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RESUMEN

En la actualidad existen métodos anticonceptivos para animales machos que permiten
alterar su funcionamiento reproductivo, obteniendo asi una espermatogénesis inactiva. Uno
de estos métodos es la esterilizacion que se realiza en animales machos, la cual consiste en
realizar una intervencion quirdrgica para que el animal no pueda reproducirse. Este método
como los otros ya existentes resultan dificiles de realizar de manera masiva en poblaciones de
perros callejeros. Este proyecto de investigacion se realizé con el objetivo de realizar una
vacuna recombinante anti — LH sintética que tenga la capacidad de suprimir Ia
espermatogénesis adulta murina; especificamente de la especie Mus musculus albinos de
linaje BALB/C. El péptido empleado en la sintesis de la vacuna recombinante anti — LH es
homologo para la especie Canis lupus familiaris, por lo cual el mismo puede ser utilizado en
investigaciones futuras. En esta investigacion se utilizaron 8 animales (machos adultos; edad
30 dias), divididos en dos grupos. El primer grupo estd formado de 4 ratones machos adultos,
los mismo que fueron inoculados con la vacuna recombinante anti — LH, mientras que en el
segundo grupo, también de 4 ratones, fueron inoculados unicamente con adyuvante mas
buffer. Después de dos meses los animales fueron sacrificados para la recoleccion de las
muestras de tejido testicular, las cuales fueron utilizadas para realizar el analisis histologico.
Los resultados que se obtuvieron en el proyecto no fueron los esperados debido a que en los
dos grupos de animales de investigacion se observo una espermatogénesis activa, evidenciada
por la presencia de espermatozoides en la luz de los tubulos seminiferos. Se concluye que la
vacuna recombinante anti — LH no suprime la espermatogénesis adulta murina de la especie
Mus musculus albinos de linaje BALB/C.

Palabras claves: Anticonceptivos, Mus musculus, BALB/C, Canis lupus familiaris,
vacuna recombinante anti — LH, espermatogénesis.



ABSTRACT

Currently, there are contraceptive methods for male animals that allow altering their
reproductive functioning, thus obtaining an inactive spermatogenesis. One of these methods
is sterilisation, which is carried out on male animals and consists of a surgical intervention so
that the animal cannot reproduce. This method, like the others already in existence, is
difficult to carry out massively on stray dog populations. This research project was carried
out with the aim of producing a recombinant synthetic anti-LH vaccine that has the capacity
to suppress adult murine spermatogenesis, specifically of the albino Mus musculus species of
the BALB/C lineage. The peptide used in the synthesis of the recombinant anti - LH vaccine
is homologous to the species Canis lupus familiaris, so it can be used in future research. In
this research, 8 animals (adult males; age 30 days), divided in two groups, were used. The
first group consisted of 4 adult male mice, which were inoculated with recombinant LH
vaccine, while the second group, also consisting of 4 mice, were inoculated with only
adjuvant plus buffer. After two months the animals were slaughtered for the collection of
testicular tissue samples, which were used for histological analysis. The results obtained in
the project were not as expected because in the two groups of research animals an active
spermatogenesis was observed, evidenced by the presence of spermatozoa in the light of the
seminiferous tubules. It is concluded that the recombinant anti - LH vaccine does not
suppress adult murine spermatogenesis of the species Mus musculus albinos of BALB/C
lineage.

Key words: Contraceptives, Mus musculus, BALB/C, Canis lupus familiaris,
recombinant LH vaccine, spermatogenesis
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INTRODUCCION

Los censos que se han realizado en Quito-Ecuador, en algunos proyectos de
investigacion han permitido establecer en el afio 2018 que aproximadamente en la ciudad
existe un perro callejero por cada veintidos habitantes ecuatorianos (Cadena, 2013). Segun el
Instituto de Estadisticas y Censos (INEC), en el Ecuador en el afio 2018 existian 17.096.789
habitantes; en la ciudad de Quito 2.690.150 habitantes, y en la actualidad se estima un
aproximado de 17.451.825 de ecuatorianos (Instituto de Estadisticas y Censos, 2020).
Considerando la relacion 22:1 y el valor de habitantes ecuatorianos, se deduce que en el 2018
en el Ecuador existian aproximadamente 777.127 perros callejeros, tomando en cuenta que la
relacion utilizada es unicamente del censo de perros callejeros realizado en el 2013 dentro del
Distrito Metropolitano de Quito, por lo que el valor obtenido de perros callejeros es una
ponderacion. Utilizando la misma relacion y el mismo criterio anterior, se determina que en
la actualidad existirian aproximadamente 793.265 perros callejeros.

