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RESUMEN

Parasevaluar la antigenicidad de una vacuna de ADN contra la cadena alfa de
Inhibina”(INHA), se inoculd IM a un grupo de ratones Balb/c (INHA, n=9) 100
microgramesy del plasmido de INHA, y 14 d después se inocul6 IM 100
microgramos~del péptido recombinante. El grupo control (n=8) recibié solucion
salina (SS). Se‘evaluo el tamafio de camada y los niveles de anticuerpo por
ELISA. La fertilidad de los ratones fue similar entre INHA (67%) y control (60%).
El tamafio de camada’en INHA (8.67) fue mayor (P<0.05) al control (4.33). Se
encontraron titulos de” anticuerpo en 2.89 veces (P<0.05) en ratones
inmunizados contra INHA .comparados con el control. Se encontré6 que la
vacuna de ADN contra INHA-escapaz de inducir inmunidad contra la cadena
alfa de INHA en ratones incrementando el tamafio de camada, sin un efecto
negativo aparente en la fertilidad. ‘Esta vacuna tiene la potencializacion para
incremento de la tasa de ovulacion y tamafio de camada en animales de

laboratorio, y podria tener el mismo efecto en animales domeésticos.

viii



1. INTRODUCCION

Los sprotocolos tradicionales de ovulacibn mdultiple (OM) y transferencia de
embriones (TE) en animales domésticos, incluyen el uso del factor liberador de
gonadotropinas (GnRH), o el empleo de la hormona foliculo estimulante (FSH),
gonadotropina “corionica humana (hCG) y gonadotropina corionica equina
(eCG) con respuestas ovéricas y calidad embrionaria satisfactorias (B6 et al.,
2008; Forcada et al., 2011). Sin embargo, estos tratamientos llegan a
representar mas del50% de los costos de produccién de un embrién (Bolivar et
al., 2008; Ruvuna et al:371992).

Un area de creciente interés es el desarrollo de métodos alternativos que
contribuyen a incrementar la;tasa ovulatoria en animales domésticos. Entre
ellos se encuentra el uso de factaeres que regulan la foliculogénesis, tal como la
inmunizacion contra la cadena_ alfa'deinhibina (INHA) (Mao et al., 2003; Han et
al., 2008), lo cual permitiria’ que-los niveles de FSH enddgenos se incrementen
induciendo ovulaciones multiples\(Sasakiget al. 2006; Han et al., 2014). Esto es
posible mediante la inmunizacion-activa administrando un antigeno especifico,
donde el individuo bajo experimentacién responde desarrollando una respuesta
humoral inmune (Tizar, 2009) contra la INHA, provecando el incremento en la
liberacién de FSH (Xia y Schneyer, 2010), lo que finalmente resulta en lo que

se conoce como superovulacion u ovulacion multiple.

Las vacunas de &cido desoxirribonucleico (ADN) sonpraoducidas como
estrategias en inmunoterapia especifica para tratamientoS) de diversas
enfermedades (Bonura y Colombo, 2011; Lee et al.,, 2011), para dirigir
inmunizacion activa contra componentes proteicos especificos desagentes
infecciosos (Lodmell et al., 2000; Perrin et al., 2000) o componentes proteicos
especificos en sistemas de regulacion endécrina (Han et al., 2008, Han et al.,
2014).

Los roedores son modelos para el estudio del bloqueo inmunolégico de
factores ligados a la fertilidad y existen antecedentes que incluyen el bloqueo

de secuencias especificas contra la INHA usando un péptido recombinante (32



aminoacidos (aa) con titulos de anticuerpo del 65% después del segundo
refuerzo (Han et al., 2008). De acuerdo a Han et al., (2008), la respuesta
reproductiva incluye el incremento en el niumero de foliculos y tamafio de

camada.

Recientemente en México se ha desarrollado una vacuna de ADN (péptido
maduro de INHA con 105 aa) para inducir una respuesta especifica contra
INHA e inducirsupéerovulacion en ovejas, pero aun sin resultados claros (Luna,
2013; Grimaldo, 20137 Tinal y Garcia, 2014).

La estrategia de inmunizacion prime boost basada en ADN de plasmido
recombinante surgié en los-afios 1990°s, como una metodologia segura para
inducir inmunidad en células B'y T, larga y duradera. Pudiendo utilizarse por las
vias nasal, subcutanea e intramuscular (Jackson et al., 2014), sin afectar el

ciclo estral normal.

Con la finalidad de mejorar-la respuesta inmune de la vacuna de ADN vy el
péptido recombinante de la INMHA modificada con los epitopos P2 y P30 de la
toxina tetanica desarrollada en Mexico, ens€l presente trabajo de investigacion
se propone usar un esquema de inmunizacion tipo prime-boost . Bajo este
esquema se espera inducir titulos de-anticuerpos y un efecto positivo sobre la

fertilidad y tamafio de camada en ratones.



2. HIPOTESIS

El‘'uso,de una vacuna de ADN y su antigeno recombinante, bajo un esquema
prime”boost, inducird la respuesta inmune contra la cadena alfa de INHA,
incrementando la actividad folicular, la tasa ovulatoria y el tamafio de camada

en ratones.



3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta inmune activa contra la INHA bajo un esquema prime

boost“empleando una vacuna de ADN y el antigeno recombinante de INHA,

sobre l@s sniveles de anticuerpos, el ciclo estral, fertilidad, tamafio y peso de

camada ensatones.

3.1 OBJETIVOS'ESPECIFICOS

Identificar las etapas del ciclo estral mediante fenotipos celulares vaginales
en ratones hembra inmunizados activamente mediante un esquema prime-

boost con vacunas de ADNvantigeno recombinante contra INHA.

Determinar los titulos de anticuerpos contra INHA, en ratones inmunizados
activamente mediante un~e€squema\prime-boost con vacunas de ADN vy

antigeno recombinante con la‘prueba de ELISA.

