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RESUMEN 

Evaluar la respuesta inmune, la conducta estral, tasa ovulatoria y calidad de 

embriones en ovejas Pelibuey y Black Belly inmunizada con tres vacunas de ADN 

contra inhibina. Se emplearon 40 ovejas de pelo (Pelibuey y Black Belly) primalas 

de 12 meses de edad, condición corporal (CC) de 3.0 y 25 kg de peso promedio. 

El primer grupo (INHA 1, n=10) recibió I.M. una inmunización y dos refuerzos con 

100 μg del ADN de plásmido con el péptido maduro de inhibina. El segundo grupo 

(INHA 2, n=10) recibió I.M. una inmunización y dos refuerzos con 100 μg del ADN 

de plásmido con el péptido maduro de inhibina y el epítopo del toxoide tetánico 

P2. El tercer grupo (INHA 3, n=10) recibió I.M. una inmunización y dos refuerzos 

con 100 μg del ADN de plásmido con el péptido maduro de inhibina y los epítopos 

del toxoide tetánico P2 y P30. Se tomó una muestra de suero de todas las ovejas 

al inició de  los tratamientos y posteriormente cada 14 días y 14 días posteriores a 

la aplicación del último refuerzo para la cuantificación de anticuerpos por ELISA. 

Las ovejas del grupo control (PBS, n=10) recibieron el mismo  volumen de PBS. A 

todas las ovejas se le sincronizó el estro 14 días posterior al segundo refuerzo 

mediante un dispositivo intravaginal (CIDR-G) el cual fue removido 13 días 

después a las 06:00 h, y se aplicó I.M. 100 UI oveja-1 de gonadotropina coriónica 

equina (eCG). Posterior al retiro del CIDR, se monitoreó la presentación de estros 

dos veces al día (día 15, 7:00 a.m. y 6:00 p.m.) se dio dos servicios con un 

carnero fértil a intervalo de 12 h, se registró el día y hora del estro. El día siete 

posterior al servicio por laparotomía media ventral se evaluó la tasa ovulatoria por 

conteo del número de cuerpos lúteos (CL´s), se realizó el lavado de los cuernos 

uterinos para la recuperación de embriones y evaluación de sus grados de 

desarrollo y calidad. Se realizó la cuantificación de anticuerpo mediante 

estadística descriptiva. Se realizó análisis de varianza para comparar la conducta 

estral, la tasa ovulatoria entre ovejas inmunizadas contra INHA 1, 2 y 3, y las 

ovejas control. No se detectaron anticuerpos contra INHA. El comportamiento 

estral, en las variables de mayor relevancia, fue similar. La tasa de ovulación,  

calidad y grado de desarrollo fue similar entre tratamientos. No se logró inducir 

anticuerpos y ovulación múltiple con las vacunas de ADN contra INHA.  

 

Palabras claves. Superovulación, vacunas de ADN, inhibina. 
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1. Introducción 

Los protocolos tradicionales de ovulación múltiple y transferencia de embriones 

(OMTE) en ovejas, vacas y otros mamíferos incluyen el uso solo o combinado de 

factores liberadores de gonadotropinas (GnRH), y estimuladores de las 

gonadotropinas (FSH, hCG y eCG) con respuestas ováricas y calidad embrionaria 

satisfactorias (Benyei et al., 2006; Bó et al., 2007; Forcada et al., 2011).  

En la actualidad la mayoría de los tratamientos son efectuados con FSH debido a 

los mejores resultados obtenidos en la tasa de ovulación como en la calidad de  

los embriones que utilizando eCG (Garzón et al., 2007). Pero su aplicación pueden 

representar más del 50% de los costos de producción de un embrión (Bolivar et 

al., 2008) e incrementarse fuertemente dependiendo del éxito reproductivo 

(Ruvuna et al., 1992). 

Sin embargo también se han explorado otras alternativas dentro de las que se 

incluyen la inmunización contra Inhibina fue identificado por primera vez como una 

hormona gonadal que inhibe potentemente la síntesis y secreción de la hormona 

folículo estimulante (FSH) de la glándula pituitaria.  

Las inhibinas son hormonas polipeptídicas diméricas y pertenecen a la 

superfamilia de factor-β de crecimiento transformante (TGF-β) (Chang et al., 

2002). La inhibina A (INHA) modula la producción de FSH de la pituitaria, la 

maduración folicular y esteroidogénesis (Knight 1996; de Kretser et al. 2002). La 

INHA disminuye el número de receptores de GnRH en las células de la pituitaria 

en cultivo, y por tanto los receptores de GnRH in vivo (Wang et al., 1991). 

Por tanto, existe una relación negativa entre las concentraciones de FSH en 

plasma y la inhibina, lo cual se ha comprobado en varias especies de mamíferos; 

Sasaki et al 2006). El número de folículos que se desarrollan a tamaño ovulatorio 

depende tanto de la cantidad de FSH y el tiempo de exposición a la FSH (Sasaki 

et al., 2006). La liberación de FSH por la hipófisis es a su vez controlada por la 

acción sinérgica de los folículos ovulatorios, inhibina y estradiol (Sasaki et al., 

2006).  
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En experimentos donde se ha inmunoneutralizado la inhibina endógena se ha 

encontrado un incremento significativo de los niveles de FSH, lo cual brinda 

evidencia que la inhibina es un factor importante en la regulación inhibidora de la 

secreción de FSH en animales domésticos y de laboratorio (Sasaki et al., 2006), y 

que es imposible incrementar los niveles de FSH endógena y obtener ovulaciones 

múltiples a través de la inmunoneutralización de la inhibina. 

El estudio del control de la inhibina sobre la secreción de FSH y la foliculogénesis 

inicialmente se ha hecho a partir de la administración de preparaciones de fluido 

folicular (FF) como fuente no purificada de inhibina en ovinos, porcinos y bovinos 

en estudios in vitro e in vivo (Robertson et al., 1985; Forage et al., 1986¸ de 

Kretser y Robertson, 1989). Sin embargo, estas preparaciones también cuentan 

con la presencia además de inhibina de otros péptidos tales como activina y 

folistatina (de Kretser y Robertson, 1989), lo cual ha generado respuestas 

variables; además, el proceso de purificación es laborioso, se necesitan grandes 

cantidades de fluido folicular y equipamiento muy especializado, lo que hace difícil 

su producción a grandes escalas. 

Se han empleado inmunógenos desarrollados con base en péptidos sintéticos a 

partir de secuencias cortas N-terminal de la subunidad  de la inhibina bovina, 

porcina, ovina y humana, conjugada con proteínas capaces de mejorar la 

respuesta inmune (altos títulos de anticuerpos) con muy buenas respuestas en el 

incremento en los niveles de FSH y la tasa ovulatoria (entre 150 y 330%) en 

ovejas y cabras (Wrathal et al., 1992; Tannetta et al., 1998; D’Alessandro et al., 

1999; Medan et al., 2003), vacas (Glencross et al., 1994; Morris et al., 1995; 

Medan et al., 2006), cerdas (King et al., 1993), entre otros; sin embargo, su 

disponibilidad es limitada debido a que la respuesta es variables y deben ser 

sintetizados artificialmente. 

Otra alternativa exitosa es la generación de proteínas recombinantes a través de 

la clonación de fragmentos cortos N-terminal o la secuencia completa del péptido 

maduro (165-300 aa) de la subunidad  de inhibina en vectores de expresión. Los 

resultados muestran producción de anticuerpos e incrementos en los niveles de 

FSH y tasa de ovulación de 135 a 300% en ovinos (Forage et al., 1987; Padilla et 
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al., 2007), bovinos (Medan et al., 2004) y porcinos (Brown et al., 1990). La 

respuesta a la inmunización contra la inhibina en ratas, bovinos, porcinos, ovinos, 

cabras, yeguas entre otros, se ha logrado, incrementando significativamente los 

niveles de FSH y la tasa de ovulación. Debido a la naturaleza de la síntesis del 

péptido recombinante su forma biológica se asemeja más a la nativa, pero no 

adquiere la estructura conformacional postraduccional (Mao et al., 2003), lo cual 

limita la aplicación de la inhibina como inmunógeno.  

Actualmente las vacunas de ADN son producidas como estrategias en 

inmunoterapia específica en tratamientos de diversas enfermedades (Bonura y 

Colombo, 2011; Lee et al., 2011), para dirigir respuestas inmune contra 

componentes proteicos de agentes infecciosos (Lodmell et al., 2000; Perrin et al., 

2000) o péptidos como el fragmento 1-32 del péptido maduro de inhibina (Han et 

al., 2008). Las vacunas de ADN son relativamente fáciles de construir con gran 

potencial de producir una fuerte respuesta inmune humoral y celular (Garmory et 

al., 2005).  

