrides para as
mais diversas necessidades, buscas por melhores protocolos sado constantes. A

utilizacdo de um inibidor da proteina inibina € um protocolo alternativo ja descrito.
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Esse protocolo € muito mais eficaz na producao de odécitos se comparado ao método

tradicional de superovulacao.

A imunizacdo passiva contra inibina se mostrou eficaz na inducédo de
ovulacdo multipla em diversas espécies diferentes, tais como camundongos (Wang,
Herath et al. 2001), ratos (Rivier and Vale 1989), hamsters (Kishi, Taya et al. 1995),
vacas (Akagi, Kaneko et al. 1997), éguas (Nambo, Kaneko et al. 1998) e cabras
(Medan, Watanabe et al. 2003). Além disso, a técnica de imunizacdo contra inibina
foi capaz de produzir odcitos de qualidade e capazes de serem fertilizados e se
desenvolverem normalmente (Takedomi, Kaneko et al. 1997, D'Alessandro,
Martemucci et al. 1999, Shi, Ozawa et al. 2000, Wang, Herath et al. 2001).

Em trabalho publicado em 2015, Nakagata e colaboradores mostraram que a
administracdo combinada do soro contendo anticorpo anti-inibina (IAS- Inhibin
antiserum) e eCG foi capaz de aumentar significativamente o numero de o00citos
ovulados em fémeas de camundongo C57BL/6, se comparado aos protocolos que
utilizam apenas o soro anti-inibina ou apenas as gonadotrofinas (figura 3). Neste
estudo os pesquisadores obtiveram altas respostas de producdo de odcitos e
embrides, de um unico ciclo de estimulacao, eles obtiveram em média cento e sete
ovulos produzidos, em contraste com 0s poucos mais de 8 évulos prudozidos pelo
tratamento convencional, utilizando apenas gonadotrofinas. Além das taxas de
producdo de Ovulos e embrides, apos a transferéncia dos embribes produzidos, um
grupo de fémeas receptoras foram capazes de gerar cerca de 50 filhotes
provenientes de embrides de uma Unica superovulacdo. Estes resultados
demonstram que, em camundongos, a combinacdo da administracdo do soro imune
contra inibina juntamente com administracdo de gonadotrofina pode formar uma

nova técnica de hiperovulagdo em camundongos. (Takeo and Nakagata 2015)
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Método tradicional de superovulagéo Método alternativo de superovulagdo
eCG I1AS+eCG

Q?
ala
00
N° de odcitos produzidos N° de oécitos produzidos
+8,7 +107,2
N° de embrides 2 céls.produzidos N° de embriGes 2 céls.produzidos
+8,4 +96,3

Figura 5. Esquema baseado nos dados obtidos no trabalho desenvolvido por Nakagata e
colaboradores em 2015. A figura faz um comparativo entre as taxas de producao de odécitos
e embrides de animais estimulados apenas com gonadotrifinas e animais estimulados pelo
método de bloqueio de inibina. (Takeo and Nakagata 2015)

1.14 Producao de anticorpos policlonais
Anticorpos sdo gamaglobulinas, também denominadas de imunoglobulinas
(Ig). Séo proteinas capazes de reconhecer um antigeno de forma especifica e com
alta afinidade. As imunoglobulinas sdo formadas por quatro unidades, duas de
cadeia leve e duas de cadeia pesada, ligadas por pontes dissulfeto. Na porcdo onde
se ligam as porcdes leve e pesada encontram-se os sitios de ligacdo ao antigeno

(Wang, Singh et al. 2007, Hall 2015).

O meétodo usual para a obtencédo de anticorpos envolve a imunizagdo com
preparacdo de antigenos puros ou parcialmente purificados usando técnicas como

cromatografia e eletroforese (Gagnon 1996). Pode-se utilizar o soro ou purifica-lo
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com o intuito separar a fracdo das imunoglobulinas ou anticorpo especifico (Gagnon

1996).

A producdo de bons anti-soros depende em grande parte da qualidade,
pureza e quantidade de antigeno disponivel, além da especificidade e sensibilidade
do ensaio empregado na analise do soro produzido. Apds a imunizacao, primaria
com o antigeno, ativa-se um mecanismo denominado resposta humoral. Esse
processo ativa as ceélulas B naive, que se diferenciam em células secretoras de
anticorpos (Nutt, Hodgkin et al. 2015). Para a maioria dos antigenos proteicos
sollveis, o anticorpo especifico comeca a aparecer no soro de cinco a sete dias
apos a injecao do animal. A concentracdo de anticorpos (titulo) continua a subir e
atinge o pico em torno do décimo segundo dia, e depois tende a diminuir. As células
B, ao serem estimuladas pelo antigeno, além de se diferenciarem em células
formadoras de anticorpos, se proliferam para formar uma grande populacdo de
células B de memoria, que rapidamente se ativam apOs a administracdo das
injecbes de reforco. Assim, o periodo de aparecimento do anticorpo especifico é
muito mais curto apés uma injecdo de reforco do que o observado na imunizagao
inicial. Além disso, um titulo significativamente mais alto de anticorpo especifico é
alcancado e mantido por um longo periodo de tempo. O pico de producdo de
anticorpos ocorre de sete a quatorze dias apos o reforco. Com a formacao das
células B de memodria, € necessario menos antigeno para estimular uma forte
resposta secundaria. Essas células sdo de vida longa portanto, uma resposta
especifica de anticorpo pode ser obtida até um ano apos o ultimo reforco. (Hall

2015)
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Figura 6. Tempo decorrido para a resposta dos anticorpos no sangue circulante a inje¢ao
priméaria e a injecdo secundéria, apds varios meses. fonte:(Hall 2015)

Finalmente, a afinidade média e o grau de especificidade da populacdo de

anticorpos para o antigeno aumentam com imunizagdes repetidas (Klinman and

Press 1975).

