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Resumo

BONDAVALLI, Jean. Avaliagdo da eficidcia imunocontraceptiva de vacinas baseadas na
expressdao do hormonio liberador de gonadotrogina (GnRH) em machos suinos. 2024. 50f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Curso de Pds-Graduacdo em Producdo e Sanidade
Animal, Pré-reitora de Pesquisa, Pés-Graduacdo e Inovacdo, Instituto Federal Catarinense,
Araquari, 2024.

A imunocastracdo tem sido amplamente utilizada na suinocultura por ser um método que,
além de eficaz, corresponde as demandas de bem-estar animal, podendo, ainda, melhorar
os indicadores de produgdo. As vacinas sao desenvolvidas com o objetivo de inibirem o
GnRH, inibindo a espermatogénese e promovendo alteracdes metabdlicas. O presente
estudo visou avaliar a eficacia da imunocastracao com utilizacdo de vacinas utilizando como
antigeno o GnRH (conjugadas com a proteina LTB da Escherichia coli) sobre o efeito
contraceptivo em suinos na fase de crescimento e terminagdo. O estudo envolveu 32 suinos
machos em crescimento e terminagdo, divididos em quatro grupos de tratamento, sendo
eles, o grupo castrado cirurgicamente (G1), o grupo que recebeu a vacina comercial (G2), o
grupo que recebeu a vacina recombinante GnRH 1 (G3) e o grupo que recebeu a vacina
recombinante GnRH 2 (G4). Foram realizadas pesagens para avaliacdo do peso final e ganho
de peso médio, avaliagdo do comportamento sexual e exame androldgico, coletas de sangue
nos dias 41, 75, 95 e 105 para avaliar as dosagens séricas de testosterona e analise
sorolégica dos niveis de anti-GnRH. Os resultados mostraram diferencas nos niveis de
testosterona, volume testicular e anticorpos anti-GnRH entre os grupos (P<0,05). Aos 20 e 30
dias ap6s a administracdo da segunda dose (D95 e D105), os leitdes que receberam as
vacinas experimentais apresentaram niveis de anticorpos anti-GnRH semelhantes aos niveis
observados no Grupo 2 (vacina comercial) (P>0,05). No entanto, as vacinas experimentais
anti-GnRH ndo foram eficazes quanto a vacina comercial na reducdo dos niveis séricos de
testosterona e volume testicular (P<0,05). Entre as vacinas experimentais, a vacina anti-
GnRH 1 foi mais eficaz na supressdo dos niveis de testosterona e manutencdo do tonus
testicular (P<0,05). A vacina comercial causou lesGes testiculares mais severas (escores 3 e
4), enquanto a vacina GnRH 1 foi mais frequente o escore 3 e a GnRH 2 resultou em lesdes
mais leves (escores 1 e 2). Sendo assim, o tecido testicular apresentou maior frequéncia de
lesdes intensas e severas com a administracdo da vacina comercial, no entanto a vacina
GnRH 1 apresentou maior intensidade de lesGes degenerativas que a vacina GnRH 2, assim
como foi mais eficaz em suprimir os niveis de testosterona e em manter o ténus testicular, o
gue pode demonstrar uma possivel alternativa para a imunocastracao.

Palavras-chave: Imunocastra¢ao; Suinocultura; GnRH; Testosterona



Abstract

BONDAVALLI, Jean. Evaluation of the immunocontraceptive efficacy of vaccines based on the
expression of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in male pigs. 2024. 50p. Dissertation
(Master of Science) - Postgraduate Program in Animal Production and Health, Dean of
Research, Postgraduate Studies and Innovation, Instituto Federal Catarinense, Araquari,
2024.

Immunocastration has been widely used in pig farming as it is an effective method that
meets animal welfare demands and can improve production indicators. The vaccines are
developed to inhibit GnRH, thus inhibiting spermatogenesis and promoting metabolic
changes. This study aimed to evaluate the efficacy of immunocastration using vaccines with
GnRH (conjugated with Escherichia coli LTB protein) as the antigen on the contraceptive
effect in pigs during the growth and finishing phases. The study involved 32 male pigs in the
growth and finishing phases, divided into four treatment groups: surgically castrated (G1),
commercial vaccine (G2), recombinant GnRH 1 vaccine (G3), and recombinant GnRH 2
vaccine (G4). Weighings were performed to evaluate final weight and average weight gain,
sexual behavior assessment, and andrological examination. Blood samples were collected on
days 41, 75, 95, and 105 to assess serum testosterone levels and anti-GnRH antibody levels.
The results showed differences in testosterone levels, testicular volume, and anti-GnRH
antibodies between the groups (P<0.05). At 20 and 30 days after the second dose (D95 and
D105), piglets that received the experimental vaccines showed anti-GnRH antibody levels
similar to those observed in Group 2 (commercial vaccine) (P>0.05). However, the
experimental anti-GnRH vaccines were not as effective as the commercial vaccine in
reducing serum testosterone levels and testicular volume (P<0.05). Among the experimental
vaccines, the anti-GnRH 1 vaccine was more effective in suppressing testosterone levels and
maintaining testicular tone (P<0.05). The commercial vaccine caused more severe testicular
lesions (scores 3 and 4), while the GnRH 1 vaccine more frequently resulted in score 3
lesions, and the GnRH 2 vaccine resulted in milder lesions (scores 1 and 2). Thus, testicular
tissue showed a higher frequency of intense and severe lesions with the administration of
the commercial vaccine. However, the GnRH 1 vaccine caused more intense degenerative
lesions than the GnRH 2 vaccine and was more effective in suppressing testosterone levels
and maintaining testicular tone, suggesting a potential alternative in immunocastration.

Keywords: Immunocastration; Pig farming; GnRH; Testosterone
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1 CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA E ESTADO DA ARTE

A carne suina é uma das fontes de proteina animal mais produzidas e consumidas no
mundo, sendo o Brasil responsavel por grande parte do seu fornecimento. Segundo a
Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), em 2022 o Brasil produziu 4,983 milhdes de
toneladas de carne suina, um aumento de 5,3% ao ano de 2021. Apesar dos desafios
vivenciados pela cadeia produtiva no cendrio atual, a produ¢do de suinos é uma atividade
econdmica muito importante para o pais, e o desenvolvimento de tecnologias inovadoras e
sustentaveis permitem a potencializagdao da suinocultura brasileira, mantendo o Brasil em
destaque no mercado mundial da carne suina.

A castracdo de suinos machos é uma pratica comum no sistema produtivo, realizada
com o objetivo de cessar a producdo de hormoénios sexuais do animal e assim evitar o
comportamento agressivo dos machos inteiros, a reproducdo ndo planejada e o odor sexual
na carne causado pelo acimulo de androstenona e escatol no tecido adiposo (BONEAU &
WEILER, 2019; GARRIDO et al., 2017; ZANATA et al., 2018). Esses fatores indesejaveis surgem
com o inicio da puberdade, quando os animais possuem seis a sete meses de idade, periodo
caracterizado pela capacidade do animal de fertilizar uma fémea, com numero suficiente de
espermatozoides e comportamento sexual (GONZALEZ, 2002).

O controle endécrino reprodutivo dos suinos machos ocorre por meio de feedbacks
positivos e negativos entre os hormonios sintetizados e liberados pelo hipotalamo, hipéfise
anterior e gonadas masculinas. Ao receber uma mensagem no sistema nervoso central
(SNC), o hipotdlamo produz o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e esse é
transportado até a hipodfise anterior. Depois de estimulada, a hipdfise anterior secreta as
gonadotrofinas hipofisarias: hormonio luteinizante (LH) e hormonio foliculo estimulante
(FSH), que seguirdo pela corrente sanguinea até os testiculos. Nos testiculos, o FSH atua
diretamente nas células de Sertoli localizadas nos tubulos seminiferos, responsaveis pela
espermatogénese; enquanto o LH atua nas células de Leydig que sdo responsaveis pela
secrecdo de andrégenos, dos quais o mais importante é a testosterona (GONZALEZ, 2002;

CANDEK-POTOKAR et al., 2017).
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Figura 1. Controle enddcrino da fungdo testicular de machos suinos.

O controle da fungdo reprodutiva no macho é realizado pelo eixo hipotdlamo-
hipdfise-testiculos. A secre¢do do GnRH é modulada pelas gonadotrofinas hipofisiarias (LH,
FSH) e pela testosterona produzida pelos testiculos. A inibina, um hormonio glicoprotéico
secretada pelas células de Sertoli no testiculo, inibe especificamente a secre¢do de FSH
(PTASZYNSKA, 2007).