1.1. Hipótesis. Al menos una de las vacunas de ADN contra inhibina producirá 

respuesta inmune incrementando la tasa ovulatoria en ovejas sin afectar la 

conducta estral y calidad de los embriones. 

1.2. Objetivo General. Evaluar la respuesta inmune, la conducta estral, tasa 

ovulatoria y calidad de embriones en ovejas Pelibuey y Black Belly 

inmunizada con tres vacunas de ADN contra inhibina. 

1.3. Objetivos específicos. 

1. Evaluar la respuesta inmune y tasa ovulatoria en ovejas Pelibuey y Black 

Belly inmunizadas con tres vacuna de ADN contra inhibina. 

2. Evaluar la conducta estral en ovejas Pelibuey y Black Belly inmunizadas 

con tres vacunas de ADN contra inhibina 

3. Evaluar la calidad de embriones en ovejas Pelibuey y Black Belly 

inmunizadas con tres vacuna de ADN contra inhibina. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA  

 
2.1. Ciclo estral de la oveja  

Es el periodo comprendido entre dos ovulaciones consecutivas (Ávila, 2004). 

Se regula de manera directa por la acción de hormona del ovario y de forma 

indirecta por otras secretadas por el lóbulo anterior de la hipófisis (Frandson, 

1995). 

Se han identificado dos fases durante el ciclo estral en las hembras ovinas. 

Una fase lútea desde el segundo hasta el día 13, y una fase folicular, 

comprendiendo el día 14 hasta el primer día. En la fase folicular la mayoría de 

los animales domésticos presentan en un patrón de ondas durante el ciclo 

estral. Una onda folicular es caracterizada por el crecimiento sincrónico de un 

grupo de folículos, uno (o un número especie-específico) de ellos continúa 

creciendo (folículo dominante) mientras los otros regresan por inhibición de su 

desarrollo. La duración media del ciclo estral es de 16.5± 0.2 a 17.8±0.2 días, 

siendo más corto en corderas comparado con las ovejas adultas deslanadas, 

con una duración de 16.8 y 17.2 días, respectivamente (Uribe et al., 2009). 

Para que se realice el ciclo estral se requiere de la interacción de las hormonas 

que se producen en el hipotálamo, lóbulo anterior de la hipófisis, las gónadas y 

el útero. El hipotálamo secreta la hormona liberadora de las gonadotropinas 

(GnRH), la que promueve la secreción de las hormonas folículo estimulante y 

luteinizante (LH) del lóbulo anterior de la hipófisis (Ávila, 2004). Estás actúan 

sobre las gónadas para que se realice el crecimiento folicular y la ovulación.  

 

2.1.1. Fase folicular 

El crecimiento folicular se encuentra bajo el control de las dos gonadotropinas 

liberadas en la hipófisis, llamada hormona folículo estimulante (FSH) y 

hormona luteinizante (LH). La FSH estimula el crecimiento temprano de los 

folículos y la LH es necesaria para completar las últimas fases del crecimiento. 

Los folículos de Graff producen cantidades, relativamente grandes de 

estrógenos, al principio el nivel relativamente bajo de estrógenos en la sangre 
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actúa en la hipófisis teniendo un efecto inhibitorio sobre la secreción de 

gonadotropinas. (Mata, 2010). 

Esto colabora para evitar un estímulo excesivo a los ovarios. Sin embargo, 

cuando el nivel de estrógenos es lo suficientemente alto se dispara la oleada 

de LH que produce cambios en la pared del folículo que a su vez, conducen a 

la ruptura y liberación del folículo. La oleada de LH también es la responsable 

de la maduración meiótica del ovocito, es decir, la conversión de un ovocito 

primario en ovocito secundario.  

 

Los estrógenos circulantes en el torrente sanguíneo durante la fase folicular 

son los responsables de la inducción del comportamiento estral en las 

hembras. El nivel de estrógenos en la sangre se eleva y alcanza el máximo 

justamente antes de la aparición del estro. La oleada preovulatoria de LH 

ocurre al principio del estro, siguiendo, a las 18 a 24 horas, la ovulación.  

Además de los estrógenos, el folículo que madura produce la hormona inhibina 

que selectivamente inhibe la secreción de FSH por parte de la hipófisis. Al 

limitar la secreción de FSH, la inhibina evita el crecimiento folicular adicional 

cuando existen folículos de Graff con lo que se limita el ritmo de la ovulación 

(Mata, 2010). 

 

2.1.2. Fase lútea  

La fase lútea caracterizada por la formación de un cuerpo lúteo que secreta 

progesterona (Mc Cracken et al., 1999), regula en forma determinante la 

duración del ciclo estral y es esencial para el mantenimiento de la gestación 

(Webb et al., 2002). El cuerpo lúteo se encuentra presente en el ovario en la 

etapa del diestro; en las ovejas no gestantes sufre regresión entre los 14 ó 15 

días después de la presentación del estro a consecuencia de la secreción 

episódica de la PGF2α  secretada por el útero durante la luteolisis la PGF2α es 

secretada en series de alta amplitud en respuesta a los picos de secreción 

lútea de oxitocina (Kim et al., 2003). 
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El conocimiento del desarrollo folicular y de las complejas interrelaciones 

endocrinas que lo controlan, permiten diseñar herramientas biotecnológicas 

que mejoren el desempeño reproductivo y el rendimiento productivo de las 

explotaciones ovinas.  

 

 

 

Figura 1. Ciclo estral de la oveja 

 

2.2. Métodos de sincronización de estro  

Los métodos de sincronización de celos se clasifican de acuerdo a la utilización 

o no de algún tipo de droga en: farmacológicos o naturales. El método de 

sincronización a utilizar depende de la época del año, raza, localización 
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geográfica, manejo, nutrición y condiciones climáticas así como el costo y grado 

de sincronización requerido (Ávila, 2004). 

 

2.2.1. Prostaglandinas  

Son ácidos grasos hidroxiinsaturados de 20 carbonos con un anillo ciclopentano. 

El ácido araquidónico es el percusor de las prostaglandinas relacionadas con la 

reproducción, PGF2α y PGE2. Transportadas por la sangre hasta el órgano 

blanco, la PGF2α es el agente luteolítico natural que finaliza la fase lútea del ciclo 

estral y permite el inicio de un nuevo ciclo estral. Se pueden considerar como 

hormonas que regulan varios fenómenos fisiológicos y farmacológicos, como la 

contracción del músculo liso en los aparatos gastrointestinal y reproductivo, la 

erección, eyaculación, transporte de espermatozoides, la ovulación, formación del 

CL, el parto y la eyección de leche (Ortega, 2006). 

 

2.2.2. Progestágenos 

Los progestágenos administrados en esponjas intravaginales de poliuretano 

alcanzan su máxima concentración en sangre a las 48 horas de la inserción, 

descendiendo lentamente hasta el día 12-14, cuando son retirados. Durante este 

periodo, la pulsatilidad de la LH está reducida a frecuencias similares a las de la 

fase lútea, impidiendo así el crecimiento terminal de folículos de gran tamaño y 

favoreciendo la aparición de un mayor número de folículos pequeños, con 

menores tasas de atresia. Si bien la población folicular es bastante estable durante 

el tratamiento progestativo, el tamaño de los folículos es variable en función de los 

niveles de progestágeno, apareciendo folículos de mayor tamaño con niveles 

estereidogénicos más bajos. 

En general, la inserción del progestágeno durante 14 días asegura la luteolisis 

espontánea de un cuerpo lúteo existente durante el tratamiento (López et al., 

2002). 
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2.2.3. Dispositivos intravaginales de progesterona (CIDR-G)  

Los dispositivos intravaginales conocidos como CIDR (dispositivo interno de 

liberación controlada de droga). Son una innovación reciente, la cual consiste en 

embeber hule silástico con P4 y forrar espirales de acero con ese material; se 

comprimen los espirales y se les coloca dentro de la vagina de la hembra, por 

detrás del himen, dejándolos sueltos en el interior. La P4 es liberada en dosis 

preestablecidas y su actividad es controlada muy bien, simulando la función de un 

CL de manera artificial, suprimiendo el estro y la ovulación de manera más 

eficiente (Pérez, 2010). 

Se ha demostrado que el uso de progesterona natural es menos potente que los 

progestágenos, se recomienda  aplicar en hembras donantes 2 dosis de CIDR por 

oveja, reemplazando la primera a los 8 días después de la inserción del primer 

CIDR y antes de iniciar las inyecciones de gonadotropinas, esto porque suelen 

algunas ovejas presentar celo aun estando con el CIDR, debido a la baja en el 

nivel de progesterona en la sangre a partir del día 8 después de la inserción, al 

reemplazar el CIDR el día 8, se restablece un alto nivel de progesterona (Pliego, 

2005). Según los registros, los intervalos que oscilaron entre las 40 a 50 h de 

presentación de estros después del retiro del CIDR. 