1.13 Considerac®es finais

A producao de animais geneticamente modificados é uma realidade que faz
parte do futuro da pesquisa biomédica. Ha um interesse crescente na producédo de
novos modelos geneticamente modificados com o objetivo de elucidar diversos
aspectos associados a funcao de cada gene individualmente em conjunto. A
producdo constante de embrides é uma etapa fundamental desse processo e,
melhorar a eficiéncia dessa producdo é de interesse dos laboratérios envolvidos
nessa area. A técnica de estimulagdo ovariana que envolve a imuno-neutralizacdo

da inibina enddgena tem apresentado resultados excelentes com aumento do

namero de embribes produzidos e diminuigdo do nimero de animais utilizados.
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A producdo de um produto contendo anticorpo anti-inibina para a
estimulacdo se mostra uma estratégia capaz de aumentar a eficiéncia da técnica.
Além disso, reduz os custos de compra dessa substancia (ou de produto
semelhante) no exterior e facilita a logistica de obtencao visto que nédo envolve os

tramites de importacdo do produto.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Estabelecer metodologias para a producdo do soro imune anti-inibina que
sera introduzido no protocolo de hiperestimulacdo ovariana para a producdo de

oocitos e embrides em fémeas de camundongo

2.2 Especificos

e Produzir do peptideo de inibina
e Produzir o soro anti-inibina

e Analisar da eficicia do soro produzido
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3 JUSTIFICATIVA

A producdo prépria do IAS reduz de maneira significativa os custos se
comparado a compra de um produto equivalente no exterior. A empresa japonesa
CosmoBio® possui em seu portifélio o produto CardHyperova®, um meio onde o
soro anti-inibina é combinado com eCG (Gonadotrofina coridnica equina). O produto
€ vendido pronto para o uso, a aplicacdo de 0,2 mL desse composto juntamente com
a aplicacdo do hCG (Gonadotrofina coribnica humana) reproduzem os resultados

publicados por Nakagata e colaboradores (Takeo and Nakagata 2015).

O custo estimado para a producdo do soro anti-inibina na UFRJ é
aproximadamente duzentas vezes menor que o0 custo de importacdo do insumo
equivalente. Ainda que ndo seja possivel a producdo do soro integralmente na
UFRJ, a possibilidade de sintetizar o peptideo na UFRJ e produzir o soro em uma
empresa especializada, ainda € uma estratégia mais vantajosa do que a compra e

importagcao do meio comercial.

As vantagens da producdo deste soro imune, seja na UFRJ ou em uma
empresa brasileira especializada em anticorpos € bastante significativa. Os custos
envolvidos serdo compensados producdo mais eficiente de embrides e 6vulos e

principalmente pela reducéo do nimero de animais utilizados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Producao do peptideo de inibina
O peptideo de inibina utilizado como imundgeno para a producao do soro anti-

inibina foi produzido pela Plataforma Avancada de Biomoléculas-Cenabio-UFRJ
(PAB-UFRJ). Ela foi desenhada e produzida com a sequencia da por¢do N-terminal
da inibina alfa de camundongo, contendo 30 aminoacidos (mouse inhibin-a(1-30)-
NH2). A sequéncia foi produzida de maneira artificial, utilizando o Sintetizador
automatico de peptideos Focus XI (AAPPTEC); A sintese quimica do peptideo foi
realizada na presenca de um suporte polimérico (sintese de peptideos em fase
sélida; SPFS). Apos isolamentol/liofilizacdo, a amostra de peptideo foi analisada por
espectrometria de massas (TOF/TOF).

4.2 Animais

O presente trabalho utilizando coelhos (Oryctolagus cuniculus) foi conduzido
de acordo com as diretrizes nacionais e internacionais e todos os procedimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRJ, sob o
namero de processo 01200.001568/2013-87.

Para a producdo do soro anti-inibina foram utilizados dois coelhos
(Oryctolagus cuniculus) (um macho e uma fémea) com 6 meses de idade, pesando
entre 3 e 5 kg. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada, adgua e racdo a vontade no Biotério de Coelhos do Instituto de
Bioquimica da UFRJ.

4.3 Producéo do soro anti-inibina

Primeiramente foram coletadas amostras de sangue dos dois animais

utilizados no estudo. As amostras foram utilizadas para a produgdo do soro pré-

imune, empregado como controle do experimento.
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O soro anti-inibina foi obtido através da imunizacdo de dois coelhos com o
peptideo (mouse inhibin-a(1-30)-NH2) produzido pelo PAB-UFRJ. O peptideo foi
solubilizado em solugdo salina a uma concentracdo de 10mg/mL, separado em
aliquotas de 50uL e mantido congelado a uma temperatura de — 20°C. No momento
da imunizacdo a aliquota foi descongelada, solubilizada em soro fisiolégico estéril
em um volume final de 1mL e misturado em partes iguais ao adjuvante
MONTANIDE®.

