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RESUMEN 

 

Para evaluar la antigenicidad de una vacuna de ADN contra la cadena alfa de 

Inhibina (INHA), se inoculó IM a un grupo de ratones Balb/c (INHA, n=9) 100 

microgramos del plásmido de INHA, y 14 d después se inoculó IM 100 

microgramos del péptido recombinante. El grupo control (n=8) recibió solución 

salina (SS). Se evalúo el tamaño de camada y los niveles de anticuerpo por 

ELISA. La fertilidad de los ratones fue similar entre INHA (67%) y control (60%). 

El tamaño de camada en INHA (8.67) fue mayor (P<0.05) al control (4.33). Se 

encontraron títulos de anticuerpo en 2.89 veces (P<0.05) en ratones 

inmunizados contra INHA comparados con el control. Se encontró que la 

vacuna de ADN contra INHA es capaz de inducir inmunidad contra la cadena 

alfa de INHA en ratones incrementando el tamaño de camada, sin un efecto 

negativo aparente en la fertilidad. Esta vacuna tiene la potencialización para 

incremento de la tasa de ovulación y tamaño de camada en animales de 

laboratorio, y podría tener el mismo efecto en animales domésticos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los protocolos tradicionales de ovulación múltiple (OM) y transferencia de 

embriones (TE) en animales domésticos, incluyen el uso del factor liberador de 

gonadotropinas (GnRH), o el empleo de la hormona folículo estimulante (FSH), 

gonadotropina coriónica humana (hCG) y gonadotropina coriónica equina 

(eCG) con respuestas ováricas y calidad embrionaria satisfactorias (Bó et al., 

2008; Forcada et al., 2011). Sin embargo, estos tratamientos llegan a 

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

al., 2008; Ruvuna et al., 1992).  

Un área 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 factores que regulan la foliculogénesis, tal como la 

inmunización contra la cadena alfa de inhibina (INHA) (Mao et al., 2003; Han et 

al., 2008), lo cual permitiría que los niveles de FSH endógenos se incrementen 

induciendo ovulaciones múltiples (Sasaki, et al. 2006; Han et al., 2014). Esto es 

posible mediante la inmunización activa administrando un antígeno específico, 

donde el individuo bajo experimentación responde desarrollando una respuesta 

humoral inmune (Tizar, 2009) contra la INHA, provocando el incremento en la 

liberación de FSH (Xia y Schneyer, 2010), lo que finalmente resulta en lo que 

se conoce como superovulación u ovulación múltiple. 

Las vacunas de ácido desoxirribonucleico (ADN) son producidas como 

estrategias en inmunoterapia específica para tratamientos de diversas 

enfermedades (Bonura y Colombo, 2011; Lee et al., 2011), para dirigir 

inmunización activa contra componentes proteícos específicos de agentes 

infecciosos (Lodmell et al., 2000; Perrin et al., 2000) o componentes proteícos 

específicos en sistemas de regulación endócrina (Han et al., 2008, Han et al., 

2014).  

Los roedores son modelos para el estudio del bloqueo inmunológico de 

factores ligados a la fertilidad y existen antecedentes que incluyen el bloqueo 

de secuencias específicas contra la INHA usando un péptido recombinante (32  
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aminoácidos (aa) con títulos 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 número de folículos y tamaño de 

camada.  

Recientemente en México se ha desarrollado una vacuna de ADN (péptido 

maduro de INHA con 105 aa) para inducir una respuesta específica contra 

INHA e inducir superovulación en ovejas, pero aún sin resultados claros (Luna, 

2013; Grimaldo, 2013; Tinal y García, 2014). 

La estrategia de inmunización prime boost basada en ADN de plásmido 

recombinante surgió en los años 1990´s, como una metodología segura para 

inducir inmunidad en células B y T, larga y duradera. Pudiendo utilizarse por las 

vías nasal, subcutánea 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 y el 

péptido recombinante de la INHA modificada con los epítopos P2 y P30 de la 

toxina tetánica desarrollada en México, en el presente trabajo de investigación 

se propone usar un esquema de inmunización tipo prime-boost . Bajo este 

esquema se espera inducir títulos de anticuerpos y un efecto positivo sobre la 

fertilidad y tamaño de camada en ratones. 
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2. HIPÓTESIS  

El uso de una vacuna de ADN y su antígeno recombinante, bajo un esquema 

prime boost, inducirá la respuesta inmune contra la cadena alfa de INHA, 

incrementando la actividad folicular, la tasa ovulatoria y el tamaño de camada 

en ratones.  
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3. OBJETIVO GENERAL  

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

boost empleando una vacuna de ADN y el antígeno recombinante de INHA, 

sobre los niveles de anticuerpos, el ciclo estral, fertilidad, tamaño y peso de 

camada en ratones.  