2.3. Superovulación 

El factor más crítico que afecta la eficiencia total y los costos de la TE es sin duda 

“la estrategia superovulatoria”. Esta consiste en inducir en forma artificial la 

liberación de un mayor número de ovocitos que el número natural y característico 

para cada especie. En otras palabras, para lograr superovulación se requiere 

incentivar el “reclutamiento, desarrollo y maduración” de los folículos antrales y 

contrarrestar cualquier efecto negativo sobre este proceso (Stockebrand, 2003). 

 

La superovulación se logra en los animales domésticos por medio de la aplicación 

de FSH, eCG, inmunización activa contra esteroides, inmunización pasiva con 

antisuero esteroidal, liquido folicular bovino y administración pulsátil de GnRH. En 
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las ovejas se emplea la eCG, y la FSH de origen porcino con mayor frecuencia 

(Ávila, 2004). 

Los tratamientos de superovulación tienen la finalidad de aumentar la tasa 

ovulatoria de las hembras a través de la utilización de hormonas gonadotrópicas. 

El origen biológico de las gonadotropinas utilizadas en los tratamientos de 

inducción a  la superovulación es de dos tipos: Hipofisiario y Coriónico. Entre las 

de origen Hipofisiario destacan el extracto Hipofisiario equino (HAP) o la hormona 

folículo estimulante (FSH) ya sea porcina u ovina. 

 

2.3.1. Superovulación con FSH 

La relación FSH-LH es un factor determinante en la variabilidad de  la respuesta 

ovulatoria.  La purificación y  disponibilidad comercial de FSH porcino (FSH-P 

Folltropin; Stimufol; Super-Ov) y ovino (Embryo-S., Ovagen) marcaron la iniciación 

de nuevas estrategias superovulatoria. Las inyecciones de FSH ya sea en niveles 

constantes o  decrecientes, iniciándose por lo general 3 días antes de la 

suspensión de tratamiento  progestacional siendo la última inyección dada ya sea 

al momento de la suspensión del tratamiento progestacional o 12 horas más tarde. 

Los tratamientos repetidos de FSH ocasionan una disminución en la respuesta 

ovulatoria en ovejas. Otro punto de discusión ha sido referente a la forma de 

aplicar la FSH en inyecciones constantes o decrecientes, recomendándose más 

las inyecciones decrecientes. Así también se ha estudiado el uso de la relación LH 

y FSH y se ha observado que mientras más bajo es el nivel de LH es mejor, 

existen algunos productos nuevos que no contienen LH pero cuando se usa FSH 

(Folltropin-V) que contiene 5% de LH la respuesta ovulatoria es muy baja. Al 

introducir PMSG en los tratamientos de FSH se está introduciendo un producto 

con una alta actividad de LH (Pliego, 2005).  

 

2.3.2. Estimulación del crecimiento folicular mediante el uso de eCG 
 
La gonadotropinas corionica equina (antes PMSG) es una glicoproteína producida 

por las células del trofoblasto durante la gestación de la yegua. Sus niveles en 

sangre periférica comienzan a ser detectables a partir del día 32 y declinan 
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alrededor del 100-120. La hormona natural tiene fundamentalmente una acción 

FSH, si bien no es única ya que también es notable su acción LH. Las 

características y calidad de los preparados comerciales (después de la extracción 

del suero y purificación) tienen bastante variación en esta relación FSH/LH y 

dependen de productos y lotes. Después de su administración exógena, la eCG 

tiene una larga vida media, superior a tres días en el caso de la oveja, debido a su 

riqueza en ácido siálico. 

 

A nivel folicular la eCG actúa sobre todos los folículos en crecimiento fijándose 

tanto en receptores FSH como LH. También se ha descrito un efecto sobre 

recuperación de folículos que entraban en fase de atresia, y en la formación del 

“antrum” de folículos pequeños. La eCG utilizada en el control del ciclo sexual 

ovino (dosis media de 500 UI), administrada en el momento de retirada del 

progestágeno, o previamente como sucede en el caso de caprinos o en la 

superovulación, estimula el crecimiento de los folículos pequeños y medianos (2-5 

mm), induce una mayor secreción de estradiol en las células de la granulosa, 

apareciendo el celo y la ovulación de forma más sincronizada y con anterioridad a 

los animales sólo tratados con progestágenos (López, 2002). 

 

2.3.3. Ovulación inducida mediante la administración de GnRH  
 

La GnRH es un decapéptido sintetizado por células neurosecretoras a nivel 

hipotalámico y transportada a la eminencia mediana donde es liberada a la sangre 

venosa. A nivel hipofisario actúa en la estimulación de la síntesis de 

gonadotropinas (FSH y LH) en su liberación y en el aumento de la densidad a sus 

propios receptores. El tratamiento exógeno con GnRH, dependiendo de la dosis 

puede simular pulsatilidad, o con dosis superiores por vía intravenosa o 

intramuscular simular la descarga preovulatoria de LH. Los productos comerciales 

son análogos o agonistas, decapéptidos o nonapéptidos, con actividad biológica 

más importante que la de la hormona natural y fundamentalmente liberadores de 

LH. La corta vida media de la hormona natural (3-12 minutos) también está 
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prolongada en los análogos, por una mayor fijación hipofisaria y degradación 

menos rápida (López, 2002). 

 

2.4. Inmunización contra inhibinas  

Las gónadas son la fuente principal de inhibinas y proteínas que contribuyen a la 

regulación endocrina del sistema reproductor. En el macho son producidas por las 

células de Sertoli y por las células de la granulosa en la hembra. Es una proteína 

que consta de dos subunidades con puentes disulfuro llamadas α y β. 

Desempeñan un papel importante en la regulación hormonal de la foliculogénesis 

durante el ciclo estral. Las inhibinas actúan como señales químicas a la hipófisis 

respecto al número de folículos que crecen en el ovario. Reducen la secreción de 

FSH sin alterar la liberación de LH, pueden ser responsables de la liberación 

diferencial del LH y FSH hipofisiaria (Ortega, 2006).  

 

La INHA disminuye el número de receptores de GnRH en las células de la 

pituitaria en cultivo, y por tanto los receptores de GnRH in vivo (Wang et al., 1991). 

Se ha establecido que la inhibina, ejerce su acción compitiendo con activina 

(compuesta de dos subunidades β) por los receptores ActII y ActI a través de los 

cuales se translocan al núcleo estimulando la transcripción de FSH. Sin embargo, 

la proteína ligadora de inhibina (InhBP) producida en los gonadotropos, al unirse 

con la subunidad B, permite a la inhibina unirse con mayor afinidad por los 

receptores tipo ActI. Por otro lado, los betaglicanos le permiten a la subunidad  

de la inhibina ligarse con mayor afinidad a los receptores Act II (Risbridger et al., 

2001). Esta observaciones sugieren que la subunidad , pero no la subunidad β, 

puede ser usada como inmunógenos para neutralizar ambas formas de inhibina.  

El estudio del control de la inhibina sobre la secreción de FSH y la foliculogénesis 

inicialmente se hizo a partir de la administración de preparaciones de fluido 

folicular (FF) como fuente no purificada de inhibina en ovinos, porcinos y bovinos 

en estudios in vitro e in vivo (Robertson et al., 1985; Forage et al., 1986¸ de 

Kretser y Robertson, 1989). Posteriormente otros métodos incluyeron la síntesis 

de péptidos sintéticos corto de las regiones carboxilo y amino terminal del péptido 
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inhibina. A la par se fue desarrollando la inhibina recombinante usando vectores 

de expresión en los cuales se insertan fragmentos del propéptido, así como del 

péptido maduro de inhibina. Recientemente, se ha estado trabajando con el 

desarrollo de vacunas de ADN contra inhibina en los cuales se han clonado 

fragmentos del péptido maduro. Todos estos esfuerzos han producido resultados 

en mayor o menor proporción, a fin de lograr incrementar eficientemente la tasa de 

ovulación de manera biológica y económica. 

2.4.1. Inmunización con fluido folicular purificados conteniendo inhibina.  

El desarrollo folicular y el número de folículos en el ovario están controlados por 

las concentraciones de FSH y por factores intra-ováricos. La inhibina es una 

hormona que selectivamente inhibe la secreción de hormona FSH de la glándula 

pituitaria (Fabre et al. 2006; Bernard et al. 2001). En 1930 se tenía noción como 

una sustancia inhibidora no esteroidea gonadal pero la identificación se logró 50 

años más tarde (Bernard, et al. 2001). La Inhibina fue purificada del líquido 

folicular bovino y porcino, encontrando dos formas que resultan del ensamble 

dimérico de una subunidad A (I8 kDa) y una subunidades B (A y B, 

aproximadamente 14 kDa) (Robertson et al., 1985). La Inhibina es un dímero con 

una de varias subunidades beta, designados A, B, C, D y E y una subunidad de 

Alfa única. Las isoformas predominantes, Inhibina A e Inhibina B, están 

compuestas por la subunidad A o B de la subunidad beta (Pangas y Woodruff, 

2000). 