Apds o nascimento do animal, com o avancar da idade ocorre o aumento nos niveis
de GnRH, bem como a maior producdao de LH e FSH. Entretanto, no periodo pds-natal a
producdo de testosterona é baixa. Com o inicio da puberdade hd alteracdo do padrdo de
secrecao de GnRH pelo hipotalamo, de LH pela hipdfise anterior e consequente aumento da
producdo e secrecdo de testosterona pelos testiculos. O FSH também participa da
esteroidogénese, atuando na producdao de receptores para gonadotrofinas no testiculo
(GONZALEZ, 2002; CANDEK-POTOKAR et al., 2017). Assim, a puberdade provoca o maior
desenvolvimento dos testiculos e maior liberacdo de hormoénios esterdides, incluindo a
androstenona, hormonio que inibe o catabolismo do escatol e se deposita no tecido adiposo,
deixando a carne com o odor caracteristico de macho inteiro (DORAN et al.,, 2004;
ZAMARATSKAIA et al., 2008).

Ainda que o método cirurgico seja uma alternativa contraceptiva eficaz e muito

utilizada, estudos mostram que a castragao cirdrgica ocasiona estresse, dor aguda e cronica,
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infeccdes e diminui¢cdo no ganho de peso (PRUNIER et al., 2006; VON BORELL et al., 2009,
BONEAU & WEILER, 2019), e por isso vém sendo questionada mundialmente por impactar
no bem-estar animal. Diante da pressdo causada pelos consumidores e pelo mercado
internacional, principalmente por paises da Unido Europeia, que buscam por métodos que
minimizem o sofrimento dos animais e valorizem o bem-estar animal, novas alternativas
inovadoras tém sido adotadas para evitar a castragao cirurgica.

A castracdo através da aplicacdo de vacinas é uma alternativa promissora ao método
cirdrgico e vem sendo utilizada como pratica de rotina na terminagdao de suinos, com
objetivo de melhorar as condicdes de manejo e qualidade da carne. O GnRH é um
decapeptideo muito utilizado na producdo de imunocontraceptivos, e a supressdo desse
hormonio leva ao bloqueio da estimulagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-génadas, inibicdo da
producdo de FSH e LH pela hipdéfise anterior e esteroides testiculares, atrofia dos tecidos
gonadais, inibicdo da espermatogénese e alteragcdes metabdlicas (CANDEK-POTOKAR et al.,
2017). Essas alteracGes também levam a algumas mudangas no comportamento dos
animais, como a reducao da agressividade, aumento do apetite e ingestao de alimentos e
modificacdo no desempenho de crescimento (BATOREK et al., 2012; MARTINS et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2022; AHMED et al., 2022).

A Vivax® é vacina comercial disponivel no Brasil, e deve ser administrada em duas
doses com intervalo minimo de 4 semanas: a primeira dose pode ser aplicada apds os
animais atingirem 8 a 9 semanas de idade, ja a segunda deve ser administrada entre 4 ou 5
semanas antes do abate (PFIZER, 2008). Assim como outras vacinas, a primeira dose apenas
sensibiliza o sistema imune do animal sem provocar uma resposta imunoldgica significativa,
mantendo a alta taxa de crescimento e melhor conversdo alimentar de forma fisioldgica,
semelhante ao macho inteiro. E a partir da segunda dose que ocorre a estimulagdo efetiva
do sistema imune e producdo de anticorpos especificos contra o GnRH, ocorrendo a inibicdo
das funcgbes testiculares e consequentemente auséncia de testosterona, androstenona e
maior eliminacdo de escatol pelo organismo do suino (PFIZER, 2008; MARTINS et al., 2022;
OLIVEIRA et al., 2022).

Para demonstrar a eficdcia do método vacinal na castracdao de suinos, ZOELS et al.
(2020) comprovaram que a concentracdio de testosterona nas fezes diminuiu
significativamente duas semanas apds a segunda dose da vacina imunocontraceptiva; no

soro, a concentracdo diminuiu da segunda dose até o momento do abate, que ocorreu com
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idade de 24 e 26 semanas. Semelhantemente, SAMOILIUK et al. (2021) observaram que apds
duas semanas da castracdo de suinos, o nivel de testosterona sérica dos machos
imunocastrados foi 7,8 vezes menor que animais ndo castrados e 4,5 vezes menor que
animais castrados pelo método cirurgico.

Suinos imunocastrados apresentam melhor eficiéncia alimentar que os animais
castrados cirurgicamente, com maior ganho de peso didrio, melhor conversdo alimentar,
diminuicdo da espessura de toucinho e melhor qualidade de carne magra (BATOREK et al.,
2012; NAUTRUP et al., 2018; ZOELS et al., 2020; MARTINS et al., 2022). Acerca dos beneficios
relacionados ao bem-estar animal, a castragdao pelo método vacinal € menos dolorosa para o
animal quando comparada a castracdo cirurgica sem anestesia e diminui os comportamentos
agressivos dos machos ap6s a segunda dose vacinal (BONNEAU & WEILER, 2019; CANDEK-
POTOKAR et al., 2017).

Pesquisadores avaliaram o efeito da imunocastracao na morfologia, histopatologia e
fisiologia do sistema reprodutivo dos machos, comprovando sua eficdcia na inibicdo da
funcionalidade das génadas, observadas pela atrofia dos tubulos seminiferos, diminuicao da
espermatogénese, reducdo das células de Leydig, bem como a diminuicdo dos niveis de
esteroides no tecido testicular e no soro (MITJANA et al., 2020; ESLABAO et al., 2021;
SAMOILIUK et al., 2021; PAWLICKI et al., 2022).

Um dos desafios na producdo de vacinas anti-GnRH é o fato desta molécula possuir
baixo peso e baixa imunogenicidade, sendo necessario a conjuga¢cdao do GnRH a proteinas
carreadoras, de forma quimica, eletrostatica ou por fusdo genética. Atualmente as vacinas
produzidas sdao de DNA recombinantes constituidas por proteinas ou peptideos purificados
gue proporcionam maior seguranc¢a aos animais. Todavia, essa purificacdo elimina alguns
componentes antigénicos que diminuem a imunogenicidade da vacina, sendo necessaria a
adicdo de moléculas capazes de potencializar a resposta imune (ESLABAO, 2020).

Algumas cepas enterotoxigénicas de Escherichia coli produzem a exotoxina termo-
labil (LT), que é dividida em subunidade A e B. A subunidade B dessa exotoxina (LTB) é um
pentdamero atoxico de 60 kDa altamente estavel, que tem sido utilizada como molécula
carreadora de antigeno, capaz de potencializar significativamente a apresentacdo do
antigeno ao sistema imune e estimular a producdo de anticorpos sistémicos e mucosos
(CONCEICAO et al., 2006). LTB é caracterizada como uma molécula sinalizadora potente com

a capacidade de estimular uma forte resposta sistémica contra antigenos co-administrados
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ou acoplados (YAMAMOTO et al., 2001; CONCEICAO et al., 2006). A prépria subunidade LTB
é capaz de aumentar a resposta imunoldgica a antigenos suplementados com ela, tornando-
se assim uma candidata ideal como molécula transportadora. Esta molécula forma uma
estrutura cilindrica pentamérica, responsavel por se ligar a um receptor de superficie celular,
o gangliosideo GM1 (NASHAR et al., 2001).

A expressdo das proteinas recombinantes imunocontraceptivas expressas em E. coli
é bastante consolidada e eficaz. Em estudos em camundongos machos BALB/c, foi
comprovado a capacidade de E. coli induzir a produgdo de anticorpos anti-GnRH, no qual se
observou soroconversdo, redugao ou auséncia de espermatogénese, atrofia dos tubulos
seminiferos e reducdo das células de Leydig (ESLABAO et al. 2021).

Com base nessa revisdao, a imunocastracdao é uma alternativa promissora a castracao
cirargica de suinos machos, proporcionando melhores condicGes de bem-estar ao animal,
alteracdo enddcrina e reprodutiva, além de potencializar o desempenho produtivo dos

suinos, colaborando com o desenvolvimento da atividade econOmica.
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2 OBIJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar a eficacia da imunocastracdo com utilizacdo de vacinas recombinantes experimentais
sobre o efeito contraceptivo em suinos na fase de crescimento e terminagao.
2.2 Especificos
e Avaliar a soroconversao dos anticorpos anti-GnRH dos animais
imunocastrados;
e Avaliar os niveis séricos de testosterona total dos animais dos grupos
experimentais;
e Avaliar o comportamento sexual dos animais dos diferentes tratamentos;
e Avaliar as caracteristicas histoldgicas das gdbnadas masculinas dos animais dos
grupos experimentais;

e Avaliar os parametros de desempenho dos animais.