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Identificar las etapas del ciclo estral mediante fenotipos celulares vaginales 

en ratones hembra inmunizados activamente mediante un esquema prime-

boost con vacunas de ADN y antígeno recombinante contra INHA. 

 

 Determinar los títulos de anticuerpos contra INHA, en ratones inmunizados 

activamente mediante un esquema prime-boost con vacunas de ADN y 

antígeno recombinante con la prueba de ELISA. 

 

 Evaluar la fertilidad, el tamaño y peso de la camada en ratones inmunizados 

activamente mediante bajo un esquema prime-boost con vacunas de ADN y 

antígeno recombinante contra INHA. 
U

niversidad Juárez A
utónom

a de Tabasco. 

M
éxico.



 5 

4. REVISIÓN DE LITERATURA 

El desarrollo y evaluación de sistemas de inmunización permiten modificar los 

sistemas fisiológicos de importancia en medicina veterinaria y producción 

animal. Para ellos actualmente hay disponible cepas y extirpes de ratones de 

laboratorio, que son usados en experimentación con la finalidad de generar 

conocimiento fisiológico del sistema en su estado natural. Esto aplica para 

ejemplo algunas hormonas y factores reguladores que intervienen en el 

crecimiento folicular, procesos de ovulación, la fisiología y características del 

ciclo estral, así como los factores y control neurológico que influyen en la 

fertilidad. 

4.1 Cepas y estirpes de ratones de laboratorio 

El ratón (Mus musculus) es una de las especies animales más empleadas en 

investigaciones biomédicas (Olivares, 2015). Su amplia variabilidad genética ha 

llevado a la producción de varias cepas, muchas de ellas empleadas en 

experimentos de laboratorio (Cuadro 1). 

Algunas características lo han hecho idóneo para tal fin, entre las cuales se 

cuenta su prolificidad, lo cual permite establecer grandes colonias.  

  Olivares, 2015. 
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En base a esta característica es usada en experimentos en genética, 

embriología y nutrición. Otras investigaciones más se hacen en cáncer con 

cepas especializadas para tal fin. Otra característica que favorece su empleo 

como modelo es su fácil manejo y alimentación, lo cual lo hace 

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

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

pueden destacar: 

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

toxicología. 

b) Ratones BALB/c: cepa utilizada en la producción de anticuerpos. 

c) Ratones C57BL6, C3H: cepas consanguíneas empleadas como base 

(wild type) en líneas modificadas genéticamente. 

d) Ratones inmunosuprimidos (Swiss +/nu y BALB/c A-nude): atímicos y 

con un sistema inmunitario deficiente. Esta propiedad les hace 

susceptibles a cualquier tipo de enfermedad de una manera natural o 

inducida experimentalmente. Se utilizan en inmunología en estudios de 

regulación de la respuesta inmunitaria, como modelos de deficiencia 

linfocito de origen tímico o en la producción de anticuerpos 

monoclonales. 

e) Ratones con mutaciones inducidas, animales transgénicos. 

4.2. Fisiología y características del ciclo estral del ratón  

El ciclo estral del ratón se define como el tiempo que transcurre entre un 

periodo de celo y el comienzo del siguiente. Su duración es variable, siendo en 

las hembras de rata y ratón de cuatro a cinco días. Intervienen las mismas 

hormonas y factores reguladores del crecimiento y ovulación, y hormonas que 

intervienen en la caracterización del ciclo estral (McLean et al., 2012), como se 

pueden observar en la Figura 1  

Sin embargo, la identificación de las etapas del ciclo estral del ratón están 

relacionadas a características en fenotipos celulares, las cuales se describen a 

continuación:  
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El proestro tiene una duración de 12 horas, caracterizado por labios vulvares 

ligeramente hinchados y vagina seca. Cuando se realiza frotis vaginal se 

observa gran cantidad de células epiteliales nucleadas y pocos leucocitos 

(Figura 1). En esta etapa puede ocurrir calor sexual (puede haber aceptación 

del macho). 

 

Figura 1. Características de la citología vaginal y hormonas que intervienen en 

la regulación del ciclo estral en ratones. Tomado de McLean et al., 2012. 

El estro tiene una duración de 12 horas, caracterizado por labios vulvares 

hinchados y vagina seca. Cuando se realiza frotis vaginal se observa gran 

cantidad de células epiteliales queratinizadas (placas o escamas cornificadas 
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sin núcleo visible) y pocas células nucleadas (Figura 1). En esta etapa hay 

calor sexual, hay aceptación del macho con copula. 

El metaestro tiene una duración 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 ovulación y no hay 

calor sexual (no hay aceptación del macho). 

El diestro tiene una duración de 65 horas, caracterizado por labios vulvares 

normales (no hinchados o engrosados) y mucosa vaginal húmeda. 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 aceptación del macho (De la Cruz Rosa et al., 1998). 