As solucdes foram homogeneizadas utilizando um sistema acoplado de
seringas de vidro (figura 7). A solucdo aquosa (peptideo em solucdo salina) foi
carregada em uma das seringas e a solucdo oleosa (Adjuvante) em outra seringa.
Apds o acoplamento do sistema as solu¢cdes eram homogeneizadas através da

transferéncia das solucfes de uma seringa para outra.

Figura 7. Sistema acoplado de seringas de vidro utilizado para homogeneizar o antigeno e o
adjuvante. Fonte: (Tanaka, Arima et al. 2017).

O conjugado foi aplicado nos animais por via subcutanea (volume total 2 mL)
em um intervalo de 14 dias, totalizando cinco inoculagdes. Em um dos coelhos foi

aplicado um total de 100ug do peptideo e no outro coelho 300ug por inoculacao.
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Amostras de sangue dos animais foram coletadas no intervalo de cada aplicagéo.
Em cada coleta, foi utilizada uma seringa estéril com agulha 21G. Foram retirados
3mL de sangue com acesso pela veia marginal da orelha. O sangue coletado do
animal foi mantido em temperatura ambiente para retracdo do coagulo. Depois, o
soro foi obtido por meio da centrifugacéo do sangue a 2500 x g durante 10 minutos.

O soro produzido foi dividido em aliquotas se mantido congelado a uma temperatura

de -20°C.
A N4
. 0 »
(x) )
Coelhon? 113 Coelhon? 117
Dose inoculada:300ug Dose inoculada:100ug
Pesoinicial: 3,8Kg Pesoinicial:3,2Kg
Peso final:4,5Kg Peso final:3,6Kg
B
Coleta
(pré-imune) Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5 Coleta 6
0 7 14 28 a2 56 70
Tempo em dias
10 20 3° 4° 50
inoculagio inoculagdo inoculagdo inoculagdo inoculagio

Figura 8. Esquema representando o protocolo de imunizagéo utilizado. (A) Dados sobre os
animais utilizados e dose de peptideo inoculado. (B) Linha do tempo sinalizando os
procedimentos efetuados em cada etapa da imunizagéo.
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4.4 Anélise do soro anti-inibina

O soro obtido foi analisado quanto a presenca de anticorpo anti-inibina por
meio da técnica de dotblot. Para esta analise, amostras de 10ng do peptideo de
inibina e 50ng de albumina (controle) foram depositadas em uma membrana de
PVDF previamente ativadas com metanol. As membranas de PVDF foram cortadas
em pequenos discos e dispostos em uma placa de 24 pocos. Os discos de
membrana foram incubados com amostras de soro dos dois coelhos como mostra a
figura 9. Apds a aplicacdo do soro, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario Anti-rabbit IRDye®-800CW (LI-COR-USA). A leitura da emissdo de
fluorescéncia da membrana foi feita utilizando o equipamento Odyssey® CLx Imager.
O aparecimento de um pequeno circulo de marcacdo no centro das membranas

seria um indicativo da presenca do anticorpo anti-inibina.

Pré-imune Imune

Figura 9. Esquema representando o experimento de DotBlot. (1) Coluna onde a proteina
albumina foi fixada na membrana (2-6) Colunas onde o peptideo de inibina foi fixado na
membrana. Linhas A e B, membranas incubadas com o soro do coelho 113 em diferentes
etapas da imunizagéo. Linha C-D, membranas incubadas com o soro do coelho 117 em
diferentes etapas da imunizacéo.



4.5 Processamento de imagens
As imagens foram processadas utilizando o software NIH

desenvolvido no National Institute of Health, EUA.
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ImageJ,



31

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho foi iniciado apdés um levantamento da literatura a
respeito da produgdo do soro anti-inibina. Trabalhos que descrevem esse processo
foram publicados desde o inicio dos anos 80 (O'Shea T 1982). Estes protocolos
apresentavam diversos pontos em comum, como por exemplo, a sequéncia da

inibina utilizada como antigeno.

A sequéncia “Inibina-a(1-30)-NH2” foi escolhida baseada em protocolos
descritos previamente (Wrathall, McLeod et al. 1990, Wang, Herath et al. 2001,
Takeo and Nakagata 2015). Um ponto que diferiu nos trabalhos revisados foi a
origem da inibina e o animal utilizado nas imunizagbes. O’shea e colaboradores
foram um dos primeiros a relatar um aumento na taxa de ovulacdo em ovelhas ap6s
a imunizacdo quando utilizado um preparado bruto de inibina, coletada do liquido
folicular de vacas (O'Shea T 1982). Na mesma linha, os niveis séricos de FSH
aumentaram significativamente durante os estégios inicial e final do ciclo estral de
ovelhas imunizadas com soro anti-inibina (Al-Obaidi, Bindon et al. 1987). Foi
verificado um aumento da taxa de ovulacdo ndo sO utilizando inibina isolada
diretamente do liquido folicular de outros animais, mas também utilizando peptideos
sintéticos baseados na porcao N-terminal da cadeia de inibina (O'Shea, Andrews et
al. 1991). Independente da fonte de inibina utilizada, desde as isoladas do liquido
folicular de vacas (Forage, Brown et al. 1987), inibina de ovelha (Shi, Ozawa et al.
2000), de porco (Wang, Herath et al. 2001, Takedomi, Kishi et al. 2005), até os
peptideos sintetizados de maneira artificial (Medan, Wang et al. 2004, Ishigame,