Avaliagao da eficacia imunocontraceptiva de vacinas baseadas na expressao do hormonio

liberador de gonadotrogina (GnRH) em machos suinos
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3
Avaliacao da eficacia imunocontraceptiva de vacinas baseadas na expressao do hormoénio

liberador de gonadotrogina (GnRH) em machos suinos

Bondavalli J.V.%,Queiroz K.B.F. , Quirino M.W.2, Bianchi I, Leite F.L.2, Conrad N*, Gasperin,
B.G.2, Peripolli, V.2, Schwegler E.2, Silveira, M.F?. Tutida Y.H.%, Moreira F**"

IInstituto Federal Catarinense — IFC, Araquari- SC; *Pés-graducdo em Produgédo e Sanidade
Animal, Instituto Federal Catarinense — IFC, Araquari- SC; 3Universidade Federal de Pelotas — UFPel,
Capdo do Ledo-RS; *Pamplona Alimentos S.A — Rio do Sul - SC

3.1 Introdugdo

No manejo da suinocultura a castracdo dos animais é uma pratica comum no sistema
produtivo, realizada com o objetivo de cessar a producdo de hormonios sexuais no animal. O
controle enddcrino reprodutivo dos suinos machos ocorre por meio de feedback positivo
entre os hormodnios sintetizados e liberados pelo hipotdlamo, hipdéfise anterior e génadas
masculinas (BONEAU & WEILER, 2019).

No inicio da puberdade, de seis a sete meses de idade, os suinos machos come¢am a
apresentar comportamento sexual, além disso, possuem numero suficiente de
espermatozoides para fertilizar as fémeas (GONZALEZ, 2002). A castracdo tem como objetivo
evitar esses fatores, também o comportamento agressivo dos machos inteiros e o odor
sexual na carne causado pelo acumulo de androstenona e escatol no tecido adiposo
(BONEAU & WEILER, 2019; GARRIDO et al., 2017; ZANATA et al., 2018).

Embora a cirurgia seja uma opc¢do contraceptiva eficaz e comum, estudos
demonstram que pode causar estresse, dor aguda, infeccdes e redugdo do ganho de peso
nos animais (PRUNIER et al., 2023; VON BORELL et al.,, 2009, BONEAU & WEILER, 2019),
gerando uma série de questionamentos sobre o impacto sobre o bem-estar dos suinos.
Como resposta, a castracdo por meio de vacinas surge como uma alternativa promissora ao
método cirurgico e esta sendo cada vez mais adotada na producdo de suinos, com o intuito
de aprimorar as condi¢des de manejo e a qualidade da carne (BATOREK et al., 2012).

Suinos imunocastrados apresentam melhor eficiéncia alimentar que os animais
castrados cirurgicamente, com maior ganho de peso diario, melhor conversdao alimentar,

reducdo da espessura de toucinho e melhor qualidade de carne (BATOREK et al., 2012;
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NAUTRUP et al., 2018; ZOELS et al., 2020; MARTINS et al., 2022). Acerca dos beneficios
relacionados ao bem-estar animal, a castragdao pelo método vacinal € menos dolorosa para o
animal quando comparada a castracdo cirdrgica sem anestesia, além disso reduz
comportamentos agressivos dos machos apds a segunda dose vacinal (BONNEAU & WEILER,
2019; CANDEK-POTOKAR et al., 2017).

A vacina comercial (Vivax® Zoetis) é a mais utilizada no Brasil e deve ser administrada
em duas doses com intervalo minimo de 4 semanas, sendo a primeira dose pode ser aplicada
apods os animais atingirem 8 a 9 semanas de idade, e a segunda deve ser administrada entre
4 ou 5 semanas antes do abate (PFIZER, 2008; ZOETIS, 2024).

Um dos desafios na producdo de vacinas anti-GnRH é o fato desta molécula possuir
baixo peso e baixa imunogenicidade, sendo necessario a conjugacdao do GnRH a proteinas
carreadoras. O antigeno presente na vacina comercial é um andlogo sintético e incompleto
do fator de liberagdo de gonadotrofinas (GnRF), ligado a uma proteina carreadora para
torna-lo imunogénico; isto é, para ajudar a desencadear uma resposta imunoldgica (ZOETIS,
2024).

Algumas cepas enterotoxigénicas de Escherichia (E.) coli produzem a exotoxina
termo-labil (LT), que é dividida em subunidade A e B. A subunidade B dessa exotoxina (LTB) é
um pentamero atéxico de 60 kDa altamente estdvel, que tem sido utilizada como molécula
carreadora de antigeno, capaz de potencializar significativamente a apresentacdo do
antigeno ao sistema imune e estimular a produgdo de anticorpos sistémicos e mucosos
(CONCEICAO et al., 2006).

A expressao das proteinas recombinantes imunocontraceptivas expressas em E. coli é
bastante consolidada e eficaz e em camundongos machos BALB/c, foi comprovado a
capacidade de E. coli induzir a produgdo de anticorpos anti-GnRH, no qual se observou
soroconversao, reducdo ou auséncia de espermatogénese, atrofia dos tubulos seminiferos e
reduc3o das células de Leydig (ESLABAO et al. 2021).

Com base neste contexto, a imunocastracdo se consolidou como uma alternativa
promissora a castracdo cirurgica de suinos machos, proporcionando melhores condi¢des de
bem-estar animal, alteracdo enddcrina, reprodutiva e melhor desempenho produtivo
(SHENCKEL, F.S. et al., 2007; BATOREK et al., 2012; CANDEK-POTOKAR et al., 2017; BONNEAU
& WEILER, 2019), porém, ainda sdo necessario estudos com o intuito de melhorar e

aumentar as alternativas de vacinas. Sendo assim, esse estudo teve como objetivo avaliar a
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eficacia imunocontraceptiva de vacinas experimentais recombinante constituida da

molécula de GnRH fusionado a toxina de Escherichia coli (LTB) em suinos.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Comité de Etica no Uso de Animais
Os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal Catarinense (IFC) - Campus Araquari sob o

protocolo n? 428/2023.

3.2.2 Local e animais

O estudo foi conduzido em uma granja experimental localizada na cidade de Rio do
Oeste, estado de Santa Catarina, Brasil, na latitude 27° 11' 33,76" S e latitude 49° 47' 48,36"
W com altitude de 365 metros.

Para este estudo foram utilizados 32 suinos machos na fase de crescimento e
terminacgdo apds transferéncia da creche em torno de 60 dias de idade e peso médio de 24 +
0,5 kg, onde foram identificados de acordo com cada um dos tratamentos e realocados
aleatoriamente dentro do galpao em duas baias com 16 animais em cada baia.

O galpdo de alojamento era composto por cortinas para a ventilagdo com ajuste
manual. As baias eram de piso de concreto e semiripado e possuiam dois bebedouros, tipo
pendular, sendo 1 para cada 8 animais, e um comedouro em linha em inox com distribuicdo
da racdo de forma manual. A nutricdo administrada foi com base nas ra¢des conforme
indicacdo da empresa.

A Racdo Crescimento Leitdo é composta por 160,0 g/kg de proteina e matéria mineral
de 100,00 g/kg, sendo adicionados os medicamentos Tiamulina, Amoxicilina e Ivermectina. A
Racdo Crescimento Reforco é composta por 150,0 g/kg de proteina e matéria mineral de
100,00 g/kg, adicionados de Tilmicosina e Dysantic. A Racdo Crescimento | era composta por
150,0 g/kg de proteina e matéria mineral de 100,00 g/kg. A ragdo Crescimento Il por 140,0
g/kg de proteina e matéria mineral de 100,00 g/kg. A ra¢do Terminacdo | e Terminagdo Il por

130,0 g/kg de proteina e matéria mineral de 90,00 g/kg, sendo a Terminagdo | adicionado de
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Tilmicosina, a racdo Terminacdo Il composta por 7,0 g/kg de proteina e matéria mineral de

90,00 g/kg.

2.4.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em quatro tratamentos: Grupo 1 — suinos castrados
cirurgicamente aos sete dias de idade (n=8); Grupo 2 - aplicagdo de vacina
imunocontraceptiva comercial (n=8); Grupo 3 — aplicacdo de vacina GnRH 1(n=8); Grupo 4 —
aplicacdo de vacina GnRH 2 (n=8) (Tabela 1).