4.3 Determinación del ciclo estral mediante citología vaginal  

La citología vaginal, generalmente en combinación con análisis hormonales, 

puede proporcionar información valiosa a cerca del estado del ciclo ovárico.  

Para la evaluación de la citología vaginal se hace mediante la prueba de 

Papanicolaou (Cowell et al., 2009), la cual consiste en obtener muestras de las 

células introduciendo un bastoncillo de algodón en la vagina en dirección 

craneal. Cuando no hay descarga vaginal, el algodón del bastoncillo se puede 

humedecer con suero salino estéril para evitar molestias.  

4.3.1 Toma de muestra. El bastoncillo se debe dirigir en dirección 

craneodorsal al entrar al vestíbulo vaginal, para evitar la fosa clitoriana; el 

epitelio queratinizado, habitualmente presente en la fosa, podría conducir a una 

interpretación errónea. Una vez que se encuentra craneal al orificio uretral, se 

raspa suavemente la pared vaginal. A continuación se transfieren las células a 

una lámina portaobjetos, haciendo rodar suavemente el bastoncillo y ejerciendo 

una presión mínima, para evitar la rotura de las células (Latimer et al., 2005). 

La preparación se deja secar al aire antes de teñirla. Las tinciones rápidas, 

proporcionan un buen detalle morfológico.  

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

frotis vaginal son las basales (de la capa más 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 pequeñas con núcleos 

redondos y una relación núcleo a citoplasma elevado. 

Las células parabasales son células redondas pequeñas, con núcleos 

vesiculares redondos y una pequeña cantidad de citoplasma y células 

superficiales, están son las más grandes que se ven en el frotis vaginal, son 

células muertas, cuyos núcleos se vuelven picnóticos (reducción del tamaño 

del núcleo) y se desvanecen, generalmente progresando hacia formas 

anuladas, su citoplasma es abundante, angular y plagado. El proceso de 

degeneración de las células del epitelio escamoso estratificado, para 

convertirse en células grandes, planas y muertas, se denomina cornificación 

(Latimer et al., 2005; Cowell et al., 2009). 

4.4 Factores y control neuroendocrino que influyen la fertilidad del ratón 

La actividad reproductiva de los animales suele presentar un modelo cíclico 

modulado por diversos factores tanto externos (temperatura, disponibilidad de 

alimento, entre otros) como internos (ritmos endógenos, cantidad de vitelos a 

depositar en los ovocitos, etc.). Esta actividad reproductiva es regulada por el 

sistema endócrino (Rodríguez, et al., 1993). Otro factor importante al reproducir 

las ratas es el efecto Bruce que consiste en el bloqueo de la preñez en la etapa 

previa a la implantación si la hembra es expuesta a un macho extraño o a sus 

feromonas. Si la hembra es separada del macho con el que se apareo 

inmediatamente después de la cópula y después de 6 horas retorna con el 

mismo macho, el bloqueo se produce como si se tratara de un macho extraño 

(Geréz  et al., 2015). 

Los preparativos para la crianza se inician tras recibir unas señales del medio 

ambiente, que son transformados en señales endocrinas. Estas señales son 

duración e intensidad de luz (fotoperiodo) y a veces la temperatura, visión, 

sonido, olor del sexo opuesto, estado nutricional del animal, cortejo y el 

despliegue de atenciones, entre otras. Estas circunstancias ambientales actúan 

como estímulos exteroreceptivos que estimulan cierta transmisión nerviosa 

hacia el hipotálamo, el cual controla endócrinamente a la hipófisis. Esta última 
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produce a su vez la FSH y LH, hormonas que regulan la función ovárica y por 

tanto la reproducción (Rodríguez et al., 1993). 

4.5 Función de la inhibina en el control de la tasa de ovulación y fertilidad 

El origen de las inhibina, activinas y otras proteínas relacionadas 

estructuralmente como la hormona anti-Mülleriana, las proteínas morfogénicas 

de hueso (BMPs) y el factor de crecimiento y diferenciación (TGF) se han 

asignado a la superfamilia del factor-β de crecimiento transformante (TGF-β) 

(Chang et al., 2002; Hafez y Hafez 2002). 

La activina e inhibina son complejos de proteínas estrechamente relacionados 

que tienen efectos biológicos casi opuestos; (Asashima M, et al. 1990) la 

activina estimula la biosíntesis y secreción de FSH y participa en la regulación 

del ciclo estral. Las activinas, de igual manera son homodímeros compuestos 

por la subunidad βA (activina A), la subunidad βB (activina B) o heterodímeros 

compuestos por la subunidad βA y βB (activina AB). La inhibina es un 

heterodímero consistente de una subunidad α común, la cual puede estar 

ligada a una subunidad βA (Inhibina A) o a una subunidad βB (inhibina B) a 

través de puentes disulfuro (Miyamoto et al., 1985; Mason et al., 1985). La 

principal función de la inhibina A (INHA) es modular la producción de FSH en la 

pituitaria, la maduración folicular y esteroidogénesis (Knight 1996; de Kretser et 

al. 2002).  