 

El uso de inhibina purificada a partir de fluido folicular ha confirmado sus efectos 

en células de la pituitaria en cultivo (Robertson, 1985). Los estudios a partir de 

purificados foliculares demostraron dos mecanismos de acción de la inhibina sobre 

la secreción de FSH: 

1. A bajas concentraciones, la inhibina suprime rápidamente la liberación y 

síntesis de FSH 

2. A altas concentraciones, el contenido celular de FSH y LH es afectado por 

la degradación intracelular producto de su almacenamiento. 
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A partir de preparaciones no purificadas de inhibina, se ha demostrado que la 

inhibina deprime el estímulo de GnRH sobre la liberación de FSH y LH, lo cual se 

atribuye a las observaciones de que la inhibina disminuye el número de receptores 

de GnRH en las células de la pituitaria en cultivo (Wang et al., 1991 a, b), y por 

tanto los receptores de GnRH in vivo, por algún mecanismo similar. 

 

2.4.2. Péptidos sintéticos. 

Los péptidos sintéticos son producidos a partir de secuencias cortas N-terminal de 

la subunidad  de la inhibina bovina, porcina, ovina y humana, conjugada con 

proteínas capaces de mejorar la respuesta inmune con muy buenas respuestas en 

el incremento en los niveles de FSH y la tasa ovulatoria (entre 150 y 330%) en 

ovejas y cabras (Wrathal et al., 1992; Tannetta et al., 1998; D’Alessandro et al., 

1999; Medan et al., 2003), vacas (Glencross et al., 1994; Morris et al., 1995; 

Medan et al., 2006), cerdas (King et al., 1993), entre otros.  

 

Se han conducido varios trabajos para evaluar su efecto sobre la tasa ovulatoria 

en animales domésticos. Wrathal et al. (1992) generaron respuesta inmune 

específica mediante un péptido sintético a partir de la secuencia N-terminal 1-29 

de la subunidad  de inhibina bovina (bI(1-29)-Tyr30), la cual fue conjugada con 

un derivado proteico purificado de tuberculina (PPD) usando glutaraldehído como 

agente de acoplamiento. Con el inmunógeno preparado se realizó inmunización 

activa en ovejas Romney. El grupo 1 (n=20) fue inmunizado con 400 μg de bI(1-

29)-Tyr30 y el conjugado emulsificado PPD en 2 ml de adyuvante de Freud, 

posteriormente a los 5 y 8 semanas recibieron 200 μg  del conjugado por oveja. El 

grupo 2 sirvió como control portador y fue inmunizado primeramente con 300 μg 

de PPD, y en la semana 5 y 8 recibieron 150 μg. Finalmente el grupo 3 sirvió como 

control no inmunizado. Tres semanas después de la segunda inmunización se 

sincronizó el estro con esponjas intravaginales por 9 días. Doce días después de 

retiradas las esponjas se evaluó la tasa de ovulación por laparoscopia. Se tomaron 

muestras de sangre una vez a la semana dos semanas antes de la primera 

inmunización y hasta el día que se realizó la laparoscopia. Adicionalmente, 5 días 
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posterior a la laparoscopia, se tomaron 7 ovejas inmunizadas y 7 de las control (4 

PPD inmunizadas, y 3 no inmunizadas), se evaluaron las concentraciones de FSH 

y LH a intervalo de 2 h por 84 h. Los resultados de este trabajo se resumen a 

continuación. 

1. Las ovejas que fueron inmunizadas con un péptido sintético 

correspondiente a la subunidad  N-terminal del bI(1-29)-Tyr30 producen 

anticuerpos que corresponden a la inhibina bovina. 

2. La inmunización activa contra inhibina con un fragmento sintético produjo 

ovulaciones en dos tantos comparadas con las testigos. 

3. Grencross et al. (1994) realizaron inmunización activa contra inhibina en 

vaquillas con un péptido sintético a partir de la secuencia N-terminal 1-29 

de la subunidad  de inhibina bovina (bI(1-29)-Tyr30) conjugada a 

albumina.  

Por otra parte, Medan et al. (2006) Inmunizaron vacas contra inhibina durante el 

ciclo estral con un péptido sintético a partir de la secuencia N-terminal 1-26 de la 

subunidad  de inhibina porcina (pI(1-26)) conjugada a albumina sérica de 

conejo administrada a razón de 1 mg del péptido conjugado en adyuvate de Freud 

como inmunización primaria y posteriormente 4 repeticiones con la mitad de la 

dosis a los 49, 98, 147 y 238 días posterior a la primera, con resultados 

interesantes. Sin embargo, su disponibilidad es limitada debido a que la respuesta 

es variable y deben ser sintetizados artificialmente. 

2.4.3. Inhibina recombinante 

Otra alternativa exitosa ha sido la generación de inhibina como proteína 

recombinante a través de la clonación de fragmentos cortos N-terminal o la 

secuencia completa del péptido maduro (165-300 aa) de la subunidad  de 

inhibina en vectores de expresión. Los resultados muestran incrementos en los 

niveles de FSH y tasa de ovulación de 135 a 300% en ovinos (Forage et al., 1987; 

Padilla et al., 2007), bovinos (Medan et al., 2004) y porcinos (Brown et al., 1990).  
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Forage et al. (1987) produjeron un inmunógeno a partir de la fracción de los aa 

165 a 300 de la subunidad 43 de la inhibina con una extensión amino terminal de 

20 aa derivado de la proteína β-galactosidasa de E. coli. El inmunógeno fue 

conjugado con hemocianina (KLH) por el método de glutaraldehído. Se trataron 

cuatro grupos de ovejas, tratados en el día 1, 21 y 50 con adyuvante de Freud, y a 

los grupos 2 y 3 en el día 93 con 100 μg de b no conjugada o conjugada con KLH 

en adyuvante. Se sincronizaron estros con esponja a partir del día 105 y se 

retiraron el día 115. Se tomaron muestras de plasma el día 115 para determinar la 

respuesta a la inmunización con b por ELISA. Los resultados de resumen a 

continuación. 

 

1. El inmunógeno producido partir de la fracción de la subunidad  de la 

inhibina bovina por métodos de DNA recombinante en E. coli incrementó la 

tasa de ovulación en un 300%. 

2. La respuesta inmunogénica en términos de capacidad de ligamiento a 

inhibina sugieren que el epítope presentado en la proteína b recombinante 

es similar a la forma nativa de inhibina. La extensión amino terminal de 22 

aminoácidos no perjudica la presentación de los epítopes. 

En otro estudio, Medan et al. (2004), inmunización activa contra inhibina en vacas 

durante el ciclo estral a partir de la fracción de los aa 165 a 300 de la subunidad 

43 de la inhibina producida en E. coli por el método de DNA recombinante 

(Forage et al., 1987). La dosis fue de 1 ml del inmunógeno (125 μg ml-1) como 

inmunización primaria y posteriormente 2 repeticiones en los días 9 de cada ciclo 

estral a partir del segundo ciclo logrando incrementar la tasa de ovulación en 

250%. 

La respuesta a la inmunización contra la inhibina en ratas, bovinos, porcinos, 

ovinos, cabras, yeguas entre otros, han logrado, incrementando significativamente 

los niveles de FSH y la tasa de ovulación. Debido a la naturaleza de la síntesis del 

péptido recombinante su forma biológica se asemeja más a la nativa, pero no 
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adquiere la estructura conformacional postraduccional (Mao et al., 2003), lo cual 

limita la aplicación de la inhibina como inmunógeno.  

2.5. Vacunas de ADN para inmunización contra INHA 

Actualmente las vacunas de ADN son producidas como estrategias en 

inmunoterapia específica en tratamientos de diversas enfermedades (Bonura y 

Colombo, 2011; Lee et al., 2011), para dirigir respuestas inmune contra 

componentes proteicos de agentes infecciosos (Lodmell et al., 2000; Perrin et al., 

2000) o péptidos como el fragmento 1-32 del péptido maduro de inhibina (Han et 

al., 2008). Las vacunas de ADN son relativamente fáciles de producir con la 

capacidad de producir una fuerte respuesta inmune humoral y celular (Garmory et 

al., 2005).  

La inhibina porcina muestra alta similitud física y química con la humana, bovina y 

ovina (de Kretser y Robertson., 1989), lo cual hace factible su uso entre especies. 