Os animais do Grupo 1 foram castrados seguindo o protocolo de castragdo cirurgica da
empresa, realizada aos trés dias de idade, na maternidade, através da incisdo medial no saco
escrotal e tunicas até a exposicao total do testiculo para o debridamento ou escarificagao do
corddo espermatico e retirada das gonadas. Os animais do Grupo 2 foram submetidos a
Vacina Comercial Vivax Zoetis®, feita a partir de um andlogo sintético e incompleto do fator
de liberacdo de gonadotrofinas (GnRF), ligado a uma proteina carreadora (ZOETIS, 2024).

Apds todos passarem pela fase de creche, foram encaminhados para o galpdo de
crescimento e terminacdo, e a partir deste momento o primeiro dia do experimento
correspondeu ao dia 0, onde foram realizadas as pesagens, identificagdo por nimero e cores
diferentes de brincos para a distribuicdo dos grupos em baias de 16 animais cada.

Os suinos dos grupos 2, 3 e 4 receberam duas doses de 2 ml do imundgeno, via
intramuscular, nos dias 41 e 75 de experimento (100 e 135 dias de vida). Os animais foram
pesados individualmente em balanca digital nos dias 0, 41, 75, 95 e 105 dias de experimento.
Os dados coletados foram inseridos em planilhas do Excel e posteriormente submetidos a

analise de ganho de peso diario (GP) e peso final (PF).
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Tabela 1. Grupos e tratamentos experimentais de suinos com e sem a aplicagao das vacinas

imunocontraceptivas.

GRUPOS TRATAMENTOS N.2 DE ANIMAIS
Castragdo cirurgica: animais castrados pelo
Gl método cirdrgico aos 03 dias de vida na 08

maternidade
Vacina comercial: imunocontracep¢do com

G2 , 08
vacina comercial (GnRF-proteina)
Vacina GnRH 1: imunocontracep¢ao com

G3 . 08
vacina GnRH 1

Ga Vac.ma GnRH 2: imunocontracep¢ao com 08
vacina GnRH 2

TOTAL 32

3.2.3 Produgido do antigeno recombinante GnRH/LTB

A produgdo do antigeno recombinante foi seguindo Eslab3o et al.,2020. Brevemente, a
expressdo e recupera¢do da proteina elLTB/GnRH foram realizadas conforme descrito
anteriormente (GIL et al. 2013). As proteinas recombinantes foram purificadas por
cromatografia de afinidade usando colunas HisTrap™ HP de 1 ml pré-carregadas com Ni
Sepharose™ e o Sistema de Cromatografia Liquida Automatizada AKTAprime™ (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). A proteina purificada eLTB/GnRH foi dialisada em
PBS com concentragdes decrescentes de ureia por 72 h e, em seguida, armazenada a -20 eC
para analise posterior. A concentracdo da proteina foi determinada através de curva de BCA,
utilizando BCA Protein Assay kit (GE Healthcare).

Para vacina G3 a dose vacinal foi estabelecida em 400 pg de rGnRH/LTB, e para a G4 a
dose vacinal foi estabelecida em 300 pg de rGnRH/LTB, suspensas em solucdo salina, ambas
as vacinas foram adsorvidas em hidroxido de Aluminio [Al (OH)3] a 10% (V/V), sendo 2 ml a

dose administrada intramuscular.

3.2.3 Avaliag¢ao do comportamento sexual e exame androlégico

A avaliacdo do comportamento sexual dos machos teve inicio duas semanas antes da
administracdo das vacinas imunocontraceptivas (dia 28 e 35 do experimento) e realizada
semanalmente até a data do abate, totalizando 12 avaliacGes. As avaliacdes foram realizadas

por meio de observacdo direta dos animais nas duas baias durante 60 minutos, pelo mesmo
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observador, e os dados anotados em uma planilha de acordo com o nimero de observagdes
de cada comportamento e alteragdes fisica dos testiculos, conforme cada tratamento. Para
avaliacdo dos parametros testiculares foi realizado o exame androlégico de todos os animais
nos dias 41, 75, 95 e 105 do experimento. Os testiculos foram submetidos a inspecdo e
palpagao para avaliagdo da simetria, mobilidade, tdnus, medi¢do da largura e comprimento

e obtengdo do volume testicular conforme descrito por Mellagi et al., (2019).

3.2. 5 Coleta de sangue e anadlises soroldgicas de testosterona e analise da dinamica da IgG
anti-GnRH

Os animais foram submetidos a cinco coletas de sangue, para obtencdo de soro,
durante o periodo experimental, nos dias 41, 75, 95 e 105 dias de experimento. Para a coleta
os animais foram contidos fisicamente com o uso do cachimbo. O sangue foi coletado
diretamente da veia jugular, com agulha de 40x12 (18G de polegada) e seringa de 10 ml em
tubos com ativador de coagulo para a analise sorolégica dos niveis séricos de testosterona e
armazenados em temperatura de — 20 °C. As concentragdes séricas de testosterona foram
determinadas usando o teste de quimiluminescéncia por meio de kits especificos e
padronizados.

Essas amostras foram analisadas por um técnico treinado do Laboratério de Analises
Clinicas Pasin (Santa Maria, Brasil) e validadas com amostras de soro reunidas na diluicdo de
1:20 com limite de detec¢do de 12 mg/dl. Para as analises da dindmica dos anticorpos IgGs
anti-GnRH foi utilizada in house ELISA indireto baseado em Eslab3do et al., 2020. Brevemente,
Ensaios ELISA indiretos foram realizados com soro de cada grupo individualmente de cada
coleta. As placas foram revestidas durante a noite a 4 2C com 0,2 pug de GnRH/LTB purificado
por pogo. As amostras de soro foram diluidas 1:200, e um anticorpo anti-lgG de cabra
conjugado com HRP (Sigma-Aldrich) foi usado. As reacbes foram visualizadas com orto-
fenilenodiamina (OPD, Sigma-Aldrich), interrompidas com 2 N H2S04 e analisadas a uma OD
de 492 nm usando um espectrofotometro de leitor de microplacas ELISA MR 700 (Dynatech
Laboratories, Alemanha). Todas estas analises foram realizadas no laboratério da UFPel

Campus Capao do Ledo-RS.
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3.2.4 Desafio de GnRH

Aos 95 dias de experimento (20 dias apdés a segunda dose da vacina
imunocontraceptiva) foi administrada uma dose de Acetato de Buserelina (Gonaxal,
Biogénesis Bagd), um andlogo do GnRH, para analise da concentragdo de testosterona antes
e depois da aplicacdo do hormonio. Para isso, foi realizada a primeira coleta de sangue
seguida da administragdo do Acetato de Buserelina, com agulha 40x12 e seringa de 5 ml via
intramuscular na tdbua do pescoco, e apds duas horas realizada a segunda coleta de sangue,
em tubos com ativador de codgulo para a analise sorolégica dos niveis séricos de
testosterona e armazenados em temperatura de - 20 °C no Laboratério de Analises Clinicas

Pasin (Santa Maria, Brasil).

3.2.5 Coleta de tecido testicular e analise histoldgica

Ao final do experimento, para os grupos 2, 3 e 4, foi realizada a coleta de uma amostra
dos testiculos direito em frigorifico, referente a cada tratamento, e armazenados em frascos
estéreis de 50 ml contendo solugdo de formol a 10%. As amostras de testiculos foram
encaminhadas para a realizacdo do processamento histolégico cldssico com coloracdo de
hematoxilina-eosina (HE) e leitura por meio de microscopia 6ptica no LAPVET do Instituto
Federal Catarinense — Campus Araquari. Para os animais do grupo 1, ndo houve coleta dos
testiculos, uma vez que ndo receberam vacina devido a castracdo cirurgica realizada aos trés
dias de idade.