Evaluar la fertilidad, el tamafio y peso de la camada en ratones inmunizados
activamente mediante bajo un esquema prime-boost con vacunas de ADN y

antigeno recombinante contra INHA.



4. REVISION DE LITERATURA

El'desarrollo y evaluacion de sistemas de inmunizacion permiten modificar los
sistemas fisiolégicos de importancia en medicina veterinaria y produccion
animalsPara ellos actualmente hay disponible cepas y extirpes de ratones de
laboratorio,-que son usados en experimentacion con la finalidad de generar
conocimientosfisiologico del sistema en su estado natural. Esto aplica para
ejemplo algunas_shormonas y factores reguladores que intervienen en el
crecimiento folicular,sprocesos de ovulacion, la fisiologia y caracteristicas del
ciclo estral, asi como’ los factores y control neurolégico que influyen en la
fertilidad.

4.1 Cepas y estirpes de ratones de laboratorio

El ratdbn (Mus musculus) es upa de las especies animales mas empleadas en
investigaciones biomédicas (Olivares, 2015). Su amplia variabilidad genética ha
llevado a la produccién de varias=cepas, muchas de ellas empleadas en
experimentos de laboratorio (Cuadro 1)

Algunas caracteristicas lo hang/echo idoneo para tal fin, entre las cuales se

cuenta su prolificidad, lo cual permite-establecer grandes colonias.

Cuadro 1. Clasi‘i'mién t@némica
de los ratones (")

Phylum Chordata
Subphylum Craniata
Clase Mammalia
Subclase Theria
Infraclase Eutheria
Orden Rodentia
Suborden Miomorfa
Familia Muridae
Genero Mus
Especie Musculus

Olivares, 2015.



En base a esta caracteristica es usada en experimentos en genética,
embriologia y nutricién. Otras investigaciones mas se hacen en cancer con
cepas especializadas para tal fin. Otra caracteristica que favorece su empleo
como_smodelo es su facil manejo y alimentacién, lo cual lo hace

economigamente redituable (Olivares, 2015; Heldrich y Nicklas 2012).

Olivares (2015). menciona que entre las cepas de ratones mas empleadas se

pueden destacar:

a) Ratones Swiss y NMR1: estirpes utilizadas en farmacologia y

toxicologia.
b) Ratones BALB/c? cepa utilizada en la produccion de anticuerpos.

c) Ratones C57BL6, €3H: cepas consanguineas empleadas como base

(wild type) en lineas modificadas genéticamente.

d) Ratones inmunosuprimidost(Swiss +/nu y BALB/c A-nude): atimicos y
con un sistema inmunitario=deficiente. Esta propiedad les hace
susceptibles a cualquiéer_tipo decenfermedad de una manera natural o
inducida experimentalmente.” Se utilizan en inmunologia en estudios de
regulacion de la respuestai-inmunitaria, como modelos de deficiencia
linfocito de origen timico 40 en ‘la’_produccion de anticuerpos

monoclonales.

e) Ratones con mutaciones inducidas, animales transgénicos.

4.2. Fisiologia y caracteristicas del ciclo estral del raton

El ciclo estral del raton se define como el tiempo que transcurre entre un
periodo de celo y el comienzo del siguiente. Su duracion es variable, siendo en
las hembras de rata y ratdbn de cuatro a cinco dias. Intervienenslas mismas
hormonas y factores reguladores del crecimiento y ovulacion, y hormenas que
intervienen en la caracterizacion del ciclo estral (McLean et al., 2012),\como se
pueden observar en la Figura 1

Sin embargo, la identificacién de las etapas del ciclo estral del raton estan
relacionadas a caracteristicas en fenotipos celulares, las cuales se describen a

continuacion:



El proestro tiene una duracién de 12 horas, caracterizado por labios vulvares
ligeramente hinchados y vagina seca. Cuando se realiza frotis vaginal se
o] a gran cantidad de células epiteliales nucleadas y pocos leucocitos

(Figur )‘ En esta etapa puede ocurrir calor sexual (puede haber aceptacion

del maclﬁ‘
o

U
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Figura 1. Caracteristicas de la citologia vaginal y hormonas que intervie &gq
la regulacién del ciclo estral en ratones. Tomado de McLean et al., 2012. O

El estro tiene una duracién de 12 horas, caracterizado por labios vuIvareQ
hinchados y vagina seca. Cuando se realiza frotis vaginal se observa gran

cantidad de células epiteliales queratinizadas (placas o escamas cornificadas



sin nucleo visible) y pocas células nucleadas (Figura 1). En esta etapa hay

calor sexual, hay aceptacién del macho con copula.

El metaestro tiene una duracion de 21 horas, caracterizado por labios vulvares
ligeramente hinchados y una masa caseinosa en la vagina. Cuando se realiza
un frotis“vaginal se observa buena cantidad de leucocitos y pocas células
epiteliales queratinizadas (Figura 1). En esta etapa hay ovulacion y no hay

calor sexual (no hay aceptacion del macho).

El diestro tiene uma .duracion de 65 horas, caracterizado por labios vulvares
normales (no hinchades o.engrosados) y mucosa vaginal humeda. Cuando se
realiza frotis vaginal se observa gran cantidad de leucocitos, pocas células
queratinizadas y a veces, algunas células nucleadas (Figura 1). En esta etapa

no hay aceptacion del macho'(De la Cruz Rosa et al., 1998).

4.3 Determinacion del ciclo estralVmediante citologia vaginal
La citologia vaginal, generalmente\en combinacion con analisis hormonales,

puede proporcionar informacién.valiosa a/cerca del estado del ciclo ovarico.

Para la evaluacién de la citologia..vaginalsse hace mediante la prueba de
Papanicolaou (Cowell et al., 2009), 1a.eual consiste en obtener muestras de las
células introduciendo un bastoncillo de‘jalgoddn” en la vagina en direccion
craneal. Cuando no hay descarga vaginal, el algodén«del bastoncillo se puede

humedecer con suero salino estéril para evitar molestias.