Medan et al. 2005), foi observado um aumento na taxa ovulatoria.
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A sequéncia da inibina é relativamente conservada em diferentes espécies
(figura 10) no que se refere a regido escolhida para ser sintetizada e aplicada neste
trabalho. A sintese via tecnologia de DNA recombinante foi o método de sintese
escolhido inicialmente. Isso porque muitas proteinas tém atividades biolégicas
somente apos sofrerem modificacdes pos-traducionais. A producdo do peptideo via
microorganismos modificados € o método mais facil de preservar as modificacdes
naturais que o peptideo sofre in vivo. No entanto, a bactéria competente utilizada
nos primeiros experimentos de sintese ndo foi capaz de produzir o peptideo de
modo eficaz. Por isso, a sintese artificial do peptideo foi o método de producao

escolhido para a producéo do soro imune anti-inibina.

A figura 10 mostra um paralelo das sequéncias de aminoacidos da cadeia de
inibina-a em diferentes espécies com uma grande homologia entre as cadeias. Estes
resultados reforcam a observacédo dos trabalhos revisados nos quais peptideos de
inibina de diferentes espécies foram capazes de gerar resposta ovulatéria

semelhante, independentemente da espécie alvo da atuacao do anti-soro.

Outro passo importante foi escolher o modelo animal utilizado para a
producdo do soro. A escolha deste animal para a producdo de anticorpos depende
da quantidade de soro desejado, a distancia evolutiva entre as espécies das quais a
proteina de interesse foi derivada e a espécie do animal a ser imunizado. O coelho é
o animal frequentemente escolhido, pois sdo geneticamente diferentes das fontes
proteicas geralmente estudadas (humanos, ratos e camundongos). Coelhos podem
fornecer até 25 ml de soro em uma sangria do volume total de sangue, ou podem
ser mantidos vivos para a producao constante de soro (Cooper and Paterson 2001).
Manter o animal vivo e realizar coletas de sangue e reforcos periddicos na

imunizacdo, para manter a titulagcdo de anticorpos em taxas desejaveis, fornecendo
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uma fonte de soro por longo periodo, sem as possiveis variacdes que podem ocorrer

em imunizacdes feitas com coelhos diferentes.

SP|Q04997 | INHA MOUSE LHLAASAFPLLTHPILVLLLRCPLCSCSGRPETTPFLVAHTRARAPSAGERARRSTPSVP 239
SP|PO5111|INHA HUMAN LHLATSALSLLTHPVLVLLLRCPLCTCSARPEATPFLVAHTRTRPPSGGERARRSTE 238
SP|P17490 | INHA RAT LELAASAFPLITHPIIVLLLRC?LCSCSGRPETT?FLVAETRARAPSAGERARRSIPS P 239
SP|P07994 | INHA BOVIN LHLATSAFPLLTHPVLALLLRCPLCSCSTRPEATPFLVAHTRAKPPSGGERARRSTPMP 232
SP|P04037|INHA PIG LHLAASALPLLTHPVLVLLLRCPLCSCSARPEATPFLVAHTRARPPSGGERARRST P 236
SE|P535101|INHA HORSE LHLAASALPLLTHPFVLVLLLRCPLCSCSARPEATPFLVAHTRARPPSGGERTRRSTPEME 239
SP|P38440 | INHA SHEEP LHLATSAFPLLTHPVLALLLRCPLCSCSARFPEATPFLVAHTRAKPPSGGERARRSTPMP 137
TR|Q589C%|Q589CY MESAU LHLAASALPLLTHPVLALLLRCPLCTCSARPETMPFLVAHTRDRPPSAGERARRSTPSHEP 239
TR|GLIT154|G1lT154 RABIT LELARSALPLITHPVIVLLLRC?lCVDSARPETT?FLVAETKARPPGGGERTRRSIP P 237
'r'l"k'](:*'r: 'k“r*'r'r:'l(.‘lr'r'r'lr'ki’*'r * ‘lr'r'r: **'r'r'l('ir“’: H 'k. .'r'r'lr:ir*'r: .
SP|Q04997 | INHA_ MOUSE WPWSPAALRLLOQRPPEEPAAHAFCHRAALNISFQELGWDRWIVHPPSFIFHYCHGSCGMP 299
SP|PO5111|INHA HUMAN WPWSPlALRLLQRPPEEPAAHAICHRVALN:SFQELGWERWIVYPPSF:FEYCHGGCGLH 298
SP|P17490 | INHA RAT WPWSPAALRLLQRPPEEPlAHAFCHRAALN:SFQELGWDRWIVHPPSF:FEYCHG P 299
SP|P07994 | INHA BOVIN WPWSPAALRLLQRPPEEPAAHABCHRAALNISFQELGWDRWIVHPPSFIFYYCHGGCGLS 292
SP|P04087|INHA PIG WPWSPAALRLLORPPEEPAVHARCHRASLNISFQELGWDRWIVHPPSFIFHYCHGGCGLP 296
SP|P55101 | INHA HORSE WPWSPAALRLLORPPEEPAAHANCHRAALNISFQELGWDRWIVHPRSFIFHYCHGG 5 299
SP|P38440|INHA SHEEP WPWSPAALRLLORPPEEPAAHABCHRAALNISFQELGWDRWIVHPPSFIFYYCHGGC 197