Esto es posible debido a que la INHA disminuye el número de receptores de 

GnRH en las células de la pituitaria (Wang et al., 1991). Se ha establecido que 

la INHA, ejerce su acción compitiendo con la activina 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 α de la inhibina ligarse con mayor afinidad a los 

receptores Act II (Risbridger et al., 2001).  
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4.6 Efectos de la inmunización contra inhibina sobre la tasa de ovulación  

Se han hecho diferentes esfuerzos para realizar la inmunización contra la 

INHA, utilizando péptidos sintéticos y recombinantes, así como vacunas 

contra ADN, todos ellos enfocados a lograr incrementar la tasa ovulatoria que 

eventualmente podría mejorar la obtención de ovocitos o en su caso de 

embriones en los animales sometidos al efecto de esta tecnología. 

Estas observaciones muestran que la INHA es un regulador negativo de 

síntesis de FSH y su inactivación puede llevar a estados de superovulación. A 

continuación se describen algunos resultados más relevantes obtenidos con los 

diferentes tipos de inmunógenos desarrollados. 

 

4.7.1 Péptidos sintéticos contra Inhibina. La estrategia de inactivación 

selectiva contra inhibina deberá estar dirigida a la subunidad α, pero no la 

subunidad β, de lo contrario se neutralizaría las dos forma de inhibina conocida 

(de Krester et al., 2002). Esta inactivación o bloqueo puede ser alcanzada por 

medios inmunológicos. 

Existen evidencias que la inducción de inmunidad contra la cadena alfa de la i 

INHA lleva a un aumento en la foliculogénesis. Para esto se han empleado 

inmunógenos desarrollados con base en péptidos sintéticos a partir de 

secuencias cortas N-terminal de la subunidad α de la inhibina bovina, porcina, 

ovina y humana, conjugada con proteínas acarreadoras las 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 síntesis es costosa y las respuestas inducidas son 

muy variables. 

 

4.7.2 Péptidos recombinantes. Otra alternativa exitosa ha sido la generación 

de INHA como proteína recombinante a través de la clonación en vectores de 
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expresión de fragmentos cortos N-terminal o la secuencia completa del péptido 

maduro  aminoácidos (aa) del 165 al 300 de la subunidad α de inhibina. 

Experimentos de inmunización con INHA recombinante, empleando 

adyuvantes, han mostrado 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). La respuesta a la 

inmunización 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 ovulación. En general, las proteínas recombinantes son 

pobres inmunógenos, requiere repetidas inmunizaciones y el empleo de 

adyuvantes. 

 

4.7.3 Vacunas de ADN. Otro recurso de inmunización son las vacunas de ADN 

que se han empleado en inmunoterapia específica para dirigir respuestas 

inmune contra antígenos 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 plásmidos en los cuales previamente se clonan 

secuencias de genes, los cuales expresan el antígenos de interés bajo el 

control de un promotor constitutivo fuerte. Estos plásmidos se inyectan a tejidos 

y de alguna manera llegan al núcleo celular en donde se expresan produciendo 

el antígeno. Las vacunas de ADN son relativamente fáciles 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 

títulos de anticuerpos contra INHA y 39% de partos gemelares, con respecto al 

control (Han et al., 2008). 

La producción de anticuerpos permitiría usarlos bajo esquemas de 

inmunización pasiva generando anticuerpos contra INHA. Así hay estudios que 

han mostrado la efectividad de la administración de antisuero de INHA en 

incrementar los niveles de FSH induciendo ovulación múltiple (Mann et al. 

1993). Muy probablemente la inmunización pasiva contra INHA puede ser un 

recurso de bajo costo en protocolos de superovulación.  
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4.8 Sistemas Prime Boost en la inducción de la respuesta inmune 

Se ha observado que la administración de dosis repetidas de una vacuna 

conformada por un único vector es efectiva para incrementar los títulos de 

anticuerpos generados (dosis homólogas). 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 presentación 

de los antígenos (Gherardi y Esteban, 2005).  

Para resolver esta limitación, en los últimos años se ha aplicado un esquema 

de inmunización capaz de potenciar la respuesta celular, basada en dosis 

seriadas, expresando el mismo antígeno desde distintos vectores (dosis 

heterólogas). Esta estrategia es conocida ampliamente por su designación 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 antígeno en una segunda 

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

Actualmente, ésta es una de las estrategias más utilizadas en el campo del 

desarrollo de vacunas para VIH/sida, donde se puede encontrar combinación 

de vectores de ADN, como prime, y refuerzos o boost con vectores 

recombinantes (Shephard et al., 2008; Bakari et al., 2011). Este mismo 

principio se usará para inducir una respuesta inmune contra INHA en roedores. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Ubicación 

El estudio se llevó a cabo en la Unidad de Producción, Cuidado y 

Experimentación Animal (UPCEA) ubicado en la División Académica de 

Ciencias de la Salud (DACS) de la UJAT. Entre los meses de octubre de 2015 

a abril de 2016. 