4.3.1 Toma de muestra. El bastoncillo se debe “dirigir en direccion
craneodorsal al entrar al vestibulo vaginal, para evitar lasfosa clitoriana; el
epitelio queratinizado, habitualmente presente en la fosa, podria conducir a una
interpretacion errénea. Una vez que se encuentra craneal al orificio uretral, se
raspa suavemente la pared vaginal. A continuacion se transfieren las'células a
una lamina portaobjetos, haciendo rodar suavemente el bastoncillo y ejerciendo
una presion minima, para evitar la rotura de las células (Latimer et al., 2005).
La preparacion se deja secar al aire antes de tefiirla. Las tinciones rapidas,

proporcionan un buen detalle morfolégico.

4.3.2 Ceélulas que se observan en el frotis. Las células que se encuentran el

frotis vaginal son las basales (de la capa mas profunda del epitelio
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estratificado) y estas son el origen de todos los tipos de células epiteliales
observadas en un frotis, se describen como células pequefias con nucleos

redondos y una relacion nucleo a citoplasma elevado.

Las Celdlas parabasales son células redondas pequefias, con nucleos
vesiculares .redondos y una pequefia cantidad de citoplasma y células
superficiales,«€stan son las mas grandes que se ven en el frotis vaginal, son
células muertas, ‘cuyos nuacleos se vuelven picnéticos (reduccion del tamafio
del ndcleo) y se ldesvanecen, generalmente progresando hacia formas
anuladas, su citoplasma es abundante, angular y plagado. El proceso de
degeneracion de las_«Celulas del epitelio escamoso estratificado, para
convertirse en células grandes, planas y muertas, se denomina cornificacion
(Latimer et al., 2005; Cowell-et al 2009).

4.4 Factores y control neuroendecrino que influyen la fertilidad del raton
La actividad reproductiva de los animales suele presentar un modelo ciclico
modulado por diversos factores tanto_externos (temperatura, disponibilidad de
alimento, entre otros) como internos (ritmes enddgenos, cantidad de vitelos a
depositar en los ovocitos, etc.). Esta. actividad reproductiva es regulada por el
sistema endocrino (Rodriguez, et alf; 2993). Otroe factor importante al reproducir
las ratas es el efecto Bruce que consisté en el blogueo de la prefiez en la etapa
previa a la implantacion si la hembra es expuesta‘a’un macho extrafio o a sus
feromonas. Si la hembra es separada del macho” con el que se apareo
inmediatamente después de la copula y después de 6 horas retorna con el
mismo macho, el bloqueo se produce como si se tratara dé un“macho extrafio
(Geréz etal., 2015).

Los preparativos para la crianza se inician tras recibir unas sefiales del medio
ambiente, que son transformados en sefiales endocrinas. Estas sefiales son
duracion e intensidad de luz (fotoperiodo) y a veces la temperatura; .vision,
sonido, olor del sexo opuesto, estado nutricional del animal, cortejoy. ‘el
despliegue de atenciones, entre otras. Estas circunstancias ambientales actlian
como estimulos exteroreceptivos que estimulan cierta transmisiébn nerviosa

hacia el hipotdlamo, el cual controla endocrinamente a la hipdfisis. Esta ultima



produce a su vez la FSH y LH, hormonas que regulan la funcidn ovérica y por

tanto la reproduccion (Rodriguez et al., 1993).

4.5 Funcién de la inhibina en el control de la tasa de ovulacion y fertilidad
El origen de las inhibina, activinas y otras proteinas relacionadas
estructuralmente como la hormona anti-Mdilleriana, las proteinas morfogénicas
de hueso (BMPs) y el factor de crecimiento y diferenciacion (TGF) se han
asignado a la\superfamilia del factor-B de crecimiento transformante (TGF-3)
(Chang et al., 2002; Hafez y Hafez 2002).

La activina e inhibina son_complejos de proteinas estrechamente relacionados
que tienen efectos biolégices casi opuestos; (Asashima M, et al. 1990) la
activina estimula la biosintésis y secrecion de FSH y participa en la regulacion
del ciclo estral. Las activinas,_de igual manera son homodimeros compuestos
por la subunidad BA (activina A), Jassubunidad BB (activina B) o heterodimeros
compuestos por la subunidad BA-y BB (activina AB). La inhibina es un
heterodimero consistente de/una subunidad a comudn, la cual puede estar
ligada a una subunidad BA (Inhibina A) 0”a una subunidad BB (inhibina B) a
través de puentes disulfuro (Miyamoto et al.; 1985; Mason et al., 1985). La
principal funcién de la inhibina A (INHA),es modular la produccion de FSH en la
pituitaria, la maduracion folicular y esteroidogénesis_ (Knight 1996; de Kretser et
al. 2002).

Esto es posible debido a que la INHA disminuye el ndmero de receptores de
GnRH en las células de la pituitaria (Wang et al., 1991). Se ha establecido que
la INHA, ejerce su accion compitiendo con la activina por lossfeceptores Actll y
Actl a través de los cuales se translocan al nucleo estimulando la transcripcion
de FSH. Sin embargo, la proteina 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 Actl. Por otro lado, los betaglicanos le
permiten a la subunidad a de la inhibina ligarse con mayor afinidad ‘a'loes

receptores Act Il (Risbridger et al., 2001).
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4.6 Efectos de lainmunizacién contra inhibina sobre la tasa de ovulacién

Seshan hecho diferentes esfuerzos para realizar la inmunizacion contra la
INHA, .utilizando péptidos sintéticos y recombinantes, asi como vacunas
contra ADN, todos ellos enfocados a lograr incrementar la tasa ovulatoria que
eventualmente podria mejorar la obtencion de ovocitos o en su caso de

embriones‘en los animales sometidos al efecto de esta tecnologia.