TR|Q589C9 Q58909 MESAU
TR|GLT154|GLT154 RABIT

WPWSPAALRLLQRPPEEPAAH
WPWSPAALRLLQRPPEEPAAH

dkdkokhk ek hkhkkokkkhkokkodkke  kok ko

CHRAALNISFQELGWDRWIVHPPSFIFHYCHGSCGIP 299
CHRASLNISFQELGWDRWIVHPPSFIFHYCHGGCGLP 297

sk kkkkkkkhk ko kkhhk ok dokdohkekhkhkhk kka

Figura 10. Comparacéo das sequencias de aminoécidos da porg¢do utilizada da inibina-a. A
imagem representa um recorte de uma porcdo da proteina. Foram comparadas as
sequencias de camundongo, humano, rato, vaca, porco, cavalo, ovelha, hamster e coelho.
Os aminoéacidos comuns entre camundongos e as demais espécies foram selecionados em
amarelo. Em rosa estdo marcados os aminoéacidos diferentes. Os dados apresentados e o
alinhamento das sequencias foram obtidos através da base de dados UniProt (UniProt
Consortium). A sequéncia completa da inibina-a de diferentes espécies se encontra na
sessao de anexos deste trabalho.

A producdo de um bom soro imune depende, em grande parte, da qualidade,
pureza e quantidade de antigeno disponivel, bem como da especificidade e
sensibilidade do ensaio (Cooper and Paterson 2001). Para antigenos proteicos,
como no presente trabalho, o material deve ser bioquimicamente homogéneo e deve
estar em uma conformacédo nativa para que o anticorpo seja capaz de reconhecer e
bloquear a inibina endégena no camundongo (Benjamin, Berzofsky et al. 1984). O
peptideo de inibina, produzido pela PAB-UFRJ (Plataforma avancada de

biomoléculas da UFRJ) utilizou a metodologia de sintese de peptideos em fase

sélida (SPPS)e foi analisado através da técnica de espectrometria de massas
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(TOF/TOF). O espectro obtido apresentou um pico claro e equivalente ao peso

molecular esperado do peptideo, confirmando o sucesso na sintese do peptideo.

20180813 _RafaelAlves_PEPINIBINA_1MW _pos_00000 mec_decomw:\uted *

= 20180813_RafaelAlve MIBINA_1MW_pos_000001_proc_deconvolute
® 350409 0180813 _RafaelAlves_PEPINIBINA_1MW _pos_000001_proc_deconvoluted +

3.0e+09
2 5e+09
2.0e+09
1.5e+09
1.0e+09 4

5.0e+08

L 1]

T T T T T T T -
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Figura 11. Grau de pureza do peptideo avaliado através de espectrometria de massas: ESI-MS,
"Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry" (FAB-MS; ioniza¢do via bombardeamento
rapido de atomos)

A segunda etapa do projeto envolveu a producdo do soro imune. Apés a
sintese do peptideo inibina e a escolha do animal para a producao do soro (coelho)
foi iniciado o protocolo de imunizacdo. Os coelhos utilizados ndo apresentaram
qualquer sinal de doenca ou de perda de peso durante o experimento (figura 8A).
Foram realizadas seis coletas de sangue e cinco imunizagcdes com intervalo de 14
dias entre cada aplicacdo (figura 8B). O protocolo extenso de imunizagbes foi
adotado com o intuito de aumentar a titulacdo de anticorpo no soro.

Apé6s o término das inoculacbes as aliquotas de soro foram avaliadas
quanto a presenca de anticorpo anti-inibina. Para essa analise foi realizado um

ensaio de DotBlot (figura 12). Na coluna 1 foi aplicado 50ug da proteina albumina,
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como um controle negativo do experimento. Nas colunas 2, 3, 4, 5 e 6 foram
aplicadas Oug do peptideo solubilizado nas membranas. As linhas A e B
representam as membranas incubadas utilizando o soro coelho 113 e do coelho 117
respectivamente, onde nas colunas 1 e 2 foi utilizado o soro pré-imune, atuando
como um controle negativo do experimento. Nas colunas 3, 4, 5, e 6 0 soro imune
colhidos nos dias 7, 14, 28 e 72 do experimento. Na coluna 1 ndo foi observado
nenhum sinal, isso porque o anticorpo contra inibina ndo é capaz reconhecer e se
ligar a proteina albumina. Na coluna 2, onde a membrana, contendo o peptideo de
inibina, foi incubada com o soro pré-imune (sem a presenca do anticorpo anti-
inibina) também n&o foi observado sinal. Nas colunas 3, 4, 5 e 6 esperava-se uma
marcacao crescente, visto que a quantidade de anticorpo no soro tente a aumentar
ao longo das inoculacdes até que atinjam um platd. No entanto, o sinal néo foi claro.
Este resultado pode indicar algumas situacdes como falha na producdo do anticorpo
ou uma possivel baixa imunogenicidade do peptideo.

Além da possivel baixa imunogenicidade do peptideo alguns outros pontos
podem ser responsaveis pelo resultado observado. A baixa massa molecular do
peptideo, que estd no limite do tamanho para uma proteina ser imunogénica,
(Stanley 2002); uma possivel mudanca de conformacdo do peptideo apéds
solubilizacéo; o estado de saude dos animais utilizados; um possivel viés técnico do
protocolo (manipulacédo dos animais e processamento do soro) e por fim o adjuvante

escolhido.