5.2. Material Biológico   

Se utilizaron 16 ratones hembras sexualmente maduras con 7 - 8 semanas de 

edad, de la línea genética Balb/c alojadas en 2 grupos (n=8 por grupo). Los 

ratones fueron alojadas grupalmente en cajas de polietileno (Figura 2) que 

contenían una cama de viruta esterilizada, la cama se cambiaba cada 8 días, el 

agua fue purificada bajo rayos gamma, bajo ambiente controlado con 12 horas 

de luz al día, temperatura de 22 ± 2° C y humedad relativa de 60 ± 5%.  

5.3 Alimentación 

Los ratones fueron alimentados a libertad con alimento comercial (LabDiet 

5008 Formulab Diet) con un contenido de proteína cruda mínimo de 23.0 %; 

grasa cruda mínimo de 6.5%; fibra cruda máximo de 4.0 %; cenizas máximo de 

8.0% y humedad máxima de 12.0%. El alimento fue tratado con rayos gamma 

para que llegue libre de patógenos a los animales. Los ratones no fueron 

tratados previamente con ningún medicamento, a fin de evitar alguna alteración 

en los resultados. 

 

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

alimentos a libertad. 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



 15 

5.4 Manipulación y sujeción 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 métodos de sujeción deben de permitir la libre respiración y evitar oprimir 

demasiado el cuello y otras regiones para una libre circulación de aire o sangre  

Para examinarlos por más tiempo los ratones se llevaron a una superficie 

rugosa contra la que pueda ejercer resistencia, luego se tomaron por la piel de 

la base del cuello con los dedos índice y anular, se giro 90º y sujetó de la cola 

entre el dedo meñique y la palma de la mano o entre el cuarto y quinto dedo, y 

desde esta posición se pudo manipular con mayor facilidad (como se ilustra en 

la Figura 3). 

 

Figura 3. Métodos de sujeción para manejo de los ratones 

 

5.5 Diseño experimental y tratamientos 

Los ratones fueron asignados a dos tratamientos bajo un diseño 

completamente al azar como se describen a continuación: 

Tratamiento 1 (n=8). El día 0 se aplicó vía intramuscular 100 g de la vacuna 

de ADN con polietilenamina (PEI) como adyuvante (INHA ADN). El primer 

refuerzo o boost se aplicó vía intramuscular 14 días después con 100 g del 

antígeno recombinante en adyuvante Montanide (INHA rec). Después del 

primer parto a los ratones se les dio un segundo refuerzo con las mismas dosis 

vacúnales (100 g de INHA ADN + 100 g 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 expresión 
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pCIneo (Promega) expresando las secuencias de aa 165 al 300, la cual fue 

modificada adicionando la secuencia de epítopos inmunomoduladores (P2 y 

P30 del toxoide tetánico). Para esta vacuna se empleó PEI como adyuvante. 

El segundo, es un antígeno recombinante de INHA producido con el vector de 

expresión pET11a en E. coli, purificado por cromatografía de afinidad con 

agarosa Ni. Este antígeno se administró con el adyuvante Montanide ISA 71 

VGTM (Seppic SA, Francia).  

Tratamiento 2 o control (SS) (n=8). El día 0 se aplicó un volumen de solución 

salina similar al del tratamiento 1. El día 14 se aplicó una segunda dosis de 

solución salina (ver Cuadro 2). 

Cuadro 2. Calendario de manejo y aplicación de vacunas en ratones 

hembras con plásmido de inhibina ADN (INHA ADN) más péptido 

recombinante de INHA y las control SS. 

Semana Día 
Tratamiento 1  

n=8 
Control (SS) n=8 

-2 0 Citología vaginal Citología vaginal 

0 0 

Inmunización 

intramuscular con 

100 µg de vacuna 

INHA ADN 

Aplicación de SS vía 

intramuscular 

14 14 

Inmunización 

intramuscular con 

100 µg de péptido 

de INHA 

recombinante 

Aplicación de SS vía 

intramuscular 

Después del 1er 

parto 
 Refuerzo con 100 

µg vacunas 

Aplicación de SS vía 

intramuscular 
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5.6 Determinación de las etapas del ciclo estral por citología vaginal 

Previo a la asignación de los ratones hembras a los tratamientos, se realizó un 

muestreo citológico de mucosa vaginal para comprobar que los ratones 

estuvieran ciclando (sexualmente activas) y como segundo paso diagnosticar la 

etapa del ciclo estral en que se encontraban.  

