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1 INTRODUÇÃO
O uso de hormônios para a produção de vacinas imunocontraceptivas está sendo proposto como uma alternativa valiosa que satisfaz a maioria, senão todas, propriedades de um contraceptivo ideal. Por apresentarem alta especificidade ao alvo de interesse, ação de longa duração, baixo custo, e poucos efeitos colaterais, o desenvolvimento de vacinas imunocontraceptivas é realmente um grande avanço no campo da contracepção (Naz, 2011). O objetivo do nosso trabalho foi a clonagem e expressão, em Escherichia coli, do Hormônio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) fusionado a uma molécula carreadora. 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
A quimera foi sintetizada pela empresa Epoch Biolabs, Inc. (USA) para clonagem foram utilizados iniciadores que amplificam e direcionam a inserção no plasmídeo pAE. O produto da PCR e o vetor foram submetidos a digestão com as enzimas de restrição EcoRI e HindIII (BioLabs) e, logo após, a ligação foi efetuada com a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen). O produto da ligação foi utilizado na transformação da cepa E. coli TOP 10. A seleção dos possíveis clones recombinantes foi efetuada através da técnica de MicroPrep. (Sambrock e Russel, 2001)
Os clones foram confirmados pela técnica da reação em cadeia da polimerase, PCR, posteriormente sequenciados pela empresa ACTGene Análises Moleculares Ltda. O clone 9 contendo a quimera, foi transformado em E. coli BL21 StarTM (DE3) onde expressou a proteína recombinante de aproximadamente 21kDa, massa molecular estimada quando comparada com marcador Prestained Standards Low Range. A caracterização da quimera foi efetuada através da técnica de Western Blot realizado com MAb anti-6xHis (Figura 1), já que o vetor pAE adiciona  6x histidinas  as proteínas expressas.
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
A eletroforese em gel de poliacrilamida sugere a expressão da quimera (Figura 1) mostrando que houve uma expressão antes mesmo da indução com IPTG. Já a técnica de Western Blot confirmou a presença da mesma proteína (Figura 2). No presente estudo, a cepa E. coli BL21 StarTM (DE3) expressou a quimera recombinante contendo o GnRH, confirmando sucesso na construção da quimera. 
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Figura 1 – Imagem do resultado observado na técnica de SDS-PAGE da expressão da quimera recombinante. 1) Amostra do cultivo antes da expressão da quimera; 2) Amostra do cultivo após a expressão da quimera; M) Marcador Prestained SDS-PAGE Standards Low Range (Bio-Rad).
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Figura 2 – Imagem do resultado observado na técnica de Western Blot da expressão da quimera recombinante. M) Marcador Prestained SDS-PAGE Standards Low Range (Bio-Rad); 1) Quimera contendo o GnRH; 2) Controle negativo – cepa E. coli BL21 StarTM (DE3) não transformada.

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS
A partir do presente trabalho, conclui-se que por meio da metodologia utilizada foi possível clonar e expressar em quantidades desejáveis a quimera contendo o gene do GnRH, no entanto é necessária testes em modelos biológicas para verificar sua atividade anticoncepcional.
REFERÊNCIAS
NAZ, Rajesh K. Contraceptive Vaccines: Success, Status, and Future Perspective. American Journal Of Reproductive Immunology, v. 66, p. 2-4, 2011.
SAMBROOK, Joseph; RUSSELL, David W. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3. ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press. 2001 
1         2         M





   M     1    2