A conformacao nativa é apenas uma das muitas conformacdes que esse de
peptideo pode assumir em solucdo (Sela 1969, Benjamin, Berzofsky et al. 1984).
Uma possivel mudanca de conformacédo, quando em solucgéo, é fator determinante

da antigenicidade do peptideo. Os determinantes antigénicos sdo topograficos, isto
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€, compostos por estruturas na superficie da proteina. Os determinantes
topograficos podem estar contidos em um Unico segmento da sequéncia de
aminoacidos (mas ndo necessariamente envolvendo todos os residuos contiguos no
segmento) ou montados a partir de residuos distantes na sequéncia de aminoacidos,
mas reunidos na superficie pelo dobramento da proteina em sua conformacédo nativa

(Benjamin, Berzofsky et al. 1984).

1 2 3 4 5 6
-
A .\ “ L L
A i" % " A -,
P a» 3 & ab DY
B |EE :
SORO PRE-IMUNE | SORO IMUNE

Figura 12. Andlise por DotBlot da presenc¢a do anticorpo anti-inibina. Linhas A e B
representando os soros coletados dos dois coelhos utilizados no procedimento.
Colunas 1-6 representando a analise do soro em diferentes momentos do
experimento.

A escolha do adjuvante para 0 uso em animais tornou-se problemética nos
altimos anos. O adjuvante de Freund foi amplamente utilizado por mais de cinquenta
anos (Opie and Freund 1937). As emulsdes de Freund completo e incompleto néo
sdo mais permitidas para obtencdo de anti-soros policlonais no Brasil. Sua
composicdo a base de lanolina e parafina, bem como, na chamada formulacdo
completa, é acrescida de células de Micobacterium bovis inativado pelo calor. Todas
essas substancias sdo extremamente inflamatérias e levam a reacdes doloridas,

levando ao sofrimento do animal. (Concea RESOLUCAO NORMATIVA Ne° 33, DE 18
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DE NOVEMBRO DE 2016). Por esse motivo o adjuvante Montanide foi escolhido
como um substituto para o adjuvante de Freund. Embora a grande maioria dos
protocolos de producédo do IAS utilizem o adjuvante de Freund, o Montanide se
mostrou um substituto eficaz e com menos efeitos adversos que o adjuvante de
Freund (Fodey 2008). Por tudo isso, a escolha de um adjuvante alternativo nao

parece ser a causa da falha na producéo do anticorpo.

A fim de eliminar o maximo de variaveis possiveis que podem ter causado a
resposta insuficiente na producdo do anticorpo, o peptideo sintetizado foi enviado
para uma empresa especializada em producdo de anticorpos. A Célula B é uma
empresa vinculada a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
especializada na producédo de soro imune e anticorpos. Uma aliquota do peptideo
liofilizado foi enviada. Foram estabelecidos dois protocolos de imuniza¢do, um
protocolo de imunizacdo classico e outro protocolo de imunizacdo rapido. O
protocolo curto foi desenvolvido com o intuito de obter uma resposta rapida e sua
inclusdo nesta dissertacdo. O relatorio inicial emitido pela empresa se encontra na

secdo de anexos deste trabalho.

No resultado deste protocolo rapido, o coelho apresentou um soro com titulo
abaixo de cem. Este valor indica uma baixa producdo de anticorpos contra a
proteina. Os resultados obtidos até agora pela empresa célula B corroboram com os
obidos em nossos experimentos. No entanto, € importante ressaltar que o baixo
titulo do anticorpo pode ter sido causado: (1) tanto pelo curto tempo de imunizacéo,
que pode néo ter sido o suficiente para uma resposta adequada, (2) quanto pela
baixa imunogenicidade do peptideo produzido. O primeiro argumento pode nao

explicar os resultados, visto que a mudanca de classe do anticorpo ja € observada

apos quinze dias, ou seja, se 0 composto € imunogénico o suficiente ja é possivel
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observar producéo de anticorpo com poucos dias de imunizagéo (Birch and Racher
2006). A segunda explicacdo pode ser mais plausivel. O baixo potencial
imunogénico do peptideo parece ser o principal motivo para a falha na producao do

anticorpo.

A conjugacdo de pequenos peptideos a proteinas carreadoras (como por
exemplo o KLH), € uma estratégia para aumentar a resposta imune da proteina
(Harris and Markl 1999). A associacdo do peptideo com uma proteina carreadora
aumenta seu potencial imunogénico (Del Campo, Arancibia et al. 2011). O KLH
(Hemocianina de molusco) € uma proteina respiratéria encontrada em muitas
espécies de moluscos e artrépodes. Esta proteina de alto peso molecular
(aproximadamente 8 MDa), € comumente utilizada na pesquisa e estudos clinicos.
Dentre as principais caracteristicas imunoldgicas oferecidas pelo KLH, estd a
ativacdo tanto da resposta imune celular quanto da resposta humoral (Hersh and
Dyre 1974), sua composicao rica em carboidratos faz com que essa proteina seja
altamente imunogénica (Van Kuik 1990). Além disso, por ser evolutivamente distante
das proteinas de mamiferos, € comumente escolhida como carreador para 0s

peptideos sintetizados (Harris and Markl 1999).