Estas observaciones muestran que la INHA es un regulador negativo de
sintesis de FSH y susinactivacion puede llevar a estados de superovulacion. A
continuacion se describen algunos resultados més relevantes obtenidos con los

diferentes tipos de inmun6genos desarrollados.

4.7.1 Péptidos sintéticos (Contra Inhibina. La estrategia de inactivacion
selectiva contra inhibina debera estar dirigida a la subunidad a, pero no la
subunidad B, de lo contrario se neutralizaria las dos forma de inhibina conocida
(de Krester et al., 2002). Esta’inactivacion, o bloqueo puede ser alcanzada por

medios inmunoldgicos.

Existen evidencias que la induccién-de, inmunidad contra la cadena alfa de la i
INHA lleva a un aumento en la folictlogénesis..Para esto se han empleado
inmundégenos desarrollados con base en péptidos sintéticos a partir de
secuencias cortas N-terminal de la subunidad a dela“inhibina bovina, porcina,
ovina y humana, conjugada con proteinas acarreadorasas que llevan a inducir

una respuesta inmune.

Estos esquemas reportan buenas respuestas en el incremento. en los niveles
de FSH y la tasa ovulatoria (entre 150 y 330%) en ovejas y cabras (Wrathall et
al., 1992; Tannetta et al., 1998; D’Alessandro et al., 1999; Medan“et al., 2003),
vacas (Glencross et al., 1994; Morris et al., 1993; Medan et al., 2006),«Cerdas
(King et al.,, 1993), entre otros; sin embargo, la disponibilidad de ‘péptidos
sintéticos es limitada, su sintesis es costosa y las respuestas inducidas son

muy variables.

4.7.2 Péptidos recombinantes. Otra alternativa exitosa ha sido la generacion

de INHA como proteina recombinante a través de la clonacién en vectores de
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expresion de fragmentos cortos N-terminal o la secuencia completa del péptido
maduro aminoacidos (aa) del 165 al 300 de la subunidad a de inhibina.
Experimentos de inmunizacibn con INHA recombinante, empleando
adyuvantes, han mostrado incrementos en los niveles de FSH y tasa de
ovulacion'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). La respuesta a la
inmunizaciéon contra la INHA en ratas, bovinos, porcinos, ovinos, cabras,
yeguas entre otros, han logrado, incrementos significativos en los niveles de
FSH y la tasa de”owulacién. En general, las proteinas recombinantes son
pobres inmundgenoSg~requiere repetidas inmunizaciones y el empleo de

adyuvantes.

4.7.3 Vacunas de ADN. Otro recurso de inmunizacion son las vacunas de ADN
que se han empleado en inmunoterapia especifica para dirigir respuestas
inmune contra antigenos de agentes infecciosos o células cancerosas (Lodmell
et al., 2000; Perrin et al., 2000; Bonura/y Colombo, 2011; Lee et al., 2011).
Estas vacunas consisten en plasmidos enslos cuales previamente se clonan
secuencias de genes, los cuales expresang€lantigenos de interés bajo el
control de un promotor constitutivo fuerte. Estos/plasmidos se inyectan a tejidos
y de alguna manera llegan al ndcleo celular en donde se expresan produciendo
el antigeno. Las vacunas de ADN son relativamenté faciles de producir con la
capacidad de inducir una fuerte y duradera respuesta inmune humoral y celular
(Garmory et al., 2005).

El empleo de una vacuna de ADN que expresa la secuencia de\los primeros 32
aa del péptido maduro de INHA produjo en ovejas un 42% de individuos con
titulos de anticuerpos contra INHA y 39% de partos gemelares, conespecto al
control (Han et al., 2008).

La produccion de anticuerpos permitiria usarlos bajo esquemas ~de
inmunizacion pasiva generando anticuerpos contra INHA. Asi hay estudios que
han mostrado la efectividad de la administracion de antisuero de INHA en
incrementar los niveles de FSH induciendo ovulacién mdltiple (Mann et al.
1993). Muy probablemente la inmunizacién pasiva contra INHA puede ser un
recurso de bajo costo en protocolos de superovulacion.
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4.8 Sistemas Prime Boost en lainduccién de larespuestainmune

Sesha observado que la administracion de dosis repetidas de una vacuna
conformada por un unico vector es efectiva para incrementar los titulos de
anticuerpos generados (dosis homologas). Sin embargo, este tipo de estrategia
resulta ineficiente para aumentar respuestas celulares, debido a que la
respuesta inmune preexistente frente al vector evita una eficiente presentacion

de los antigenos (Gherardi y Esteban, 2005).

Para resolver esta limitacion, en los ultimos afios se ha aplicado un esquema
de inmunizacién capaz.de potenciar la respuesta celular, basada en dosis
seriadas, expresando €l mismo antigeno desde distintos vectores (dosis
heterdlogas). Esta estrategia es conocida ampliamente por su designacion en
ingles “prime-boost” y fue en~un principio utilizada para generar respuesta de
células CD8+ frente a malaria, ‘inmunizando primeramente con un vector
basado en el virus influenza y luego administrando el antigeno en una segunda

dosis desde un vector basade’en el virus Vacciniea (Li et al., 1993).

Actualmente, ésta es una de las)estrategias mas utilizadas en el campo del
desarrollo de vacunas para VIH/sida, donde se _puede encontrar combinacion
de vectores de ADN, como prime€,)y refderzos o boost con vectores
recombinantes (Shephard et al., 2008;’ Bakari et, al., 2011). Este mismo

principio se usara para inducir una respuesta inmune.contra INHA en roedores.
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5. MATERIALES Y METODOS

54. Ubicacion
El estudio se llevd a cabo en la Unidad de Produccién, Cuidado y
Experimentacion Animal (UPCEA) ubicado en la Division Académica de
Ciencias derla Salud (DACS) de la UJAT. Entre los meses de octubre de 2015
a abril de 2016:

5.2. Material Biologico

Se utilizaron 16 ratones hembras sexualmente maduras con 7 - 8 semanas de
edad, de la linea genética Balb/c alojadas en 2 grupos (n=8 por grupo). Los
ratones fueron alojadas grupalmente en cajas de polietileno (Figura 2) que
contenian una cama de virutasesterilizada, la cama se cambiaba cada 8 dias, el
agua fue purificada bajo rayos-gamma, bajo ambiente controlado con 12 horas

de luz al dia, temperatura de 22 +2° C y humedad relativa de 60 * 5%.