A leitura das laminas dos testiculos dos suinos foi realizada baseada na classificacdo
por escores de lesdes adaptada descrita por Withoeft et al., (2019). Foram atribuidos quatro
escores de lesbes do parénquima testicular, sendo grau 1 discreta (maioria dos tubulos
seminiferos encontrava-se normal), grau 2 leve (leve reducdo dos tubulos seminiferos, de
células de Sertoli e de Leydig), grau 3 moderada (moderada atrofia dos tubulos seminiferos e
das células de Sertoli e Leydig) e grau 4 intensa (acentuada atrofia dos tubulos seminiferos e
das células de Sertoli e Leydig). Apds a determinacgdo dos escores o método aplicado foi intra
e inter avaliacdo realizado por dois observadores pelo critério de avaliacdao de cinco campos
contendo 10 tubulos seminiferos para cada uma das laminas, referentes a cada animal, para
enfim definir o escore ou grau de lesdo. A interpretacdo dos resultados das analises de

coeficiente Kappa foram baseadas no estudo conduzido por Perroca e Gaidzinski, (2003).
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3.2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por medidas repetidas utilizando o software
Statistical Analysis System® (SAS Inst. Inc., Cary, NC. versdo 9.4) através do procedimento
GLIMMIX. O tratamento, o momento e a interagao entre os fatores foram considerados
como efeitos fixos e as multiplas comparacdes foram realizadas com o teste de Tukey. Para
as analises de lesdes no tecido testicular foi utilizado o teste de correlagdao de Spearman e o
método de coeficiente de Kappa Cohen’s para avaliar o grau de concordancia entre os

avaliadores considerando o nivel de significancia P<0,05 também pelo software SAS 9.4.

3.3 Resultados
De acordo com resultados apresentados na Tabela 2 foi possivel observar que nao
houve diferenca entre o PM e GPD independente do tratamento aos quais os suinos foram

submetidos (P>0,05).

Tabela 2. Parametros de desempenho dos suinos submetidos aos diferentes métodos de
contracepgao.

Ca.sfraf;ao Vacmzf\ GNnRH 1 GnRH 2 EPM Valor de

cirirgica comercial P
Peso, Kg
DO 24,5 21,8 24,2 23,0 1,1 0,11
D41 65,6 65,4 65,8 65,8 1,3 1,00
D75 108,0 108,6 105,3 106,0 2,4 0,74
D105 139,3 141,2 140,7 140,9 3,1 0,97
GPD, Kg
D0 a D41 1,0 1,1 1,1 1,0 0,0 0,30
D41 a D75 1,2 1,3 1,2 1,2 0,0 0,36
D75 a D105 1,0 1,1 1,2 1,2 0,1 0,24
D41 a D105 1,2 1,2 1,2 1,2 0,0 0,93
D0 a D105 1,1 1,1 1,1 1,1 0,0 0,64

*EPM: Erro Padrdo da Média; GPD: Ganho de Peso médio Diario; P <0,05.
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Foram realizados exames androlégicos e avaliado a frequéncia de observagdes quanto
a simetria testicular, mobilidade testicular e tonus testicular, entre os diferentes
tratamentos e aos 46 dias (D46), 75 dias (D75) e 105 dias (D105). Quanto a simetria
testicular, ndao houve diferenca significativa (P>0.05) entre os tratamentos e o tempo de
avaliagao.

Em relagdao a mobilidade testicular, foi observado, no D105 uma diferenca significativa
entre o grupo G3 e os outros grupos, com apenas 32,5% dos suinos do tratamento
apresentando mobilidade testicular, oposto aos 100% dos grupos vacina Comercial e grupo
G4. Na observacao do tonus testicular, foi avaliado quanto flacido (FL), fibroeldstico (FE) e
firme (FR). Houve diferenca entre os grupos Vacina Comercial e G3 no momento D105
apresentando, respectivamente, 12,5% e 87,5% de suinos do tratamento com tbénus
testicular firme (FR) (P<0,05).

A Tabela 3 apresenta os niveis de anticorpos anti-GnRH em leitdes submetidos a
castracdo cirurgica e imunoldgica com as diferentes vacinas apds a administracdo das duas
doses. Foi observado o efeito da interagao entre tratamento e momento de avaliagdao sobre
os niveis de anticorpos. Os leitdes que receberam as vacinas recombinantes experimentais
apresentaram niveis de anticorpos anti-GnRH semelhantes aos niveis observados no Grupo 2
(vacina comercial). Para todos os grupos vacinados, houve aumento dos niveis de anticorpos
apos a administracdo da segunda dose, 0s quais se mantiveram elevados até o momento

que precedeu o abate dos animais (D105).
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Tabela 3. Niveis de anticorpos anti-GnRH de suinos submetidos a castracdo cirurgica e imunoldgica (aos 100 e 135 dias de vida) com diferentes

vacinas.
3 Val P
Momento (i?:;:a;;caao Vacina comercial VacinaGnRH 1 Vacina GnRH 2 alor de
(Gf) (G2) (G3) (G4) Trat Mom  Trat x Mom
A

D41 0,054 £ 0,004™ 0,063 + 0,006™ 0,054 + 0,008"° 0,053 + 0,007

< <0.01 <0.01
D75 0,141 +0,021" 0,349 + 0,031 0,524 + 0,076 0,339 + 0,03 0.01 ' '

< <0.01 <0.01
D95 0,210 + 0,051"° 1,160 + 0,075°%° 1,302 +0,125°%° 1,092 +0,07% 0.01 ' '
D105 0,197 +0,056™ 1,000£0,076®  1289+0,123%® 0,952 +0,10%

D41 e D75: momentos de aplicacdo da 1* e 2* dose de vacina, respectivamente (DO: primeiro dia de alojamento na fase de crescimento e terminagdo). Os resultados (média + erro
~ T A . , . ~ . . . ;. . . AB - . .
padrao da média) referem-se aos valores de absorbancia do soro sanguineo, os quais sdo diretamente proporcionais aos niveis de anticorpos anti-GnRH. ™" indicam diferenca

entre os tratamentos dentro do momento de avaliacdo (na linha) e

tratamento. Mom: momento.

a,b,c

indicam diferenga entre os momentos de avaliagdo dentro do tratamento (na coluna; P < 0.05). Trat:
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Na Figura 2 observa-se as variacdes nas concentracdes séricas de testosterona entre
os diferentes métodos de castragao ou tratamentos ao longo do tempo. Foi observado efeito
da interacdo entre tratamento e momento de avaliacdo dos leitées (P<0,05) e os niveis
séricos de testosterona (P<0.05). Apds a aplicagdo da primeira dose das vacinas foi
observado no D75, que os niveis séricos de testosterona entre os grupos de suinos foram
semelhantes independente da vacina utilizada (P>0,05). Apds 20 dias da aplicagdo da
segunda dose, os niveis de testosterona sérica do grupo de animais que recebeu a vacina
comercial (G2) reduziram drasticamente, se igualando ao grupo que foi castrado
cirurgicamente (G1) até o final do experimento (P>0,05), diferindo dos grupos de suinos que
receberam as vacinas recombinantes experimentais que obtiveram niveis séricos superiores
de testosterona (P<0,05). O grupo de suinos que receberam a Vacina GnRH 1 (G3), obteve
um aumento significativo no momento final do experimento (D105), quando comparado ao

grupo de animais que receberam a vacina GnRH 2 (G4) (P<0,05).

o —O— Castragdo cirturgica (G1) —#&— Vacina comercial (G2)
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Figura 2. Niveis séricos de testosterona de leitdes submetidos a castragdo cirurgica (aos 7 dias de vida) ou
imunoldgica (aos 100 e 135 dias de vida) com diferentes tipos de vacina anti-GnRH. Os dados representam as
médias (+/- SME) por tratamento (n=8 por grupo). A8C indicam diferenca entre os tratamentos dentro do
momento de coleta (P<0.01) e *® indicam diferenca entre os momentos de coleta dentro do tratamento (P <
0.01). DO: 12 dia de alojamento na fase de crescimento e terminagdo. D41 e D75: momentos de aplicagdo da 12
e 22 dose de vacina, respectivamente.

A Figura 3 demonstra o efeito da interacdo entre tratamento e momento de
avaliacdo dos leitdes (P<0,05) e o volume testicular (P<0.05). No D41, os valores médios do
volume testicular foram semelhantes entre os trés grupos de suinos que receberam as

vacinas (P>0,05).
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No D75, foi observado um aumento no volume testicular em comparagdao com o D41
nos grupos de suinos 3 e 4 (P<0,05). O volume testicular dos animais dos Grupos 3 e 4
aumentou mesmo apds a administracdo da segunda dose de vacina, atingindo valores 3 a 4

vezes maiores do que os observados para o Grupo 2 no D95.

—m—Vacina GnRH 1 (G3)
—m—Vacina GnRH 2 (G4)
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Figura 3. Volume testicular mensurado em leitdes submetidos a castragdo imunoldgica (aos 100 e 135 dias de
vida) com diferentes tipos de vacina anti-GnRH. Os dados representam as médias (+/- SME) referente a cada
tratamento (n=8 por grupo). *® indicam diferenca entre os tratamentos dentro do momento da mensuragdo e
€ indicam diferenca entre os momentos da mensuragdo dentro do tratamento (P < 0.05). D41 e D75:
momentos de aplicacdo da 12 e 22 dose de vacina, respectivamente.