Sendo assim, uma proxima estratégia foi acoplar a proteina carreadora com
0 peptideo de interesse. Como resultado desse procedimento, e apos o término do
processo completo de imunizacdo, a empresa ceélula B foi capaz de produzir
quantidades significativas de anticorpo contra essa fragcdo da inibina (protocolo
completo na secdo de anexos). Ao final do experimento foram coletados 30mL de
soro do coelho, desses, 5mL foram purificados utilizando a técnica de cromatografia
de afinidade em resina de proteina G Sepharose. A concentracéo da IgG foi dosada

por espectrometria (280 nm). Foram feitas aliquotas de 0,1 ml com IgG na
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concentracdo de 1mg/ml. O anticorpo purificado produzido sera avaliado
futuramente em ensaios in vivo para a estimulacdo ovariana de camundongos. Apos
estabelecido o protocolo de imunizacdo pela empresa especializada, o anticorpo

produzido podera ser utilizado como matéria prima na producéo do soro anti-inibina.

Ao final do trabalho desenvolvido obtivemos o anticorpo anti-inibina
purificado e pronto para ser testado nos protocolos e estimulacdo. Além disso, do
ponto de vista financeiro a producdo propria desse insumo se mostrou vantajosa. A
tabela 2 apresenta uma comparacdo dos custos envolvidos em todas as etapas e
traca um paralelo entre os gastos de uma producédo do soro na UFRJ, na compra do
soro produzido pela célula B e na compra do produto no exterior. O custo de
producéo do peptideo liofilizado foi de R$49,15 por mg. Levando em conta que em
um protocolo de imunizacdo utiliza-se cerca de 0,4mg de peptideo por coelho, e
cada coelho é capaz de produzir 25 mL de soro, o valor estimando por protocolo de
imunizacao é de R$19,61. Chegando a um valor de R$ 0,78 por mililitro de soro. No
caso da producédo do soro feita pela empresa Célula B, o custo por mililitro de soro
produzido é de R$60,00, somando-se o custo do peptideo enviado para a producéo,
temos um total de R$99,22. O valor de compra do produto CardHyperova® é de
U$80,00 por mL, somando-se as taxas de importacdo e o valor da cotacdo do ddlar,

temos um custo de R$387,90 por mL de soro.

Custo IAS por mL Custo IAS por camundongo
UFRJ RS 196 RS 0,39
UFRJ + CELB RS 99,22 RS 19,84
CARD HYPEROVA® RS 387,90 RS 77,58

Tabela 2. Custo estimado da aplicacdo do protocolo de hiperestimulagdo com soro anti-
inibina (IAS). Um levantamento do custo final utilizando diferentes estratégias de
producao.



Mostrando que a estratégia proposta pelo presente trabalho tem um grande
potencial para facilitar, reduzir custos e otimizar a producdo de embrides e 00citos

de camundongos.
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7 CONCLUSAO

e O peptideo de Inibina foi produzido com sucesso;

e O protocolo de imunizacdo de coelhos realizado na UFRJ néo foi capaz de
produzir anticorpos anti-inibina;

e O soro produzido pela empresa Célula B, em um protocolo curto de
imunizacao, apresentou baixa producao de anticorpos anti-inibina;

e ApOs a conjugacao do peptideo a proteina carreadora, a empresa célula B foi

capaz de produzir o anticorpo anti-inibina purificado.

A imunizacao de coelhos na UFRJ ou a terceirizacdo deste servi¢o para a producao
do soro anti-inibina, apesar dos custos envolvidos, ainda sdo estratégias
financeiramente vantajosas se comparado ao custo da compra do produto

equivalente no exterior.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Testar as melhores diluigbes do anticorpo produzido para a elaboragdo do
preparado utilizado para o estimulo ovariano em camundongos

Avaliar a eficacia do anti-soro puro ou combinado com o uso de gonadotrofinas.
Analisar a taxa de producao de odcitos e embrides.

Avaliar a viabilidade das estruturas produzidas (taxa de fertilizacdo dos évulos,
taxa de clivagem dos embrides, taxa de formacdo de blastocisto e taxa de

animais nascidos vivos)
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PABO1 - Sintese Quimica de Peptideos

Sequéncia submetida: STPSVPWPWSPAALRLLQRPPEEPAAHAFC
Massa molecular predita: 3311,80 Da

Aspecto: P6 amarelado
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OBS: A porcao N-terminal do peptideo encontra-se amidada devido ao processo de sintese utilizado.
A amostra pode conter tragos de N,N dimetilformamida, acetona, acido trifluoracético, etanoditiol, triisopropilsilano e tioanisol.
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Relatdrio de imunizacdo de coelho com antigeno fornecido.
Soro policlonal: coelho anti-inibina

O Servico consistiu na imunizacdo de um coelho com a proteina Inibina fornecida na forma de peptideo
sintético liofilizado.

O coelho foi inoculado trés vezes, com intervalo de 7 dias, com 100 microgramas da proteina na presenca de
adjuvante.

O resultado do teste de dot-blot (o protocolo é detalhado abaixo) apds as imuniza¢Ges com a proteina foi que
o0 coelho apresentou um soro com titulo abaixo de 100. Este valor indica uma baixa producéo de anticorpos contra
a proteina.

Os motivos da baixa imunogenicidade podem ser: 1) o protocolo solicitado foi um protocolo com uma
imunizacdo rapida, com intervalos curtos; 2) a proteina tem massa molecular de 3000 Da, no limite do tamanho
para uma proteina ser imunogénica (Stanley, 2002). Para aumentar a imunogenicidade da proteina sugerimos uma
conjugacdo com KLH e repetir a imunizacéo.