5.3 Alimentacion

Los ratones fueron alimentades_a libertad con alimento comercial (LabDiet
5008 Formulab Diet) con un contenido de-preteina cruda minimo de 23.0 %;
grasa cruda minimo de 6.5%; fibra'crdda maximo de 4.0 %; cenizas maximo de
8.0% y humedad maxima de 12.0%. ‘ElL.aliment0 fue tratado con rayos gamma
para que llegue libre de patdgenos a“los animales. Los ratones no fueron
tratados previamente con ningin medicamento, a fin de“evitar alguna alteracion

en los resultados.

Figura 2. Alojamiento para las ratones en cajas de polietilieno con bebederos.y

alimentos a libertad.
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5.4 Manipulacion y sujeciéon de los ratones hembra
Para trasladarlos de una caja a otra se sujetaron de la cola y con cuidado se

introdujeron en la caja que le corresponda.

Los métedos de sujecion deben de permitir la libre respiracion y evitar oprimir
demasiadoeel cuello y otras regiones para una libre circulacion de aire o sangre

Para examiparlos por mas tiempo los ratones se llevaron a una superficie
rugosa contra la gue pueda ejercer resistencia, luego se tomaron por la piel de
la base del cuello.con los dedos indice y anular, se giro 90° y sujeto de la cola
entre el dedo mefique’y la palma de la mano o entre el cuarto y quinto dedo, y

desde esta posicion sezpudo manipular con mayor facilidad (como se ilustra en

la Figura 3).

Figura 3. Métodos de.sujecion para manejo de los ratones

5.5 Disefio experimental y tratamientes

Los ratones fueron asignados a dos tratamientos bajo un disefio

completamente al azar como se describen a continuacién:

Tratamiento 1 (n=8). El dia 0 se aplicé via intramuscular X00)ug de la vacuna
de ADN con polietiienamina (PEI) como adyuvante (INHA (ADN). El primer
refuerzo o boost se aplicé via intramuscular 14 dias después cons100 ug del
antigeno recombinante en adyuvante Montanide (INHA rec). Después del
primer parto a los ratones se les dio un segundo refuerzo con las mismas dosis

vacunales (100 pug de INHA ADN + 100 ug de INHA rec).

Los inmunogenos empleados en los ratones, fueron desarrollados y producidos
en el Laboratorio de Genética Molecular de la FMVZ-UNAM. La primera
consiste en una vacuna de ADN que tiene clonado el segmento del gen que
codifica para el péptido maduro (305 pb) de la INHA en el vector de expresion
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pCineo (Promega) expresando las secuencias de aa 165 al 300, la cual fue
modificada adicionando la secuencia de epitopos inmunomoduladores (P2 y

P30_del toxoide tetanico). Para esta vacuna se emple6 PEI como adyuvante.

El seglndo, es un antigeno recombinante de INHA producido con el vector de
expresion-pET11la en E. coli, purificado por cromatografia de afinidad con
agarosa Ni- Este antigeno se administro con el adyuvante Montanide ISA 71
VG™ (SeppicSA; Francia).

Tratamiento 2 o(control (SS) (n=8). El dia 0 se aplicé un volumen de solucion
salina similar al del.tratamiento 1. El dia 14 se aplic6 una segunda dosis de

solucidn salina (ver Cuadro 2).

Cuadro 2. Calendario de nejo y aplicacion de vacunas en ratones
hembras con plasmido d@?hibina ADN (INHA ADN) méas péptido
recombinante de INHA y las cﬂr&l SS.

\

. Tratamiento 1
Semana Dia 8 Control (SS) n=8
n=

-2 0 | Citologia vaginal Citologia vaginal

Inmunizacion

0 0 intramuscular. con’| Aplicacion de SS via
100 pg de.wvacunaf intramuscular
INHA ADN
Inmunizacién
intramuscular  con
- Aplicacibn de SS via
14 141100 pg de péptido in?ramuscular
de INHA
recombinante
Después del ler Refuerzo con 100 | Aplicacién de” SS via
parto Hg vacunas intramuscular
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5.6 Determinacién de las etapas del ciclo estral por citologia vaginal

Previo a la asignacion de los ratones hembras a los tratamientos, se realizé un
muestreo citologico de mucosa vaginal para comprobar que los ratones
estuvieran‘ciclando (sexualmente activas) y como segundo paso diagnosticar la

etapa deleiclo estral en que se encontraban.

Durante dos<Ciclos estrales se tomaron muestras de la mucosa vaginal cada 12
0 24 h (a las 8:00*am), usando hisopos de algoddén impregnados con solucién
salina fisioldgica estéril. Con la muestra se hizo extension en el portaobjetos de
cada raton y posteriormente se fij6 mediante un hemocolorante comercial
(hemocolorante Diff Quick®). Las tinciones fueron observadas al microscopio
bajo los objetivos de 10x,740x y 100x para determinar los fenotipos celulares y
definir a que etapa del ciclo estral correspondian (Cuadro 3).

Para lo anterior, se realiz6 ungregistro fotografico con una camara digital

montada al microscopio. Las, muestras vaginales fueron caracterizadas de

acuerdo al tipo celular dominante en cada etapa del ciclo estral (Rodriguez,

1993) (ver Cuadro 3y Figuras 14 al 7).