Durante dos ciclos estrales se tomaron muestras de la mucosa vaginal cada 12 

o 24 h (a las 8:00 am), usando hisopos de algodón impregnados con solución 

salina fisiológica estéril. Con la muestra se hizo extensión en el portaobjetos de 

cada ratón y posteriormente se fijó mediante un hemocolorante comercial 

(hemocolorante Diff Quick®). Las tinciones fueron observadas al microscopio 

bajo los objetivos de 10x, 40x y 100x para determinar los fenotipos celulares y 

definir a que etapa del ciclo estral correspondían (Cuadro 3). 

Para lo anterior, se realizó un registro fotográfico con una cámara digital 

montada al microscopio. Las muestras vaginales fueron caracterizadas de 

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

1993) (ver Cuadro 3 y Figuras 1, 4 al 7). 

Cuadro 3. Clasificación de las etapas del ciclo estral en los ratones 

hembra y fenotipo celular. 

 Proestro Estro Metaestro Diestro 

Duración 

en horas 
12 8-12 21 65 

Fenotipo 

celular 

vaginal 

Gran 

cantidad 

de células 

epiteliales 

nucleadas 

y pocos 

leucocitos 

Gran cantidad de 

células epiteliales 

queratinizadas 

(placas o escamas 

cornificadas sin 

núcleo visible) y 

pocas células 

nucleadas 

Buena 

cantidad de 

leucocitos y 

pocas células 

epiteliales 

queratinizadas  

Gran cantidad 

de leucocitos, 

pocas células 

queratinizadas 

y algunas 

células 

nucleadas  
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5.7 Toma de muestra sanguínea y determinación títulos de anticuerpos 

Cuatro días después del apareamiento se sacrificaron por decapitación tres 

ratones de cada tratamiento, atendiendo las normas internacionales y la NOM-

062-ZOO-1999. Las hembras restantes de cada tratamiento o grupo después 

del parto también fueron sacrificadas por decapitación y se tomaron muestras 

sanguíneas. En cada caso la sangre se recuperó en tubos Eppendorf de 1.5 

mL y posteriormente se centrifugó a 3000 rpm por 5 min. Los sueros fueron 

almacenados a -20º C hasta la determinación de los niveles de anticuerpos, los 

cuales se determinaron por ELISA usando antígeno dializado y no dializado. 

El procedimiento empleado para la realización de ELISA se describe a en el 

Anexo 1. El promedio de las densidades ópticas observadas en el grupo control 

fueron tomadas como la base. La diferencia en los títulos de anticuerpos de los 

ratones tratados con las vacunas de INHA se calcularon con base a la relación  

entre sus DO con respecto al grupo control como sigue: 

Títulos de Anticuerpo = 
DO promedio del grupo tratado

DO promedio del grupo control
 

5.8 Evaluación de la camada 

Con un marcador permanente las ratonas se identificaron en la cola, y cada 

semana se remarcaron. Al parto se registró el tamaño y peso de la camada 

(Bascula Citizen modelo CT 602 con sensibilidad de 0.01 g), así como el 

número de crías vivas y muertas. Se evaluaron 2 partos consecutivos en las 

hembras que no fueron sacrificadas. 

5.9 Análisis estadístico 

En el caso de las frotis del Papanicolaou, se realizó una descripción fotográfica 

de las etapas del ciclo estral monitoreadas y comparadas con las reportadas en 

la literatura. 

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

un análisis de varianza por el procedimiento GLM de SAS.   

Las variables evaluadas fueron fertilidad, tamaño 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 

Los resultados obtenidos de la citología de las distintas etapas del ciclo estral 

encontradas en los ratones bajo experimentación, así como los títulos de 

anticuerpos obtenidos, fertilidad, tamaño y peso de la camada se presentan a 

continuación.  

6.1. Citología del ciclo estral 

De las 16 hembras muestreadas, en 2 de ellas no se presentaron las 

características bien definidas de la etapa de ciclo estral que correspondía. En 

el Cuadro 4 se puede observar la cantidad de hembras que pasaron en 

diferentes etapas durante un ciclo estral completo (5 días).  

Cuadro 4. Hembras que pasaron en diferentes etapas del ciclo estral del 

9 al 13 de Noviembre 

Etapa Proestro Estro Metaestro Diestro 

Hembras 

pasantes 
13 13 6 15 

 

Las distintas etapas del ciclo estral se caracterizaron por una presentación 

histológica bien diferenciadas (Figura 4 y 5). A continuación se presentan las 

fotografías tomadas en el microscopio a diferentes aumentos, con las 

características de las diferentes etapas del ciclo estral previo a la aplicación de 

la vacuna contra INHA. 