Stanley, J. Essentials of Immunology & Serology: Medical Lab Technician Series Cengage Learning, 2002.
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Protocolo Utilizado na imunizagéo
O coelho recebeu por via subcutanea uma inoculacdo de 100 g de antigeno emulsificado em igual volume

de adjuvante oleoso. Em intervalos de sete dias foram administradas mais duas inoculacdes do antigeno
emulsificado em adjuvante. Cinco dias ap0s a ultima dose, o soro era coletado e testado por dot-blot para a
deteccdo de anticorpos especificos contra o respectivo antigeno.
Dot-Blot

Para a imunodeteccdo e quantificacdo por dot blot do anticorpo, a proteina (aproximadamente 0,5 ug) foi
aplicada em membrana de nitrocelulose 0,45 pum. Ap6s secar por 30 minutos em temperatura ambiente, a
membrana foi bloqueada com solucédo de bloqueio por 1 hora e incubada por 2 horas com dilui¢fes seriadas do
soro diluido em blotto 5%. A seguir foram lavadas trés vezes por 5 minutos com blotto 5% e incubadas com
conjugado anti-lgG de camundongo-fosfatase diluido 1/ 5000 em blotto 5% por 90 minutos a temperatura

ambientes, posteriormente lavadas trés vezes com PBS por 10 minutos e reveladas

Figura: Resultado do dot-blot do soro do coelho imunizado com a Inibina A) soro diluido 1:100 B) soro
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Relatdrio de imunizacdo de coelho com antigeno fornecido.
Soro policlonal: coelho anti-inibina

O Servico consistiu na imunizacdo de um coelho com a proteina Inibina fornecida na forma de peptideo
sintético liofilizado.

O peptideo foi ressuspendido e conjugado com a proteina KLH com o uso de glutaraldeido foi baseado no
protocolo descrito por Carter (1996) com modifica¢cGes. Uma outra fragdo do peptideo foi conjugado com a BSA.

O coelho foi inoculado trés vezes, com intervalo de 10 dias, com 200 microgramas de inibina conjugada com
KLH na presenca de adjuvante.

Apbs o soro foi testado por dot-blot (o protocolo é detalhado abaixo) usando inibina conjugada com BSA
como antigeno. O coelho apresentou um soro com titulo acima de 8000. Este valor indica uma producao de
anticorpos contra a proteina.

Um volume de 5ml de soro foi utilizado para purificacdo de 1gG total.
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Protocolo Utilizado na Conugagéo
Conjugacéo peptideo com KLH ou BSA com o uso de glutaraldeido foi baseada segundo protocolo descrito

por Carter (1996) com modificacdes. Em uma solucdo de 5mg/ml do peptideo foi adicionado 0 mesmo volume de
uma solucdo de 5mg/ml de KLH (ou BSA). A seguir, sob agitacdo foi adicionado dois volumes de uma solucdo de
glutaraldeido 0,2%. Foi mantida em agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente. Apos a incubacdo, foi adicionado
glicina 1M (mesmo volume da solugdo de peptideo) e mantida em agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.
Ap0s a conjugacdo foi dialisada em PBS.

Carter, John. (1996). Conjugation of Peptides to Carrier Proteins via Glutaraldehyde. 10.1007/978-1-60327-
259-9 117.

Protocolo Utilizado na imunizagéo
O coelho recebeu por via subcutdnea uma inoculacdo de 200 pg de antigeno conjugado com KLH

emulsificado em igual volume de adjuvante oleoso. Em intervalos de dez dias foram administradas mais duas
inoculacgdes do antigeno emulsificado em adjuvante. Cinco dias ap0s a Ultima dose, o soro era coletado e testado

por dot-blot para a deteccdo de anticorpos especificos contra o respectivo antigeno.

Protocolo Utilizado no Dot-Blot
Para a imunodeteccdo e quantificagdo por dot blot do anticorpo, a proteina conjugada com BSA
(aproximadamente 0,5 ug) foi aplicada em membrana de nitrocelulose 0,45 um. Apoés secar por 30 minutos em
temperatura ambiente, a membrana foi blogqueada com solugédo de bloqueio por 1 hora e incubada por 2 horas com
diluicdes seriadas do soro diluido em blotto 5%. A seguir foram lavadas trés vezes por 5 minutos com blotto 5% e
incubadas com conjugado anti-lgG de camundongo-fosfatase diluido 1/ 5000 em blotto 5% por 90 minutos a

temperatura ambientes, posteriormente lavadas trés vezes com PBS por 10 minutos e reveladas
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Figura: Resultado do dot-blot do soro do coelho imunizado com a Inibina A) soro diluido 1:200 B) soro

diluido 1:4000 e B) soro diluido 1:8000

Protocolo Utilizado na purificacdo de IgG
Para a purificagdo de 1gG, o soro do coelho imunizado foi submetido a cromatografia de afinidade em

resina de proteina G Sepharose, que foi equilibrada previamente com tampdo fosfato de sédio 20mM/ pH 7,0. O
material ndo adsorvido & resina foi removido com o mesmo tampéo. A 1gG purificada foi eluida com glicina-HCI
100mM/ pH 2,7, coletada em aliquotas de ImL em microtubos contendo 70 uL de Tris-HCI 1 M/ pH 9,0. As
amostras contendo IgG foram reunidas e dialisadas em PBS. A concentracao da 1gG foi dosada por espectrometria

(280 nm). Foram feitas aliquotas de 0,1 ml com IgG na concentracdo de 1mg/ml.
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