Cuadro 3. Clasificacion de las 'é@pas d\e-@lo estral en los ratones
hembray fenotipo celular. O O
-2

*

Proestro Estro Metaestro Diestro
Duracion
12 8-12 21 65
en horas
Fenotipo | Gran Gran cantidad de |Buena Grany cantidad

celular cantidad células epiteliales | cantidad  de |de leucocitos,
vaginal de células | queratinizadas leucocitos y|pocas _c€lulas
epiteliales | (placas o0 escamas |pocas células|queratinizadas
nucleadas | cornificadas sin | epiteliales y algunas
y pocos | nucleo  visible) vy |queratinizadas | células
leucocitos | pocas células nucleadas

nucleadas
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5.7 Toma de muestra sanguinea y determinacion titulos de anticuerpos

Cuatro dias después del apareamiento se sacrificaron por decapitacion tres
ratones de cada tratamiento, atendiendo las normas internacionales y la NOM-
062-Z00-1999. Las hembras restantes de cada tratamiento o grupo después
del parto/también fueron sacrificadas por decapitacion y se tomaron muestras
sanguineas.\En cada caso la sangre se recuper6 en tubos Eppendorf de 1.5
mL y posteriormente se centrifugé a 3000 rpm por 5 min. Los sueros fueron
almacenados a <202 C hasta la determinacion de los niveles de anticuerpos, los
cuales se determinaron por ELISA usando antigeno dializado y no dializado.

El procedimiento empleado para la realizacion de ELISA se describe a en el
Anexo 1. El promedio de fas.densidades Opticas observadas en el grupo control
fueron tomadas como la base. ka diferencia en los titulos de anticuerpos de los
ratones tratados con las vacunas de INHA se calcularon con base a la relacion
entre sus DO con respecto al grupo“control como sigue:

. 4 DO dio del tratad
Titulos de Anticuerpo s=2————2== 87P9 72850

DO promedio del grupo control

5.8 Evaluaciéon de la camada

Con un marcador permanente las ratonas se-identificaron en la cola, y cada
semana se remarcaron. Al parto se registro el tamafo y peso de la camada
(Bascula Citizen® modelo CT 602 con sensibilidad“de 0.01 g), asi como el
namero de crias vivas y muertas. Se evaluaron 2 partes_consecutivos en las

hembras que no fueron sacrificadas.

5.9 Andlisis estadistico
En el caso de las frotis del Papanicolaou, se realiz6 una descripcién fotografica
de las etapas del ciclo estral monitoreadas y comparadas con las reportadas en

la literatura.

Los titulos de anticuerpos (%) evaluados por ELISA fueron evaluados mediante

un andlisis de varianza por el procedimiento GLM de SAS.

Las variables evaluadas fueron fertilidad, tamafio y peso de la camada. Los
resultados en las variables se compararon por una prueba T mediante el

procedimiento T de SAS.
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6. RESULTADOS

LeS resultados obtenidos de la citologia de las distintas etapas del ciclo estral
encontradas en los ratones bajo experimentacion, asi como los titulos de
anticuerpos obtenidos, fertilidad, tamafio y peso de la camada se presentan a

continuacions

6.1. Citologia.del ciclo estral

De las 16 hembras™ muestreadas, en 2 de ellas no se presentaron las
caracteristicas bien‘definidas de la etapa de ciclo estral que correspondia. En
el Cuadro 4 se puede” observar la cantidad de hembras que pasaron en

diferentes etapas durante-un‘ciclo estral completo (5 dias).

Cuadro 4. Hembras que paé&en diferentes etapas del ciclo estral del
9 al 13 de Noviembre ®
Etapa Proestro EStro Metaestro Diestro
Hembras
13 13 6 15
pasantes

Las distintas etapas del ciclo estral se caracterizaron-por una presentacion
histologica bien diferenciadas (Figura 4 y 5). A continuacion.se presentan las
fotografias tomadas en el microscopio a diferentes aumentos, con las
caracteristicas de las diferentes etapas del ciclo estral previo a la aplicacién de

la vacuna contra INHA.

En el proestro (Figura 4) se pueden apreciar con distintos aumentos (10X;.40X
y 100X) las células nucleadas caracteristicas de esta etapa, también ‘se

destaca la ausencia de leucocitos.
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';,.@ T . - Célula con
k B é nlcleo

A. 10X B. 40X C. 100X

Figura 4. Micrografiadde~frotis vaginal de ratones hembras en la etapa de
proestro a distintos aumentes. Notese las caracteristicas de mayor proporcion

de células nucleadas.

En el estro (Figura 5) se pueden_apreciar con distintos aumentos (10, 40X y
100X) las células sin nacleoy una ausencia de leucocitos caracteristicas de

dicha etapa.

Célula si
nucleo

O -DRE

B. 40X C. 100X

Figura 5. Micrografia de frotis vaginal de ratones hembras en la etapa de estro
a distintos aumentos. Notese las caracteristicas de mayor proporcion de células

sin ndcleo
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En el metaestro (Figura 6) se aprecia con distintos aumentos (10X, 40X y

100X) las células sin nucleo y la presencia de leucocitos caracteristicas de
dicharetapa.

.f:." ? ; ¥ .‘
@ #‘f‘g Bl
gv G h ; -

e (V- ~*; & lula sm”\'
y RS e ? ; g 2 - ou
R, ¢ s hesl L cdcnog'ﬁ% | nucleo

Eiall o N

B .‘g‘“.." : el d e :

e = & e o :

L ' i % b 2 Leucocito

A. 10X B. 10X C. 100X

Figura 6. Micrografias de ‘frotis_vaginal de ratones hembras en la etapa de

metaestro a distintos aumentas..Nétese las caracteristicas de leucocitos y de
células sin nacleo

En el diestro (Figura 7) se pueden'apreciar con distintos aumentos (10X, 40X y
100X) las células con nucleo, muy; pocas sin pacleo y presencia de leucocitos,
caracteristicas de esta etapa.