Una limitante en la inducción de inmunidad contra la inhibina, es el hecho que es 

muy conservada y poco inmunogénica. Para incrementar la inmunogenicidad del 

fragmento (165-300) de la cadena  de inhibina, se puede emplear la adición de 

determinantes antigénicos (epitopos) del toxoide tetánico los cuales no son 

tóxicos, pero inducen una alta inmunogenicidad, estimulando la activación de 

linfocitos Th promiscuos que ayudan la respuesta humoral antígeno específica 

(Valmori et al., 1992; Williams et al., 2008). 

El empleo de una vacuna de ADN que expresa la secuencia de los primeros 32 

aminoácidos del péptido maduro de INHA produjo un 42% de individuos con títulos 

de anticuerpos contra inhibina y 39% de partos gemelares, con respecto al control 

(Han et al., 2008), lo cual posiblemente se debió a que no se uso la secuencia 

completa (165-300) del péptido maduro limitando la respuesta inmune, y con ello 

los niveles de FSH y tasa de ovulación. 

 

 

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



17 

 

2.6. Métodos de medición de anticuerpos contra inhibina.  

Inicialmente las primeras investigaciones con inhibina se llevaron a cabo con un 

radioinmunoensayo denominado ensayo Monash, con el cual se pretendió medir la 

subunidad-; sin embargo, se tenían reacciones cruzadas con todas las otras 

formas diméricas de inhibina (Phillips, 2005). Con el desarrollo de los ensayos 

basados en ELISA se obtuvieron resultados más precisos para diferenciar las 

inhibinas de las activinas y folistatinas en humanos, primates, roedores y 

rumiantes por lo cual el Monash cayó en desuso (Evans y Groome, 2002; Phillips, 

2005). Más tarde para la medición de la inhibina A y B en ovejas se desarrolló una 

ELISA denominada anticuerpos Groome (Knight et al., 1998; McNelly et al. 2002). 

Actualmente se usa el ELISA basado en antisueros policlonales para INHA 

(Kaneko et al., 2002). 

 

2.7. Método de colecta de embriones 

La colección de embriones se realiza del día 6 al 7 después de la aparición del 

servicio de monta en ovinos, por medio de lavados de los cuernos uterinos. La 

colección de embriones se puede ejecutar por distintos métodos: laparotomía y 

laparoscopía (Pliego, 2005). Los embriones se recogen mediante “lavados 

sucesivos” de los cuernos uterinos.  

 

La laparotomía involucra exteriorizar el tracto reproductivo del animal para 

proceder con un lavado de los cuernos uterinos y oviducto que puede ser en 

sentido retrógrado o anterógrado. Los embriones se recolectan mediante lavados 

de los cuernos uterinos. Para ello se inyecta una solución fisiológica en uno y otro 

extremo de los cuernos uterinos. El flujo creado por la inyección de esta solución 

empuja los embriones al extremo opuesto del cuerno uterino, donde se recolectan 

mediante un catéter. La recolección de embriones se realiza en general al sexto o 

séptimo día después del inicio del celo (Stockebrand, 2003). 

 

Para llevar a cabo la transferencia mediante la ayuda de un laparoscopio, se 

coloca a la receptora en decúbito dorsal en una mesa con diferentes posiciones, y 
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se inclina con el fin de que la cabeza quede hacia abajo en un ángulo aproximado 

de 45 grados. De esta manera el útero queda al descubierto y por lo tanto su 

localización con el laparoscopio es más fácil. Antes de localizar el útero y los 

ovarios para su revisión, se insufla la cavidad abdominal con aire a través de una 

aguja de Veress, para posteriormente hacer dos incisiones en la pared abdominal, 

aproximadamente a 4cm de la línea media y 10 cm anteriores a la ubre. Por una 

de estas incisiones se inserta un trocar con una cánula de 5mm de diámetro por 

donde se introduce el laparoscopio y se localiza el ovario con el cuerpo lúteo mas 

desarrollado, y por otra cánula de 10mm de diámetro se introducen unas pinzas 

con las que se retrae el cuerno uterino ipsilateral al cuerpo lúteo. En el cuerno 

uterino seleccionado se hace una pequeña punción y se transfieren los embriones, 

previamente cargados en una punta para pipeta o en un catéter, al ser empujados 

a la luz uterina por medio de una jeringa insulinica. Finalmente se regresa el 

cuerno a la cavidad abdominal y se suturan las incisiones (Mejía, 2001). 

 

2.8. Elección de donantes 

Una hembra siempre debe ser examinada para determinar su estado de salud 

general y reproductiva, antes de ser considerado como donante (Stringfellow Y 

Siedel 2000). 

La elección de donantes se considera desde el punto de vista del mejoramiento 

genético, basados en índices de producción y de pedigrí. Es preferible trabajar con 

animales muy jóvenes para reducir el intervalo generacional, pero las ovejas de 

edades intermedias constituyen una fuente más apropiada por la mejor calidad de 

los embriones recolectados. Esta selección debe realizarse observando 

parámetros genéticos, clínicos reproductivos, zootécnicos y sanitarios del animal. 

 

2.9. Evaluación de embriones  

Todos los embriones que serán posteriormente transferidos deben ser evaluados 

morfológicamente en un microscopio estereoscópico, clasificándose de acuerdo a 

su grado de desarrollo y calidad. De manera estricta se consideran como 

embriones transferibles, aquellos con un grado de desarrollo que corresponda al 
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día en que son recolectados y con una calidad excelente o buena y regular. Los 

embriones de calidad pobre o degenerados son considerados como no 

transferibles. Sin embargo, la transferencia de embriones aun con cierta 

degeneración origina el nacimiento de crías viables, por lo que de manera práctica 

es conveniente transferir todos los embriones que sean recolectados, poniendo 

más atención en el grado de desarrollo que en la calidad (Mejía, 2011). 

 

2.10. Transferencia de embriones  

La transferencia de embriones inicia como la posibilidad de utilizar, en gran escala, 

el potencial genético de las hembras de diferentes especies. La transferencia de 

embriones inicio experimentalmente en los ovinos y caprinos desde 1932, pero no 

es sino a partir de 1970 cuando se utiliza a nivel comercial, siendo países pioneros 

Inglaterra y Estados Unidos y posteriormente Australia, Nueva Zelanda, Francia, 

Sudáfrica y Canadá.  

El principio fundamental se basa en la recolección de los embriones de una 

hembra “donadora” y su transplante a las hembras “receptoras”, en las cuales se 

establece y desarrolla la gestación. Por tanto, los animales obtenidos por 

transferencia, son portadores del 50% de los genes presentes en el semen del 

padre.  

El objetivo productivo principal deberá ser el incremento en el número de crías 

nacidas de hembras y machos genéticamente superiores (Mejía, 2001). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Ubicación geográfica 

El estudio se llevó a cabo en la posta de producción en la División Académica de 

Ciencias Agropecuarias, UJAT localizada en la Ranchería Huasteca 2ª sección, 

km 25 carretera Villahermosa, Teapa. 

3.2. Animales y manejo 

Se emplearon 40 ovejas de pelo (Pelibuey PB, n=20 y Black Belly BB, n=20) 

nulíparas de 12 meses de edad, condición corporal (CC) de 3.0 y 25 kg de peso 

corporal promedio, provenientes del rebaños comerciales y de la División 

Académica de Ciencias Agropecuarias. Las ovejas fueron mantenidas en 

corraletas de piso elevado, alimentadas con 1 kg de alimento comercial 

conteniendo 13% de proteína cruda (PC) y 2.6 Mcal kg-1 de energía metabolizable 

(EM), pasto verde y agua a libertad. 

3.3. Construcción de vacunas en pCINeo y purificación del plásmido 

Se experimentó con tres construcciones de vacunas de ADN, previamente 

elaborada a partir del fragmento amplificado por PCR de ADN genómico usando 

iniciadores conteniendo los epitopos del toxoide tetánico P2 y P30, y los sitios de 

corte XbaI (Figura 2). El fragmento de INHA fue inicialmente clonado al vector 

pGEM-T y transformado en bacterias competentes E. coli DH-5, cuyo ADN fue 

purificado y digerido con enzima de restricción XbaI. Finalmente el fragmento de 

ADN liberado de cada una de las construcciones fue clonado al vector de 

expresión pCINeo y transformado en bacterias competentes E. coli DH-5.  

 

Figura 2. Esquema de construcciones de vacunas de ADN expresando la cadena 

 de inhibina (165-300) con los epitopos del toxoide tetánico P2 y P30. 