 

En el proestro (Figura 4) se pueden apreciar con distintos aumentos (10X, 40X 

y 100X) las células nucleadas características de esta etapa, también se 

destaca la ausencia de leucocitos.  
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Figura 4. Micrografía de frotis vaginal de ratones hembras en la etapa de 

proestro a distintos aumentos. Nótese las características de mayor proporción 

de células nucleadas. 

 

En el estro (Figura 5) se pueden apreciar con distintos aumentos (10, 40X y 

100X) las células sin núcleo y una ausencia de leucocitos características de 

dicha etapa. 

 

Figura 5. Micrografía de frotis vaginal de ratones hembras en la etapa de estro 

a distintos aumentos. Nótese las características de mayor proporción de células 

sin núcleo  

 

 

 

 

 

 

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

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

Célula con 

núcleo 

Célula sin 

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

100X) las células sin núcleo y la presencia de leucocitos características de 

dicha etapa. 

 

Figura 6. Micrografías de frotis vaginal de ratones hembras en la etapa de 

metaestro a distintos aumentos. Nótese las características de leucocitos y de 

células sin núcleo 

 

 

En el diestro (Figura 7) se pueden apreciar con distintos aumentos (10X, 40X y 

100X) las células con núcleo, muy pocas sin núcleo y presencia de leucocitos, 

características de esta etapa. 

Figura 7. Micrografías de frotis vaginal de ratones hembras en la etapa de 

diestro a distintos aumentos. Nótese las características de mayor proporción 

células nucleadas, leucocitos y menor proporción células sin núcleo. 

  

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

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

Célula sin 

núcleo 

Leucocito 

Célula con 

núcleo 

Leucocitos 

Leucocitos 

Células sin núcleo 
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6.2. Títulos de anticuerpos contra la cadena alfa de inhibina 

Las pruebas de ELISA se realizaron con dos tipos de antígenos de inhibina, a 

saber: inhibina dializada y no dializada en diluciones de 1:10 y 1:20, 

respectivamente. Los resultados de los títulos promedio de anticuerpos se 

presentan en el Cuadro 5.  

 

Cuadro 5. Relación de títulos de anticuerpos positivos/negativos, 

obtenidos en ratones inmunizados con 100 µg de una vacuna de ADN 

contra INHA y 100 µg péptido recombinante. 

Variable 
Relación entre títulos de 

anticuerpos P/N 
Valor de Probabilidad 

Antígeno contra 

inhibina dializada  
2.89 0.05 

Antígeno contra 

inhibina no dializada  
3.90 0.02 

Promedio 3.39 0.007 

P (títulos de anticuerpos positivos) = Ratones hembras inmunizados con 100 

µg de ADN plásmido + 100 µg del péptido recombinante. N (control)= Ratones 

inoculados con solución salina. 

 

Los ratones vacunados presentaron títulos elevados de anticuerpos contra 

INHA  y son estadísticamente diferentes, respecto a los controles. 

 

6.3 Fertilidad, tamaño y peso de la camada 

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

y peso de la camada de ratones.  

Se encontró que cuando a los ratones hembras, se le aplicó la vacuna de 100 

µg de ADN plásmido + 100 µg del péptido recombinante, en promedio, tanto el 

tamaño de la camada como los pesos de la misma son estadísticamente 

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

mediante una vacuna de ADN contra INHA y su péptido recombinante 

Variable 

Tratamiento 

Valor de 

Probabilidad 

100 µg de ADN 

plásmido + 100 µg del 

péptido recombinante 

Control 

Fertilidad 67% (4/6)* 60% (3/5)* 0.05 

Tamaño de camada 8.67 ± 0.88** 4.33 ± 1.67** 0.05 

Peso de camada (g) 16.57 ± 2.53 6.59 ± 2.53 0.05 

* Número de ratones. **Desviación Estándar. 

P<0.05 Diferencias estadísticas significativas con un alfa igual o menor a 0.05 
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7. DISCUSIÓN  

7.1. Etapas del ciclo estral 

De acuerdo a la citología vaginal realizada, se encontró que 100% de las 

hembras presentaban ciclos estrales normales. Con base en los frotis 

realizados y los fenotipos celulares encontrados correspondían en un 90% de 

los casos con las descripciones reportadas en la literatura (De la Cruz Rosa et 

al., 1998;  Cowell et al., 2009). 

La citología vaginal practicada en la etapa de proestro corresponde con la 

mayor proporción de células nucleadas y ausencia de leucocitos.  En la etapa 

de estro corresponde con una mayor proporción de células sin núcleo y sin 

presencia de leucocitos. En el metaestro la mayor proporción corresponde a 

células sin núcleo y menor proporción de leucocitos. Finalmente, en el diestro 

las proporciones son equilibradas entre células con núcleo y leucocitos, 

además de la presencia de células sin núcleo en menor proporción 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. 