Quanto aos estudos de comportamento sexual, foram observados o comportamento
e alteragdes quanto a brigas e agressividade, montas continuas, comportamento sexual
ativo, escroto avermelhado e testiculos aumentados de tamanho. Em relacdo a esses
parametros, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05).

Em relacdo ao desafio da aplicacdo do GnRH, os resultados revelaram diferencas
significativas nos niveis de testosterona entre os grupos antes e depois da administracdo de
Acetato de Buserelina, (Fig.4). Foi possivel observar que antes e depois do desafio, os suinos
castrados cirurgicamente e aqueles que receberam a vacina comercial apresentaram niveis
séricos mais baixos de testosterona em comparacdo aos grupos de suinos que receberam as

vacinas experimentais recombinantes de GnRH (P<0,01). Apds o tratamento, os grupos de
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animais que receberam a vacina comercial e a GnRH 1 apresentaram aumento nos niveis de
testosterona, em relagdo ao primeiro momento (P<0,01). J4 o grupo de animais que
receberam a vacina GnRH 2 n3do apresentaram diferenca nos niveis séricos de testosterona

antes e apds a aplicacao de Acetato de Buserelina.
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Figura 4. Niveis séricos de testosterona de suinos castrados e desafiados com Acetato de Buserelina antes e
depois da da segunda dose da vacina (D95). Os dados representam as médias (+/- SME) referente a cada

AB . . . o
tratamento (n=8 por grupo). " indicam diferenca entre os tratamentos dentro do momento da mensuragio e
2® indicam diferenga entre os momentos da mensuragdo dentro do tratamento (P < 0.05). “Antes” equivale a
mensuragdo antes da aplicagdo do GnRH e “Depois” equivale ao momento 2 horas depois da aplicagdo de
GnRH.

Em relacdo as avaliagbes histoldgicas dos testiculos a analise dos resultados
demonstraram 93% de correlacdo entre os dois avaliadores em relacdo aos trés tratamentos
(P<0,001). E a analise de confiabilidade geral dos dados revelou um coeficiente Kappa entre
0,71 a 0,88 com indice de confidencialidade (IC) de 0,79 indicando uma boa concordancia

entre os avaliadores.
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Tabela 4. Frequéncia de escores de lesdes testiculares dos suinos submetidos a

imunocastragao independente da vacina utilizada.

Classificagao Avaliador 1

geral Escorel Escore2 Escore3 Escored Kappa P IC*
Avaliador 2 0,79 0,2911 0,71-0,88
Escore 1 - - - -

Escore 2 18 7 - -

Escore 3 - 26 2 -

Escore 4 - 1 33 4

*IC: indice de confidencialidade.

Em relagdo aos resultados de acordo com os tratamentos a andlise de confiabilidade
revelou um Kappa de 0,73 para o grupo 1, de 0,75 para o grupo 2 e 0,76 para o grupo 3 com
IC que variou de 0,53 a 0,95 dependendo do tratamento (Tabela 5).

Foi possivel notar na somatéria das frequéncias que para o grupo de suinos
submetidos a vacina comercial, para ambos os avaliadores, somente foram observados os
escores 3 e 4 (grau moderado e severo, respectivamente) para as lesOes testiculares,
diferindo das vacinas recombinantes. Todavia, observando as lesdes do tecido testicular do
grupo de animais submetidos a aplicacdo da vacina GnRH 1, os escores mais frequentes
foram o 3 (grau moderado), enquanto para o grupo que recebeu a vacina GnRH 2 foram
observados com mais frequéncia os escores 1 e 2 (grau discreto e leve) de lesdes
testiculares. A figura 5 mostra os escores de lesdes testiculares de acordo com a vacina

aplicada nos suinos do estudo.
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Tabela 5. Frequéncia de escores de lesdes testiculares dos suinos submetidos a

imunocastra¢do de acordo com as vacinas utilizadas.

Classificagao Avaliador 1
geral
Escorel Escore2 Escore3 Escored Kappa P IC*
Avaliador 2
Vacina Comercial

Escore 1 - - - -
Escore 2 - - - - 0,73 1,000 0,53-0,93
Escore 3 - - 18 3
Escore 4 - - 3 21

Vacina GnRH 1
Escore 1 5 3 - -
Escore 2 13 2 - - 0,75 0,5438 0,58-0,91
Escore 3 - - 11 1
Escore 4 - - 1 4

Vacina GnRH 2
Escore 1 13 4 - -
Escore 2 - 13 - - 0,76 0,1718 0,58-0,95
Escore 3 - 1 4 -
Escore 4 - - - -

*IC: indice de confidencialidade.

Figura 5. Fotomicrografia de escore de lesGes testiculares dos suinos submetidos a diferentes vacinas para
imunocastragdo. A. Escore 1: GnRH 2. B. Escore 2: GNRH 2. C. Escore 3: GnRH 2. Escore 4: Vacina Comercial.

Aumento de 4 X.
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3.4 Discussao

Os resultados de resposta humoral produzido pelas vacinas deste estudo
demonstraram que todos os grupos de suinos imunocastrados responderam as vacinas com
niveis de anticorpos anti-GnRH significativos superiores aos controles (castrados). A resposta
vacinal pode ser detectada ja com a primeira dose, de ~5.5 para G2, ~9.7 para G3 e ~6.3 em
aumento nos niveis de 1gG especifica anti-GnRH comparando ao dia zero (Dia 41) ( Tabela 3).
Entretanto, os valores de ELISA para IgG especifica anti-GnRH mais elevados foram
observados 20 dias apds a segunda dose vacinal (dia 95) ( Tabela 3).

Em estudos avaliando os efeitos da imunizagao contra o GnRH em suinos machos, foi
relatado um aumento significativo nos niveis de IgG anti-GnRH no logo apds a primeira
aplicacdo da vacina imunizante, indicando uma resposta imune inicial detectdvel contra
GnRH (PINHEIRO, et al., 2019), similar ao observado no presente estudo. Wako et al., (2017)
relatou que concomitante ao aumento nos niveis de anticorpos anti-GnRH observa-se
alteracdes na funcdo reprodutiva e nos niveis de testosterona sérica. Esses resultados
sugerem que a primo sensibilizacdo vacinal é uma parte importante da eficacia da
imunocastracdo em suinos machos. No presente estudo constatamos a importancia da
primo vacinacdao, sendo que observamos um aumento significativo (p<0.05) nos niveis
séricos de IgG especifica anti-GnRH nos grupos G2, G3 e G4, 20 dias apds a primeira dose.
Sendo que os niveis mais elevados foram detectados 20 dias apds a segunda dose e se
mantiveram elevados até a ultima anadlise dia D105 (30 dias apds a segunda dose) do
experimento ( Tabela 3).

Esses dados corroboram outros estudos relatados na literatura, onde a
imunocastracdo ocorre ao induzir elevados niveis de anticorpos anti-GnRH, sugerindo que os
anticorpos especificos anti-GnRH neutralizem a acdo do GnRH (COLAZO & HAYIRLI, 2008;
VOLDERS, et al.,, 2018). Contudo, neste estudo, os niveis de anticorpos produzidos pelas
vacinas experimentais recombinantes ndao foram capazes de reduzir os niveis séricos de
testosterona similares ao da vacina comercial. Alguns fatores podem ter contribuido para
estes resultados, tais como uma resposta imune inadequada, ndo sendo suficiente para
suprimir a producdo de GnRH de forma eficaz, resultando em uma producdo continua de
testosterona (AMADORI, et al., 2016). Além disso, é possivel considerar a variabilidade
individual, como genética, idade, ambiente e o tempo necessario para eficacia total, até que

ocorra a supressao hormonal de forma efetiva (FERNANDEZ, et al., 2018).
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A diferenga nos niveis de IgG especificos anti-GnRH pode nao refletir os niveis reais
observados na vacina comercial usada como controle. O antigeno recombinante usado para
formular as vacinas experimentais foi o mesmo usado para o ELISA, o que pode nao refletir
adequadamente a quantificagdo dos anticorpos anti-GnRH induzidos pela vacina comercial.
No entanto, Eslabdo et al. (2020) mostraram que os anticorpos anti-GnRH induzidos pela
vacina comercial foram capazes de reconhecer a quimera recombinante GnRH/LTB. Além
disso, Khan et al. (2007) relataram que nao foi possivel determinar diferenca nos niveis de
testosterona em camundongos imunizados com os antigenos GnRH-I, GnRH-Il e GnRH-III
fundidos com toxoide tetanico. Assim, pode-se sugerir que os niveis de anticorpos anti-GnRH
induzidos pelas vacinas experimentais em suinos ndo foram suficientes para bloquear o
efeito do GnRH.