COOH 
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3.4. Diseño de Tratamientos  

Para asegurar que las ovejas estuvieran en actividad cíclica se introdujo un 

dispositivo intravaginales CIDR conteniendo 0.3 g de progesterona (Pfizer®) por 

12 días (figura3). Las ovejas fueron asignadas aleatoriamente a uno de cuatro 

grupos, para recibir I.M. una inmunización inicial con 100 μg del plásmido pCINeo 

purificado de INHA1 (n=10), INHA2 (n=10), INHA3 (n=10), y 1 mL de solución 

buferada fosfatada (PBS) (Control, n=10). Se aplicaron dos refuerzos a intervalos 

de 20 días con las mismas dosis de la primera inmunización. Las ovejas se 

monitorearon dos veces al día para detectar estro usando un macho con mandil.  

Diez días posterior al segundo refuerzo, se sincronizó el estro de las ovejas 

mediante dispositivo intravaginal (CIDR-G) el cual fue removido 12 días después a 

las 0600 h, y se aplicó I.M. a cada oveja 100 UI de gonadotropina coriónica equina 

(eCG; Figura 3).  

Posterior al retiro de la esponja, se monitoreo la presentación de estros en las 

ovejas dos veces al día (a.m. y p.m.) con un carnero fértil previamente evaluado, y 

se dio monta (Figura 3). Se registró la fecha y hora de inicio del celo, y de 

terminación del mismo. 

Figura 3. Calendario de manejo reproductivo de ovejas e inmunización contra 
Inhibina 
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3.5. Determinación de anticuerpos por ELISA 

A fin de cuantificar la respuesta inmune de las vacunas experimentales contra 

inhibina, de cada oveja en cada tratamiento se tomó una muestra de 4 mL de 

sangre en tubos vacutainer cada 14 días el día de la primera inmunización y los 

días del primer y segundo refuerzo y 14 días posterior al segundo refuerzo 

Previamente para la cuantificación de anticuerpos in vitro se inocularon y 

cultivaron células de mamífero a fin de obtener el antígeno del péptico maduro de 

la inhibina recombinante, la cual fue posteriormente purificado mediante una 

columna de afinidad. La determinación de anticuerpos se realizó en el Laboratorio 

de Genética Molecular de la FMVZ de la UNAM mediante la prueba de ELISA 

doble seriada desde diluciones de 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:60, 1:320.  

El procedimiento empleado se describe a continuación: 

 

Prueba de ELISA 

1. Sensibilizar una placa (Maxisorb, Nunc, No catalogo 442404) con el antígeno  

a probar a una dilución que va de 1:100 a 1:400 (de acuerdo a la titulación 

previa del antígeno) en buffer de carbonatos 1X, colocando 100 μL de de 

esta dilución por pozo. 

2. Dejar incubando a 4ºC toda la noche. 

3. Pasado el tiempo de incubación lavar la placa (300ul/pozo) por 5 minutos, 4 

veces con buffer de lavado 1X. 

4. Bloquear la placa por 1 hora a 37ºC colocando a cada pozo 100 μL de buffer 

de bloqueo. 

5. Lavar la placa (300ul/pozo) por 5 minutos, 4 veces con buffer de lavado 1X. 

6. Diluir el suero en buffer de bloqueo (1:10) y colocar 100 μL/ pozo. Para esto se 

puede agregar a cada pozo 90 μl de solución de bloqueo y después 10 μl del 

suero problema. 

7. Incubar la placa por 1 hora a 37ºC. 

8. Repetir el paso 2 de lavado. 
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9. Incubar con el 2° anticuerpo (anti-IgG de la especie adecuada) acoplado a 

peroxidasa (HRP) diluyendo en buffer de bloqueo (1:1000 hasta 1:5,000) por 

1 hora a 37 ºC 

10. Repetir el paso 2 de lavado. 

11. Colocar 100 μl/pozo de solución reveladora y esperar aproximadamente 5 

minutos e inmediatamente parar la reacción con 50 μL a cada pozo de 

solución de frenado y leer a 590 nm en un lector de ELISA. Es posible no 

parar la reacción y leer a 450 nm. 

La calidad del revelado se evalúo con la prueba de máxima densidad óptica 

(MDO), realizándolo de la siguiente manera: Se colocaron 100 microlitros de la 

solución reveladora en las 8 filas de la placa por duplicado. Se agregó 100 

microlitros de la solución de segundo anticuerpo a una dilución de 1:1500 

realizando diluciones dobles seriadas. 

Soluciones y materiales para prueba de ELISA 

 

 Buffer de carbonatos 1X; carbonato de sodio 0.1 M, bicarbonato de sodio 0.1 
M, pH 9.6 

 Buffer de lavado 10X; cloruro de sodio 1.25 M, 250 mM tris-HCl pH 7.9, 
Tween- 20 1% 

 Buffer de bloqueo 1X; leche descremada 2%, en Buffer de lavado 1X 

 Solución reveladora; Preparar ácido citrico 0.1 M pH 4.5 y citrato de sodio 
0.1 M pH 4.5. Por placa se mezclan 5 mL del ácido citrico 0.1M y 5 mL de 
citrato de sodio 0.1M, se agregan 200µl de una solución de 5 μg de orto-
fenilen-diamina (OPD), 20 μL de peróxido de hidrogeno al 30%. 

 Solución de frenado; ácido sulfúrico 2N 

 Vial con 5 ug de OPD (o-phenylendiamine dihydrochloride). vial de 200µl 
por 10ml/placa. 

 2° Anticuerpo. Anti IgG de la especie adecuada acoplado a peroxidasa. 

 Suero control positivo y suero control negativo. 
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Interpretación 

Se calculó la densidad óptica de corte de positivos y negativos que 

corresponde entre el 47% y 52% (DO47 y DO52) de unión mediante las siguientes 

fórmulas:  

 

DO47 = (0.53 x DO CN) + (0.47 x DO CP) 

DO52 = (0.48 x DO CN)+ (0.52 x DO CP) 

 

Donde DO CN fue el promedio de densidades ópticas del duplicado del suero 

control negativo y DO CP fue el promedio de densidades ópticas para el duplicado 

del suero control positivo. 

 

Toda muestra con valor de DO inferior al valor obtenido para DO47 es 

considerada negativa. Toda muestra con DO superior al valor DO52 es 

considerada positiva. Las muestras que resultaron con valor de DO entre DO47 y 

DO52 se consideraron sospechosas y para lo cual se repitió la prueba. 

 

Anticuerpo acoplado peroxidasa anti IgG conejo Cabra SIGMA Cat. A-0545 1ml 

Anti-rabbit IgG (whole molecule)- peroxidase, antibody produced in goat. 

 

Anticuerpo acoplado a peroxidasa anti IgG Cerdo cabra Cat. Jackson Immuno 

Research Laboratories 114-035-003 2ml Peroxidase-conjugated affini Pure goat 

anti-swine IgG (H+L) 

 

OPD (o-phenylendiamine dihydrochloride) Cat. SIGMA P1526-10G 

 

3.6. Determinación de la tasa de ovulación, número y calidad de 

embriones 

Para cada grupo experimental se evaluó la tasa de ovulación 7 días después al 

estro por laparotomía media ventral mediante el conteo del número de CL en cada 

ovario. Posteriormente se procedió a colectar los embriones lavando los cuernos 
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uterinos de acuerdo a la metodología propuesta por Jacinto et al., (2011). Los 

embriones fueron evaluados con base a su grado de desarrollo y calidad de 

acuerdo al manual de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones 

(Stringfellow y Siedel, 2000). 

 

3.7. Variable a evaluar y análisis estadístico 

La interpretación y conversión de lecturas de densidades ópticas para la 

cuantificación de niveles de anticuerpos por ELISA se realizó en una hoja de Excel 

y los resultados finales se presentan a través de estadística descriptiva 

Las variables para evaluar la conducta estral incluyeron número y porcentaje de 

ovejas en estro, duración del estro y tiempo de retiro a la presentación del estro 

(h). Las variables relacionadas a la respuesta ovárica son la tasa de ovulación 

determinada a través del conteo de CL´s. La calidad de embriones se evaluó a 

través del grado de desarrollo embrionario, calidad de los embriones y número de 

embriones recolectados por oveja. 

Las variables de respuesta continuas fueron evaluadas mediante ANOVA bajo un 

modelo mixto mediante el procedimiento Mixed de SAS (SAS, 1999 V8), donde se 

consideraran los efectos fijos de tratamiento, raza y el efecto aleatorio oveja dentro 

de raza. Los valores fueron considerados estadísticamente diferentes con un alfa 

≤0.05. Las variables categóricas tales como los porcentajes fueron evaluadas 

mediante una prueba exacta de Fisher. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Determinación de anticuerpos contra INHA  

De acuerdo a las pruebas de ELISA realizadas, no se encontraron títulos de 

anticuerpos contra inhibina en las ovejas inoculadas con las vacunas de ADN 

contra inhibina con las construcciones de INHA 1 e INHA 2 cuyas lecturas fueron 

similares a las de las ovejas inoculadas con el vehículo solución buferada 

fosfatada PBS (Control), pero estos tres grupos las lecturas fueron diferentes al 

suero de oveja usado como control positivo (Cuadro 1). En el caso de la vacuna 

INHA 3 no fue posible correr los ensayos correspondientes. 