SRR SN 5 R C
g o B i Slula con
.v * ,‘,“‘,. . : g 50 ‘
R X e®
3 3 * :. | e . L
S ; ' Leuco@{
: < 9 » 3 o el %
TRaeR A s s Sinndcleo Qf K
A. 10X B. 40X C. 100X

Figura 7. Micrografias de frotis vaginal de ratones hembras en la etapa de
diestro a distintos aumentos. NOtese las caracteristicas de mayor preporcion

células nucleadas, leucocitos y menor proporcion células sin nucleo.
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6.2. Titulos de anticuerpos contra la cadena alfa de inhibina

Las“pruebas de ELISA se realizaron con dos tipos de antigenos de inhibina, a
saber.. inhibina dializada y no dializada en diluciones de 1:10 y 1:20,
respectivamente. Los resultados de los titulos promedio de anticuerpos se

presentan-en el Cuadro 5.

Cuadro 5. @cién de titulos de anticuerpos positivos/negativos,
obtenidos en r ? inmunizados con 100 ug de una vacuna de ADN
contra INHA y 10 @Jéptido recombinante.

P 3
_ Relacion entre titulos de o
Variable _ Valor de Probabilidad
anticuerpos P/N

Antigeno contra

o o 2.89 0.05
inhibina dializada

Antigeno contra

S o 3.90 0.02
inhibina no dializada

Promedio 3.39 0.007

P (titulos de anticuerpos positivos)«=_Ratones hembras inmunizados con 100
pug de ADN plasmido + 100 pg del peptide recombinante. N (control)= Ratones

inoculados con solucién salina.

Los ratones vacunados presentaron titulos elevados ‘de’ anticuerpos contra

INHA y son estadisticamente diferentes, respecto a los controles.

6.3 Fertilidad, tamafio y peso de la camada

En el Cuadro 6 se presentan los resultados de los partos, la fertilidad, tamafio

y peso de la camada de ratones.

Se encontré que cuando a los ratones hembras, se le aplico la vacuna de 100
ug de ADN plasmido + 100 pg del péptido recombinante, en promedio, tanto el
tamafio de la camada como los pesos de la misma son estadisticamente

diferentes (P> 0.05) comparadas a las control.
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Cuadro 6. Respuestas de ratones hembras a la inmunizacion activa

te una vacuna de ADN contra INHA y su péptido recombinante

Tratamiento
_ 100 pg de ADN Valor de
Variable -
plasmido + 100 pg del Control Probabilidad
péptido recombinante
Fertilidad 67% (4/6)* 60% (3/5)* >0.05
Tamafo de camada 8.67 +0.88" 433 +1.67* <0.05
Peso de camada (g) 16.57 + 2.53 6.59 + 2.53 <0.05

* NUmero de ratones. “Desviacién Estandar.

P<0.05 Diferencias estadisticas significativas con un alfa igual o menor a 0.05
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7. DISCUSION

74. Etapas del ciclo estral

De aCuerdo a la citologia vaginal realizada, se encontr6 que 100% de las
hembras spresentaban ciclos estrales normales. Con base en los frotis
realizados y-los fenotipos celulares encontrados correspondian en un 90% de
los casos comn'las descripciones reportadas en la literatura (De la Cruz Rosa et
al., 1998; Cowell et al., 2009).

La citologia vaginal practicada en la etapa de proestro corresponde con la
mayor proporcion defcélulas nucleadas y ausencia de leucocitos. En la etapa
de estro corresponde con una mayor proporcion de células sin ndcleo y sin
presencia de leucocitos. En el metaestro la mayor proporcion corresponde a
células sin nacleo y menor proporcion de leucocitos. Finalmente, en el diestro
las proporciones son equilibradas entre células con ndcleo y leucocitos,
ademas de la presencia de célulasisin nucleo en menor proporcion a las
anteriores. Los resultados«encontrados..corresponden con un 90% con lo
reportado por De la Cruz Rosa et-al. (1998) y Cowell et al, (2009) debido a que

ellos usan fase temprana y una madura del proestro.

7.2Titulos de anticuerpos

Los titulos de anticuerpo en los ratones-hémbras de control fueron considerada
la base. Sin embargo, los inmunizados contra INHA resultaron con titulos de
anticuerpo elevados con un promedio de 3.39 veces+mas con relacion a los
controles lo cual concuerda con reportes de autores que han usado vacunas de
ADN (Han et al., 2008; Han et al., 2014).

7.3 Fertilidad, tamafio y peso de camada

La fertilidad, entendida como el numero de hembras que concibieron y
registraron un parto, no fue afectada por el tratamiento de la vacuna INHA_ADN
o INHA rec; lo que esta de acuerdo con otros autores (Han et al., 2008; Hamet
al., 2014).

En esta primera etapa bajo un esquema de experimentacion prime boost, la
vacuna contra INHA en combinacién con su antigeno, es capaz de incrementar

el tamafo de camada cerca de un 100%. Estos resultados son superiores a los
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reportados con Han et al. (2008) quienes reportan incrementos en tamafo de
camada en un 16.5% en ratas. En otro estudio con vacunas de ADN, Han et al.

(2014) reportan incrementos en tamafio de camada en solo 7.3%.

La diferencia principal entre la vacuna desarrollada en México radica en los

siguientes-aspectos:

a) La totalidad del péptido recombinante utilizado es este estudio es de 105

aa vs 31.aa; reportados en la literatura (Han et al., 2008).

b) La adicion de_péptidos inmunomoduladores del toxoide tetanico
C) El tipo de adyuvante utilizado en este trabajo fue el Montanide
d) El esquema de vacunagion prime boost que combina la vacuna de ADN

y el antigeno de INHArecombinante, actian aumentando la cantidad de
ovulaciones, lo cual puede ser debido al bloqueo contra INHA,
permitiendo que la activina premueva la produccion y expresion de FSH,
al competir por los receptores Actdl(Xia y Schneyer, 2009).