Vale notar que um experimento similar conduzido com camundongos com as vacinas
quiméricas recombinantes GnRH/LTB, onde as vacinas experimentais induziram niveis
significativamente mais altos de anticorpos especificos anti-GnRH, bem como um efeito
significativo sobre as génadas, que a vacina comercial, a mesma usada no presente estudo
(ESLABAO et al., 2020, 2021). Além disso, um ponto importante a considerar é o adjuvante
do LTB que esta diretamente relacionado a sua atividade de ligacdo ao gangliosideo GM1
(NASHAR et al. 2001). Esse gangliosideo é uma molécula de sinalizagdo bem caracterizada
com capacidade potente de estimular respostas de anticorpos contra antigenos co-
administrados ou acoplados (YAMAMOTO et al. 2001; CONCEICAO et al. 2006). No entanto,
parece que as concentracdes de LTB usadas na molécula quimérica ndo foram suficientes
para atuar como Unico adjuvante da vacina, sendo necessarios diferentes adjuvantes para
induzir adequadamente uma resposta imune vacinal.

No presente estudo, as vacinas experimentais recombinantes GnRH/LTB foram
adjuvadas com aluminio, enquanto nos estudos de Eslabdo et al. (2020, 2021) foi utilizado
um adjuvante a base de 6leo (MONTANIDE ISA 50 V2, SEPPIC, Franca), proporcionando uma
melhor resposta imune vacinal, até melhor do que a vacina comercial.

Sharma et al. (2014) relataram uma regressdo gonadal ndo uniforme, em
camundongos, imunizados com constru¢des recombinantes de GnRH, sugerindo que esse
efeito se deva ao uso de tampdo fosfato como base de emulsdo do antigeno. No presente
estudo, ambos os antigenos das vacinas experimentais foram diluidos em PBS, assim como o

PBS foi usado na formulacdo final para ajustar os volumes com o adjuvante. No entanto,
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estava fora do escopo deste estudo avaliar esses possiveis fatores que poderiam influenciar
os resultados alcangados pelas vacinas experimentais.

Em seu estudo, Duschea et al., (2001) relatou que somente apds a segunda vacinagcao
o crescimento testicular cessou e os niveis de testosterona reduziram significativamente, se
mantendo pelo menos até 4 semanas apds a segunda vacinacdo. Sendo assim, sugere-se ser
necessario algum tempo apds a segunda dose para que a supressao hormonal completa seja
alcangada (RAJENDER, S., & SINGH, L, 2008; VINCENT, et al., 2017).

Outro fator importante a se considerar é o intervalo entre as aplicacdes, ou seja, cada
vacina possui um intervalo conforme seu protocolo, que é determinado através de estudos
cientificos para definir com critério esse periodo. Em seu estudo utilizando vacinas anti-
GnRH, Martin et al., (2020), utilizaram a primeira dose aos 84 dias e a segunda aos 154 dias
de vida, com um intervalo de 10 semanas. Ja Yao et al., (2018) avaliaram 3 doses com um
intervalo de 2 semanas entre cada aplicacdo. No presente estudo, é possivel que seja
necessario estudos para definir o intervalo ideal entre as aplicacbes para um efeito
consideravel da vacina.

Utilizando também vacinas anti-GnRH LTB, Eslabdo (2020) demonstrou reducdo dos
niveis de testosterona sérica em camundongos, no entanto, deve-se considerar que suinos e
camundongos possuem diferengas notdveis na fisiologia da reprodu¢ao. Embora os machos
ndo experimentem um ciclo estral como as fémeas, eles ainda estdo sujeitos a flutuagoes
hormonais, a resposta ao ciclo estral, diferencas anatomicas e na espermatogénese (KINDER
& BRIESFIELD, 2007). Essas diferencas refletem as necessidades reprodutivas e o
comportamento especifico de cada espécie.

Deve-se considerar a forma de producdo de vacinas recombinantes, uma vez que a
ligacdo de proteinas imunogénicas do GnRH pode influenciar a qualidade da resposta
imunoldgica, além disso, o método de castracdo provocar variacbes nas respostas de
sinalizacdo do hormonio inibidor de GnRH sobre o eixo hipotdlamo-hipéfise, bem como
interferir no feedback negativo dos niveis de testosterona pelas génadas (FANG et al., 2010;
HAN, et al., 2017).

No presente estudo a vacina GnRH 1 (G3) foi a que apresentou maiores niveis de
anti-GnRH logo apds a primeira aplicacdo da vacina. Ao analisar os niveis de testosterona,
verificou-se que, apds a segunda dose da vacina, os niveis de testosterona nos grupos que

receberam a vacina comercial e a vacina GnRH 2 (G4) diminuiram significativamente. No
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entanto, os suinos do grupo que receberam a vacina GnRH 2 mostraram um aumento nos
niveis de testosterona no momento final do experimento.

Quanto a histologia testicular, estudos indicaram que a imunocastracdo pode levar a
uma reducdo do tamanho testicular por causar alteragdes histoldgicas nos testiculos, como a
degeneracdo das células espermatogénicas, diminuicdo significativa no didmetro dos tubulos
seminiferos e atrofia das células intersticiais enddcrinas com nucleos picnéticos
(STOJANOVIK, et al., 2017; SLADEK, et al., 2018). Estas mudancas sdo atribuidas a reducao
nos niveis do hormonio foliculo-estimulantes (FSH) e luteinizante (LH) os quais sdo essenciais
para a manutencao da fungao testicular e, consequentemente, a manutengao da secre¢ao
de esteroides testiculares, principalmente a testosterona (ZAMARATSKAIA, et al., 2008).

O presente estudo corroborou com o encontrado por Paixdo et al., (2021), que
observaram que os suinos submetidos a imunocastracdo com a mesma vacina comercial
apresentaram diminuicdo significativa das dimensdes escrotais e alteracdes na morfologia
testicular. Sendo assim, a vacina comercial foi mais eficaz na atrofia e lesdao testicular,
observada por meio das alteragGes histoldgicas. Dentre as vacinas recombinantes, o uso da
vacina GnRH 1 promoveu maior frequéncia de lesdes testiculares moderada a grave (escores
3 e 4) nos suinos que a vacina GnRH 2 quando comparada ao GnRH 2, sendo assim,
sugerindo que a vacina recombinante GnRH 1 apresentou maior eficdcia.

Com base nos dados apresentados, fica claro que a vacina GnRH 1 resultou em
maiores niveis de anti-GnRH na primeira aplicacdo e reducdo significativa dos niveis de
testosterona em comparacdo a vacina GnRH 2 no momento final do experimento (D105). Os
niveis de testosterona corroboraram com os resultados encontrados na histologia testicular,
visto que a vacina GnRH 1, obteve maiores niveis de lesdo testicular. Além disso, a vacina
GnRH 1 apresentou os melhores resultados quanto ao ténus testicular, sendo semelhante a
vacina comercial. Isso sugere que, apesar de possiveis diferencas na eficacia imunoldgica
entre as vacinas GnRH 1 e 2, a vacina GnRH 1 foi mais eficaz em suprimir os niveis de
testosterona nos suinos ao longo do tempo.

Essa diferenca nos resultados entre as duas vacinas pode ser atribuida as diferengas
em sua composicdao e método de producdo. Algumas vacinas, como a vacina GnRH 1,
geralmente contém antigenos bacterianos especificos, que podem estimular uma resposta

imune mais robusta e duradoura, enquanto outras vacinas podem conter antigenos mais
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refinados e concentrados, podendo ser menos eficazes na inducdo de uma resposta imune
forte (ESLABAO, 2020).

Neste estudo foi realizado o desafio de GnRH para comprovacdo dos resultados dos
niveis séricos de testosterona, e este teste é utilizado para avaliar a fungdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-gonadal, o qual regula a producdo de hormonios sexuais, avaliando a
funcdo gonadal através de a administracdo de GnRH IM e a medi¢ao dos niveis séricos de
hormoénios gonadotréficos, como a testosterona em dois momentos, antes e apds a
aplicacdo (CARR et al., 1989).