Cuadro1. Títulos de anticuerpos en ovejas inmunizadas contra inhibina en 

diluciones dobles seriadas, utilizando como antígeno inhibina recombinante.  

Tratamiento Diluciones 

1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 

Control 

positivo 0.556 0.533 0.504 0.483 0.378 0.284 

Control 

negativo 
0.092 0.094 0.084 0.073 0.067 0.056 

INHA 1 0.098 0.091 0.078 0.067 0.059 0.060 

INHA 2 0.097 0.083 0.073 0.065 0.058 0.058 

 

4.2. Conducta estral 

De acuerdo a los resultados obtenidos, la respuesta a la sincronización del estro 

fue del 100% en las ovejas del grupo control y las tratadas con las vacunas de 

ADN contra inhibina de los grupos INHA 1 e INHA 3, pero no en el grupo INHA 2 

(9/10; Cuadro 2). 
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El tiempo del retiro a la presentación del estro entre las ovejas del grupo control y 

las tratadas con vacunas de ADN contra INHA fue similar P=0.29; (Cuadro 2). Sin 

embargo la duración del estro fue significativamente más largo (P=0.0001) en las 

ovejas del grupo INHA 3 en comparación con las ovejas de los otros grupos de 

INHA y las del control (Cuadro 2). 

En la distribución de la presentación de estros en las ovejas evaluadas a las 48, 

fueron similares entre los grupos control y las de vacuna contra INHA (Cuadro 3), 

pero diferentes a las 24 y >48 h (P<0.05) entre las ovejas del grupo INHA 3 en 

comparación con las ovejas control y de los grupos INHA 1 y 2 (Cuadro 2). En 

términos generales un 46.15 % de las ovejas presentaron estro a las 24 h, un 

38.46% a las 48 hrs y el 15.38% restante a >48 h.  

4.3. Tasa de ovulación, desarrollo y calidad embrionaria 

De las ovejas en estro, el 100% de las ovejas en todos los grupos registraron 

ovulaciones. Sin embargo, ninguna de las ovejas en el grupo control o tratadas 

con la vacuna de ADN contra INHA fueron superovuladas (Cuadro 2). 

La tasa de ovulación cuantificada a través del número de CL´s fue similar entre en 

las ovejas tratadas con las vacunas de ADN contra INHA 1, INHA 2, INHA 3 y las 

del grupo control, con 1.5, 1.55, 1.4 y 1.6 CL por ovejas (Cuadro 2), 

respectivamente. 

No se observaron diferencias en cuanto al grado de desarrollo embrionario entre 

las ovejas tratadas con las vacunas contra INHA (P=0.76; Cuadro 4). La calidad 

de los embriones colectados de las ovejas tratadas con las vacunas de AD y 

control fueron similares (Cuadro 5). El grado de desarrollo de los embriones  en la 

categoría 5 fue del 44.12%, en la 6 del 44.12% y en la 7 del 14.7%, sin diferencias 

estadísticas entre grupos o tratamientos.  
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Cuadro 2. Media ± DE del inicio y duración del estro, y tasa ovulatoria en ovejas de pelo tratadas con una vacuna 
de ADN contra inhibina o FSH. 

Variables evaluadas Tratamientos P-value 

CONTROL INHA1 INHA2 INHA3 

Número de ovejas tratadas 10 10 10 10 - 

Tiempo Retiro - Estro (h) 26.70 ± 5.09 31.45 ± 5.09 26.75 ± 5.87 39.23 ± 5.09 0.29 

Duración del estro (h) 27.5 ± 2.29 27.7 ± 2.29 25.94 ± 2.43 68.99* ± 2.29 0.0001 

Número de ovejas en estro 10/10 10/10 9/10 10/10  

Numero de ovejas ovulando 10/10 10/10 9/10 10/10 - 

Número de ovejas superovuladas 0 (10) 0 (10) 0 (10) 0 (10) - 

Número de CL’s por oveja 1.60 ± 0.21 1.50 ± 0.21 1.55 ± 0.23 1.40 ± 0.21 0.92 

CC (1-5) 3.0 ± 0.11 3.2 ±0.11 2.9 ± 0.11 3.30 ± 0.11 0.07 

Peso (kg) 25.5 ± 1.05 25.5 ± 1.05 26.3 ± 1.05 28.3 ± 1.05 0.23 

CL´s = cuerpos lúteos; CC= Condición corporal. 
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Cuadro 3. Distribución del estro a las 24, 48 y >48 hrs pos retiro del CIDR 

Tratamiento Horas posterior al retiro Total 

24 h 48 h >48 h 

INHA 1 6/10a 4/10 a 0/10 a 10 

INHA 2 5/9 a 4/9 a 0/9 a 9 

INHA 3 1/10 b 3/10 a 6/10 b 10 

Control 6/1 a 4/10 a 0/10 a 10 

% Total 18 (46.15) 15 (38.46) 6 (15.38) 39 (100.00) 

a,b Literales diferentes dentro de hileras indica diferencias estadísticas 

significativas.(P>0.05) 

 

 

Cuadro 4. Grado de desarrollo de embriones de ovejas tratadas con vacunas 
de ADN contra INHA. 

Tratamiento *Grado de desarrollo Totales 

5 6 7 

CONTROL 4 3 1 8 

INHA 1 4 4 1 9 

INHA 2 3 3 2 8 

INHA 3 4 4 1 9 

Totales (%) 15(44.12) 14 (41.17) 5 (14.70) 34 (100.00) 

*5= Blastocisto temprano; 6= Blastocisto; 7= Blastocisto Expandido 
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Cuadro 5. Calidad de embriones de ovejas tratadas con vacunas de ADN 

contra INHA. 

 

Tratamiento *Escala de calidad Totales 

1 2 3 4 

CONTROL 5 3 0 0 8 (23.53) 

INHA 1 6 3 0 0 9 (26.47) 

INHA 2 5 3   8 (23.53) 

INHA 3 6 2 1  9 (26.47) 

Totales (%) 22 (64.71) 11 (32.35) 1 (2.94) 0 (0.00) 34 (100.00) 

*1=Embriones excelentes y buenos; 2= Embriones regulares;  
3= Embriones malos; 4= Degenerados. 
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5. DISCUSIÓN 

5.1. Determinación de anticuerpos contra INHA 

Como inhibina es una hormona glicoproteica (Lliteras et al., 2007), producida por 

las gónadas que regula selectivamente la secreción de la hormona folículo 

estimulante (FSH). Su acción en la hipófisis y el hipotálamo, reduce la secreción 

de los pulsos de GnRH (Lliteras et al., 2007) y desempeña un importante papel en 

la regulación intraovárica de la foliculogénesis. 

No se encontraron títulos de anticuerpos contra inhibina, lo cual lleva a corroborar 

que no se ajustó una respuesta inmune contra la misma. Por lo tanto, estos 

resultados también explican la falta de efectividad de las vacunas para 

incrementar niveles de FSH endógenos y permitir una ovulación múltiple en las 

ovejas tratadas (Cuadro1). 

A diferencia de los resultados encontrados objeto de éste trabajo, Wrathal et al. 

(1990) generaron respuesta inmune específica mediante un péptido sintético a 

partir de la secuencia N-terminal 1-29 de la subunidad  de inhibina bovina (bI(1-

29)-Tyr30), la cual fue conjugada con un derivado proteico purificado de 

tuberculina.  

Los autores señalados inmunizaron activamente ovejas Romney, un grupo (n=20) 

fue inmunizado con 400 μg de bI(1-29)-Tyr30 y el conjugado emulsificado PPD en 

2 ml de adyuvante de Freud, posteriormente a los 5 y 8 semanas recibieron 200 

μg  del conjugado por oveja. Un segundo sirvió como control portador y fue 

inmunizado primeramente con 300 μg de PPD, y en la semana 5 y 8 recibieron 

150 μg. Un tercer grupo sirvió como control no inmunizado. Los resultados del 

trabajo señalado evidenciaron producción de anticuerpos correspondientes a la 

subunidad  N-terminal del bI(1-29)-Tyr30 y produjo el doble de ovulaciones 

comparadas con las control. A diferencia de nuestros resultados se encontro que 

la vacuna produjo anticuerpos que corresponden a la inhibina bovina.  
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Por otra parte, Glencross et al. (1994) tambien realizaron inmunización activa 

contra inhibina en vaquillas con un péptido sintético a partir de la secuencia N-

terminal 1-29 de la subunidad  de inhibina bovina (bI(1-29)-Tyr30) conjugada a 

albumina y a diferencia de nuestros resultados lograron producir 22.9% de 

anticuerpos contra inhibina, con una tasa de ovulación de 1.58.  