Las vacunas de ADN contravproteinas~especificas y diversos agentes
infecciosos (parasitos, bacterias, (vitus) han~ganado reconocimiento, desde
que se comprobo que las vacunas de ADN pueden promover la expresion de
proteinas recombinantes in vivo y significativa fespuesta humoral y celular
(Niess et al., 2005). Una de las limitantes que han tenido ya que requieren
multiples aplicaciones y altas dosis para su funcionamiento, lo cual lo puede
hacer impréactico (Han et al., 2014). Sin embargo, su produccion puede ser
facilmente expandida a bajo costo y no requiere una cadena fria para su

mantenimiento o dispositivos especiales para su aplicacion (Han et al., 2014).
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8 CONCLUSIONES

Las etapas del ciclo estral se pueden observar microscopicamente definidas

cuandoise utiliza de forma adecuada la técnica de Papanicolaou.

Se demastré6 que hay un aumento en los titulos de anticuerpo al aplicar la

vacuna contra INHA en ratones hembra mediante el esquema prime-boost.

Hubo un incremento del tamafio de camada cerca de un 100%, lo cual puede
ser al bloqueo” eentra INHA, permitiendo que la activina promueva la
produccion y expresidn de FSH.

El empleo de la vacuna de ADN contra INHA y su antigeno recombinante
genero titulos de anticuerpos contra INHA en ratones hembras Balb/c e
incrementd el tamafio, por le-que es posible que esta respuesta pueda
multiplicarse en otras especies_eomo ratas y ovejas.

La aplicacion mediante sistemas\ prime boost y uso de adyuvantes
mejoradores de la respuesta/inmune le dara viabilidad a la vacuna de INHA
ADN (105-300) para su poteneial uso en'futuros procedimiento experimentales

y en produccion animal.
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ANEXO 1

Soluciones y materiales para prueba de ELISA

a)

b)

d)

f)

)

h)

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-HCI pH 7.9,
Tween-20 1%.

Buffer de blequeo 1X; leche descremada 2%, en Buffer de lavado 1X.

Solucion reveladera; Preparar acido citrico 0.1 M pH 4.5 y citrato de
sodio 0.1 M pH 4.5.Per placa se mezclan 5 mL del acido citrico 0.1My 5
mL de citrato de sodio_0:1M, se agregan 200ul de una solucién de 5 ug

de orto-fenilen-diamina (OPD), 20 pL de peroxido de hidrogeno al 30%.
Solucion de frenado; acido sulfdrico 2N.

Vial con 5 ug de OPD{o-phenylendiamine dihydrochloride). vial de 200pl
por 10ml/placa.

2° Anticuerpo. Anti IgG de la €specie adecuada acoplado a peroxidasa.

Suero control positivo y suero control negativo:

Procedimiento para la prueba de ELISA para)el diagnéstico de

anticuerpos

a)

b)

d)

Sensibilizar una placa (Maxisorb, Nunc, No cataloge”442404) con el
antigeno a probar a una dilucién que va de 1:100 a 1:400 (de acuerdo a
la titulacion previa del antigeno) en buffer de carbonatos 1X, colocando
100 pL de de esta dilucion por pozo.

Dejar incubando a 4°C toda la noche.

Pasado el tiempo de incubacion se lavo la placa (300ul/pozo) por 5 min,

4 veces con buffer de lavado 1X.

Bloquear la placa por 1 hora a 37° C colocando a cada pozo 100 pL de

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

f) Diluir el suero en buffer de bloqueo (1:10) y colocar 100 uL/ pozo. Para
esto se puede agregar a cada pozo 90 ul de solucion de bloqueo y

después 10 pl del suero problema.
s)] Incubar la placa por 1 hora a 37° C.
h) Repetir'el paso 3 de lavado.

)] Incubar conzel 2° anticuerpo (anti-lgG de la especie adecuada) acoplado
a peroxidasa®(HRP) diluyendo en buffer de bloqueo (1:1000 hasta
1:5,000) por 1 hora a 37 °C.

)] Repetir el paso 3 de favada.

k) Se coloco 100 ul/poze. de solucion reveladora y esperar
aproximadamente 5 minutos.e inmediatamente parar la reacciéon con 50
ML a cada pozo de selucion de frenado y leer a 590 nm en un lector de

ELISA. Es posible no pararla reaccion y leer a 450 nm.

La calidad del revelado se evalug con la prueba de maxima densidad éptica
(MDO), realizandolo de la siguiente manera: Se.celocaron 100 microlitros de la
solucién reveladora en las 8 filas de lasplaca por-duplicado. Se agregd 100
microlitros de la solucién de segundo anticuerpo <@ una dilucion de 1:1500

realizando diluciones dobles seriadas.
Interpretacion

Se calcula la densidad Optica de corte de positivos y-hegativos que
corresponde entre el 47% y 52% (DO47 y DO52) de unién smediante las

siguientes férmulas:
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 6pticas del duplicado del suero
control negativo y DO CP fue el promedio de densidades Opticas para el
duplicado del suero control positivo.
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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 repitié la prueba.

Anticuerpo _acoplado peroxidasa anti IgG conejo Cabra SIGMA Cat. A-0545 1ml
Anti-Rabbit1gG.(whole molecule)- peroxidase, antibody produced in goat.

Anticuerpo acoplado a peroxidasa anti IgG Cerdo cabra Cat. Jackson Immuno
Research Laborateries 114-035-003 2ml Peroxidase-conjugated affine Pure

goat anti-swine IgG (H#L)

OPD (o-phenylendiaminetdihydrochloride) Cat. SIGMA P1526-10G
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Inmunizacién activa contra inhibina sobre la respuesta

reproductiva en ratones
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