No presente estudo, os resultados de desafio para o GnRH mostraram que animais
submetidos a castracdo cirdrgica, vacina comercial e a vacina GnRH 1 apresentaram
aumento de testosterona do momento antes da primeira aplicagdo em relacdo a avaliagao
apos a aplicacdo do teste. Jd a vacina GnRH 2, ndo apresentou diferenca entre os momentos,
o que talvez possa demostrar uma eficacia da GnRH 2, visto que se a castra¢do for bem-
sucedida, os niveis de testosterona apds a aplicacdo de GnRH tendem a ser menores. Isso
ocorre porque aplicacdo de GnRH, que normalmente estimula a producdo de hormonios
sexuais, ndo tera o mesmo efeito em suinos castrados, uma vez que os testiculos ndo estdo
ativos (MARCONDES et al., 2002). Assim, é esperado que os niveis de testosterona em suinos
castrados permanecem baixos mesmo apds o desafio de GnRH, enquanto em suinos nao
castrados, os niveis de testosterona aumentam em resposta ao GnRH (JOHNSON & WANG,
2015). Porém, devemos considerar que a Vacina GnRH 1 foi a que apresentou resultados
mais proximos ao da castragdo cirurgica e vacina comercial, o que pode ser o esperado.

No presente estudo, ndo foi observado diferenca quanto aos parametros de
desempenho dos suinos submetidos aos diferentes métodos de castracdo. Da mesma forma
estudos observaram que nao houve diferenca significativa no ganho de peso diario entre os
grupos de suinos castrados cirurgicamente e imunocastrados (GUIMARAES et al., 2016;
SUTHERLAND et al., 2019). Os suinos imunocastrados também podem apresentar eficiéncia
alimentar, deposicao de gordura e qualidade de carne semelhantes ao de suinos inteiros
(SQUIRES et al., 2007; TAVAREZ, et al., 2015). Esses achados sugerem que a imunocastracao
pode ser uma alternativa vidvel a castracdo cirdrgica em suinos, visto que oferecem
resultados de desempenho semelhantes.

A avaliacdo androldgica em suinos pode oferecer informacgdes sobre a funcionalidade

testicular desses animais. De acordo com Schulzen et al., (2015) e Roga, et al., (2016) em
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suinos castrados com vacinas anti-GnRH, o tonus e a mobilidade testicular podem ser
diferentes em comparagdao a suinos inteiros. Em suinos imunocastrados, os testiculos
tendem a apresentar uma reducdo no tamanho e na firmeza em comparacdo a suinos
inteiros, devido a supressdao da fungdo testicular resultante da imunizagdao contra o
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que reduz a producdo de horménios sexuais
masculinos. Portanto, é esperado que os testiculos tenham um tonus reduzido, ou seja, se
apresentem mais flacidos em suinos imunocastrados.

Estudos demonstraram que a imunizagdo contra GnRH influencia na redugdo
significativa de testosterona em suinos machos, com concomitante diminuicdo do ténus
testicular em comparacdo com os suinos ndo imunizados (BONNEAU, et al., 2013; GUTHRIE,
et al., 2015). Sendo assim, com os resultados do presente estudo, foi possivel observar que
os suinos submetidos a aplicacdo da vacina GnRH 2 apresentaram maior ténus testicular,
guando comparado aos animais que receberam a vacina comercial, e a vacina GnRH 1.
Portanto, esse pode ter sido o efeito gerado pelos maiores niveis de testosterona sérica apds
a primeira aplicagdo para a vacina GnRH 2.

A mobilidade testicular é outro parametro androldgico que também pode ser afetada
em suinos imunocastrados, pois com a reducdo da atividade hormonal, os testiculos podem
apresentar mobilidade diminuida em comparagdao com suinos inteiros (BATOREK, et al.,
2014). No entanto, a mobilidade testicular pode variar entre os individuos e também pode
ser influenciada por fatores como a idade e a genética, uma vez que suinos imunizados
apresentaram mobilidade reduzida em comparacdo ao grupo controle de machos inteiros
(BONNEAU, et al., 2013; GUTHRIE, et al., 2015). Neste estudo, os suinos que receberam a
vacina GnRH 2 apresentaram menor mobilidade testicular em relacdo aos animais que
receberam as outras duas vacinas. Esses dados vdao em contraposto aos encontrados em
relacdo ao tonus testicular, visto que a Vacina GnRH 2 foi a que apresentou resultados mais
eficientes do que os outros grupos no parametro mobilidade testicular e resultados menos
eficientes no parametro tonus testicular.

Em explicacdo aos resultados encontrados, Schulzen et al., (2015) relataram que a
imunocastracdo resulta na reducdo da producdo de hormdnios sexuais masculinos, como a
testosterona, afetando a funcdo testicular, o que pode levar a testiculos com maior firmeza,
devido a diminuicdo do tamanho e da atividade hormonal, mas com menor mobilidade

devido a reducdo da atividade fisiolégica, como os resultados encontrados para Vacina GnRH



44

2. Além disso, Caldéron-Diaz, et al. (2018) relataram que a imunocastracdo pode causar
mudangas na composicdo tecidual dos testiculos, incluindo fibrose e diminuicdao da
vascularizagdo, o que pode afetar a mobilidade testicular sem necessariamente
comprometer a firmeza do érgao.

Portanto, é possivel concluir que os estudos fornecem evidéncias sobre a eficacia e os
beneficios potenciais da imunocastragdo em comparagdao com a castragdo cirurgica em
suinos, destacando sua relevancia para o controle do odor sexual sem alterar os ganhos de
produtividade (SUTHERLAND et al., 2019; TAVAREZ, et al., 2015). Ao considerar a eficacia das
vacinas anti-GnRH na redugdo dos niveis de testosterona, é importante levar em conta nao
apenas a resposta imune induzida pelas vacinas, mas também o efeito final sobre os
parametros hormonais e reprodutivos dos animais (WAKO, et al., 2017). Porém, ainda sao
necessarios mais estudos que permitam melhor entender a resposta imunoldgica obtida
com estes imunogenos, bem como identificar as oportunidades de melhorias na elaboragao

de uma vacina recombinante que ndao comprometa o intuito contraceptivo para suinos.

3.5 Conclusao

Foi possivel concluir que o desempenho dos suinos foi semelhante,
independentemente do método de contracepcao.

As vacinas experimentais produziram elevados niveis de anticorpos anti-GnRH
fusionado a LTB similares a vacina comercial ap6s a segunda dose, mantendo-se até o final
do estudo. No entanto, as vacinas recombinantes (G3 e G4) foram menos eficazes na
reducdo dos niveis séricos de testosterona, indicando que a supressdao hormonal nao foi
eficiente quanto a obtida pela vacina comercial, apesar da alta producdo de anticorpos.

O exame androlégico revelou que a mobilidade e o tonus testicular variaram
significativamente entre os grupos ao longo do tempo. Sendo a mobilidade testicular
significativamente menor no grupo GnRH 1, enquanto o ténus testicular apresentou-se mais
firme em suinos submetidos a vacina comercial.

As avaliacbes histoldgicas confirmaram que a vacina comercial causou lesdes
testiculares mais graves e frequentes, corroborando com os niveis reduzidos de
testosterona. O tecido testicular apresentou maior frequéncia de lesdes com a
administracdo da vacina comercial, no entanto a vacina GnRH 1 apresentou maior

intensidade de lesdes degenerativas que a vacina GnRH 2, e foi mais eficaz na supressdo dos
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niveis séricos de testosterona demonstrando potencial maior da vacina GnRH 1 nos

principais parametros avaliados em relagdo a GnRH 2 nos suinos deste estudo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As vacinas recombinantes anti-GnRH (expressos de forma recombinante com a proteina
LTB da Escherichia coli) levaram a producdo de altos niveis de anticorpos da mesma forma
que a vacina comercial. No entanto, apesar de atingirem niveis semelhantes, as vacinas nao
foram suficientemente eficazes na reducdo dos niveis séricos de testosterona, tampouco no
volume dos testiculos.

Os resultados sugerem que, embora as vacinas experimentais GnRH possam induzir
uma resposta imunoldgica robusta, a eficacia na supressao da producdo de testosterona e
na inducdo de lesdes testiculares é varidvel e inferior a vacina comercial. Fatores como a
composicdo do adjuvante e a formulacdo das vacinas podem ter influenciado esses
resultados, indicando a necessidade de ajustes na formula¢do e no protocolo de aplicacdo
para melhorar a eficacia das vacinas experimentais.

Em conclusdo, enquanto a imunocastragdo representa uma alternativa promissora a
castracdo cirdrgica, as vacinas experimentais precisam de melhorias para alcancar a eficacia
da vacina comercial atualmente disponivel. Estudos futuros devem focar em otimizar a
formulacdo das vacinas e os protocolos de administracdo para garantir uma supressao

hormonal eficaz e consistente nos animais tratados.
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