7.2 Títulos de anticuerpos 

Los títulos de anticuerpo en los ratones hembras de control fueron considerada 

la base. Sin embargo, los inmunizados contra INHA resultaron con títulos de 

anticuerpo elevados con un promedio de 3.39 veces más con relación 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, tamaño y peso de camada  

La fertilidad, entendida como el número de hembras que concibieron y 

registraron un parto, no fue afectada por el tratamiento de la vacuna INHA ADN 

o INHA rec; lo que está de acuerdo con otros autores (Han et al., 2008; Han et 

al., 2014). 

En esta primera etapa bajo un esquema de experimentación prime boost, la 

vacuna contra INHA en combinación con su antígeno, es capaz de incrementar 

el tamaño 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 tamaño de 

camada en un 16.5% en ratas. En otro estudio con vacunas de ADN, Han et al. 

(2014) reportan incrementos en tamaño 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 adición de péptidos inmunomoduladores del toxoide tetánico 

c) El tipo de adyuvante utilizado en este trabajo fue el Montanide  

d) El esquema de vacunación prime boost que combina la vacuna de ADN 

y el antígeno de INHA recombinante, actúan aumentando la cantidad de 

ovulaciones, lo cual puede ser debido al bloqueo contra INHA, 

permitiendo que la activina promueva la producción y expresión de FSH,  

al competir por los receptores Act ll (Xia y Schneyer, 2009). 

Las vacunas de ADN contra proteínas específicas y diversos agentes 

infecciosos (parásitos, bacterias, virus)  han ganado reconocimiento, desde 

que se comprobó que las vacunas de ADN pueden promover la expresión  de 

proteínas recombinantes in vivo y significativa respuesta humoral y celular 

(Niess et al., 2005). Una de las limitantes que han tenido ya que requieren 

múltiples aplicaciones y altas dosis para su funcionamiento, lo cual lo puede 

hacer impráctico (Han et al., 2014). Sin embargo, su producción puede ser 

fácilmente expandida a bajo costo y no requiere una cadena fría para su 

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

Las etapas del ciclo estral se pueden observar microscópicamente definidas 

cuando se utiliza de forma adecuada la técnica de Papanicolaou. 

Se demostró que hay un aumento en los títulos de anticuerpo al aplicar la 

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

Hubo un incremento del tamaño de camada cerca de un 100%, lo cual puede 

ser al bloqueo contra INHA, permitiendo que la activina promueva la 

producción y expresión de FSH. 

El empleo de la vacuna de ADN contra INHA y su antígeno recombinante 

generó títulos de anticuerpos contra INHA en ratones hembras Balb/c e 

incrementó el tamaño, por lo que es posible que esta respuesta pueda 

multiplicarse en otras especies como ratas y ovejas. 

La aplicación mediante sistemas prime boost y uso de adyuvantes 

mejoradores de la respuesta inmune le dará viabilidad a la vacuna de INHA 

ADN (105-300) para su potencial uso en futuros procedimiento experimentales 

y en producción animal. 
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ANEXO 1 

Soluciones y materiales para prueba de ELISA 

a) Buffer de carbonatos 1X; carbonato de sodio 0.1 M, bicarbonato de 

sodio 0.1 M, pH 9.6  

b) Buffer de lavado 10X; cloruro de sodio 1.25 M, 250 mM tris-HCl pH 7.9, 

Tween- 20 1%. 

c) Buffer de bloqueo 1X; leche descremada 2%, en Buffer de lavado 1X.  

d) Solución reveladora; Preparar ácido cítrico 0.1 M pH 4.5 y citrato de 

sodio 0.1 M pH 4.5. Por placa se mezclan 5 mL del ácido cítrico 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%.  

e) Solución de frenado; ácido sulfúrico 2N.    

f) Vial con 5 ug de OPD (o-phenylendiamine dihydrochloride). vial de 200µl 

por 10ml/placa.  

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

h) Suero control positivo y suero control negativo.  

Procedimiento para la prueba de ELISA para el diagnóstico de 

anticuerpos 

a) 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.  

b) Dejar incubando a 4ºC toda la noche.  

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

4 veces con buffer de lavado 1X.  

d) Bloquear la placa por 1 hora a 37º C colocando a cada pozo 100 μL 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 μL/ pozo. Para 

esto se puede agregar a cada pozo 90 μl de solución de bloqueo y 

después 10 μl del suero problema.  

g) Incubar la placa por 1 hora a 37º C.   

h) Repetir el paso 3 de lavado.   

i) 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.  

j) Repetir el paso 3 de lavado.   

k) Se coloco 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.  

Interpretación   

Se calcula 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.  
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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 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 affine Pure 

goat anti-swine IgG (H+L) 

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