También Medan et al. (2006) inmunizaron vacas contra inhibina durante el ciclo 

estral con un péptido sintético a partir de la secuencia N-terminal 1-26 de la 

subunidad  de inhibina porcina (pI (1-26)) conjugada a albumina sérica de 

conejo administrada a razón de 1 mg del péptido conjugado en adyuvate de Freud 

como inmunización primaria y posteriormente 4 repeticiones con la mitad de la 

dosis a los 49, 98, 147 y 238 días posterior a la primera, con resultados de 13.9% 

de títulos de anticuerpo contra inhibina.  

Han et al. 2008 evaluaron también una vacuna de ADN contra inhibina con base 

en una fracción del péptido sintético también encontró y lograron producir un 

46.7% de anticuerpo contra inhibina e incrementó en 39.2% los partos gemelares.  

En nuestro caso de acuerdo a las pruebas realizadas, no se encontraron títulos de 

anticuerpos contra inhibina en las ovejas tratadas con las vacunas ADN contra 

inhibina de las construcciones INHA1 e INHA 2 cuyas lecturas fueron similares con 

las de control (Cuadro 1). La dosis usada en nuestro estudio contrasta con las 

empleadas por estos autores con las dosis de 100 µg usada en nuestro estudio y 

con base en ello hipotetizamos que una razón de no respuesta en la producción 

de anticuerpos y tasa de ovulación radica en ello. 

5.2. Conducta estral 

La efectividad en la sincronización del estro registrado en nuestro trabajo, (cuadro 

2) fue similar al reportado por Uribe-Velázquez et al., (2008) usando CIDR durante 

un periodo de 12 días. También son similares a los reportados por Martínez et al. 

(2007) quienes reportaron un 100% en la sincronización de estros en ovejas 

Barbados barriga negra tratada con acetato de medroxiprogesterona y diferentes 

tiempos de aplicación de eCG. 
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La P4 natural contenida en el CIDR es liberada y absorbida por la mucosa vaginal 

de manera eficiente, lo cual incrementa los niveles en el plasma en las primeras 

12 horas a más de 9 ng dL-1 y durante el periodo de tratamiento a más de 4 ng dL-

1 (Perez-Luna et al., 2013), provocando un efecto de retroalimentación negativa 

sobre GnRH, LH y FSH controlando la ovulación y celo. Al momento de retiro del 

dispositivo los niveles de P4 caen abruptamente quitando un efecto de 

retroalimentación negativa sobre las gonadotropinas, provocando el reinicio de la 

actividad ovárica con la aparición de una nueva onda de crecimiento folicular y 

ovulación. Adicionalmente se ha encontrado que en ovejas tratadas con P4 y 

aplicación de eCG en dosis bajas presentan estros y ovulaciones más 

sincronizados (Dias et al., 2001; Evans, 2003; Liu et al., 2007) 

En cuanto al tiempo del retiro a la presentación del estro, los resultados obtenidos 

concuerdan parcialmente con los de Martínez et al. (2008) quienes reportan el 

84.4% de las ovejas en estro entre las 24 y 48 h después del retiro del CIDR, lo 

cual concuerda con los resultados encontrados en las ovejas inmunizadas contra 

INHA 1, INHA 2 y las control. 

Sin embargo, en cuanto las ovejas inoculadas con la vacuna contra INHA 3, la 

duración del estro duró alrededor de 30 horas más comparadas a la de los otros 

grupos. La distribución de los estros a las 24 y y >48 hrs también fue diferente 

entre los grupos evaluados siendo más tempranos y más uniformes en las ovejas 

de los grupos de vacuna de ADN contra INHA 1, INHA 2 y las control.  

5.3. Tasa de ovulación, desarrollo y calidad de embriones 

La tasa de ovulación en las ovejas inmunizadas con vacunas de ADN contra INHA 

1, INHA 2, INHA 3 y control, (Cuadro 2). Estos resultados son similares a las 

obtenidas bajo sincronización normal del estro las cuales oscilan entre 1.4 y 2.6 

según reportes de Rojas y Rodríguez (1997) en ovejas Blackbelly. En ese mismo 

trabajo, se encontró una relación importante de la tasa de ovulación con la CC. 

Donde ovejas de condición corporal de 3, registraron una TO de 2.64 ± 0.21 

comparadas contra otras con mejor o peor CC. 
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Se ha comprobado que una CC óptima está relacionada con aporte energético 

satisfactorio, lo cual garantizan el suministro de nutrientes a nivel celular (Cox et 

al., 1987), impactando el potencial reproductivo, especialmente sobre la secreción 

de gonadotropinas, la concentración plasmática de P4, la función ovárica, la 

calidad del ovocito y del embrión (Boland et al., 2000), así como la involución 

uterina y la tasa de concepción (Roche, 2006). 

La tasa de recuperación embrionaria total promedio fue del 57.5%, pero aun se 

considera ligeramente por debajo de la obtenida, comparada con las reportadas 

en otros estudios las cuales van de 69.3 hasta 85.5% (D’Alessandro et al., 2005). 

Se esperaba que los resultados de las vacunas de ADN contra INHA, las tres 

construcciones evaluadas, produjeran resultados de ovulaciones múltiples 

similares a los reportados por otros autores (Medan et al., 2003; Medan et al., 

2006; Padilla et al., 2007) en ovejas y cabras y otras especies domésticas.  

Sin embargo, los resultados obtenidos al no generarse anticuerpos contra inhibina 

y la falta de ovulación múltiple no avalan el funcionamiento de las vacunas, lo cual 

posiblemente se debió a la dosis de ADN empleada, ya que según Luna-Palomera 

(2011) refiere que en otros estudios las dosis iniciales son de hasta 600 μg. 

De acuerdo a Wheaton (1998) las vacunas tienen que ser capaces de neutralizar 

los efectos de la inhibina endógena para interrumpir el mecanismo de feed back 

negativo contra la FSH, lo cual resulta en incremento en los niveles de FSH en 

sangre, el número de folículos de mayor talla y por tanto de la tasa de ovulación 

en bovinos lo cual también concuerda con lo reportado por Lliteras et al. (2007). 

Por otra parte, Medan (2003) logró la inmunización contra INHA en cabras e indujo 

la superovulación, aumentó la secreción de FSH, siendo un método exógeno 

alternativo actual de protocolos de gonadotropina. 

Actualmente se comercializa péptidos recombinantes de inhibina humana 

(Creative BioMart; http://www.creativebiomart.net/symbolsearch_INHA.htm) con 

diferentes aplicaciones en la ciencia. Por lo tanto, de lograrse producir una vacuna 
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de ADN contra inhibina funcional, se podría usar en protocolos de superovulación 

en sustitución parcial o total de la FSH exógena, y en estudios de los mecanismos 

involucrados en el crecimiento ovulatorio. 

La clasificación embrionaria hecha de acuerdo al Manual de la IETS (Wright, 2000) 

permitió establecer que los embriones recolectados de las ovejas tratadas con 

INHA y las control, el 44.12% obtuvieron un GD (grado de desarrollo) de 5, el 

41.17% con GD 6 y 14.70% GD de 7. En cuanto a la calidad de los embriones las 

calificaciones obtenidas en las cuatro categorías (1 a 4) no indicaron diferencias. 

Los resultados encontrados fueron similares en cuanto a grado de desarrollo y 

calidad embriones a los reportados por Pliego Palacios (2005) quien reporta un 

87.3 en forma global con un porcentaje de embriones degenerados del 12.7%. 

Así de acuerdo a la clasificación de Wright (2000) los embriones tratados con 

INHA el 64.7% obtuvieron de categoría 1, el 32.35% con categoría 2, el 2.92% en 

la categoría 3. 

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



36 

 

 

6. CONCLUSIONES 

Ninguna de las construcciones o vacunas de ADN probadas lograron inducir  una 

respuesta inmune contra inhibina de acuerdo a los títulos de anticuerpos 

evaluados. 

La inmunización de las ovejas con las vacunas de ADN contra la inhibina con los 

epítopos P2 y P30 o ambos, no indujo la superovulación.  

A excepción de las ovejas inmunizadas con  la vacuna INHA 3, la conducta estral 

fue similar entre los grupos tratados. 

La calidad y  grado de desarrollo fue similar en ovejas tratadas con las vacunas de 

ADN contra INHA 1, 2, 3 y control. 
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