Las cifras aproximadas de perros callejeros son elevadas, por lo que el uso de métodos
de concientizacion es fundamental para que estos animales no residan en las calles y asi que
no llegue a ocurrir una sobrepoblacion de los mismos. Esto representa una problematica de
salud publica, asi como también un problema en el ecosistema tanto urbano como rural y en
el bienestar de los mismos. Se habla de un problema de salud publica, puesto que los perros
que se encuentran abandonados en las calles no tienen los mismos cuidados que aquellos que
se encuentran en un hogar con un aseo adecuado, comida y un techo (Chévez, et al, 2019). El
problema radica en que los perros de la calle, son fuentes de contaminaciéon para el ser
humano puesto que se encuentran en sitios de almacenamiento de basura, lugares poco

higiénicos y contaminados, los mismo permanecen en contacto todo el tiempo con las



personas y otros animales del ecosistema que los rodean, transmitiendo enfermedades que se
pueden evitar si estos estuvieron debidamente vacunados y tuvieran un control reproductivo
para minimizar su procreacion (Salamanca, et al, 2011).

Ante esta situacion, en la actualidad existen diferentes métodos que pueden regular
esta problematica social, los cuales permiten que exista un control reproductivo. Entre estos
tenemos los métodos contraceptivos (anticonceptivos), de los cuales existen los métodos
quirurgicos y los métodos quimicos (De Pedro, 2006).

Los métodos anticonceptivos quirdrgicos utilizados actualmente para los animales
machos son permanentes e irreversibles, los mismos que imposibilitan su reproduccion, sin
embargo este método requiere de una intervencion quirargica, que debe ser realizada por un
profesional veterinario, por lo que tiene un costo monetario (Uribe, et al, 2018). Uno de los
métodos quirtrgicos mas utilizados en los perros es el proceso conocido como orquiectomia,
el cual consiste en extirpar los testiculos del animal macho. Con este procedimiento se
garantiza que no se de la sintesis de los espermatozoides; este método tiene como ventajas,
que el animal no se frustre sexualmente ya que su deseo sexual es nulo, asi como la reduccion
de contraer problemas prostaticos y tumores futuros en los testiculos. De igual forma este
método permite tener un control en la reproduccion del animal puesto que ya no posee el
deseo de buscar pareja en las calles y de esta manera prefiar a varias hembras (Dutan, 2018).
Por otro lado, uno de los métodos mas simples utilizados en los perros es la vasectomia. Este
método consiste en extirpar el conducto deferente del aparato reproductor, que se encarga de
transportar los espermatozoides hacia el exterior del animal; una de las ventajas de este
procedimiento es que es rapido y simple para el médico veterinario por lo que se realiza en
minutos, por otro lado su desventaja es que el animal permanece con una conducta activa de

reproduccion (Vivar, 2016).



Los métodos anticonceptivos quimicos que existen para los animales machos utilizan
hormonas sintéticas, las mismas que tienen la capacidad de interactuar con el organismo del
animal; el sistema nervioso central tiene la capacidad de captar los altos niveles de estas
hormonas y suprimir de manera inmediata el ciclo hormonal natural de los animales (Pelaez,
et al, 2018). Uno de los métodos utilizados en los perros machos es la inyeccion
intratesticular que permite administrar hormonas quimicas y en ocasiones se adiciona
sustancias irritantes, que tiene como objetivo realizar una alteracion en la funcion de los
conductos encargados del transporte de los espermatozoides, mediante el impedimento de su
movilidad; este método es conocido como orquiectomia o vasectomia quimica (Viscasillas &
Aranda, 2010).

Como podemos ver los métodos anticonceptivos nos muestran una solucion real de
cémo manejar la sobrepoblacion de los perros callejeros en el Ecuador — Quito, pero los
perros que se encuentran abandonados por las calles de la ciudad no tienen personas que se
interesen en este problema, por lo que los animales no son llevados a qué se les realicen estos
procedimientos. En el Ecuador, hace aproximadamente tres afios la Secretaria Metropolitana
de Salud y Urbanimal inauguré la campafa de esterilizacion gratuita de animales, para que
los duefios de las mascotas puedan realizar este procedimiento sin costo alguno y que exista
una concientizacion sobre la sobrepoblacion animal (Caiza, 2019); por otro lado, gestionar
una campafia masiva para todos los perros callejeros de la capital, demandaria un alto costo
econdémico, que dificilmente el gobierno podria asumir, no precisamente por falta de recursos
econdmicos, sino porque esta problematica no seria considerada una prioridad (Caiza, 2019).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, este proyecto tiene el objetivo de realizar una
vacuna recombinante de anti —LH que tenga la capacidad de impedir la espermatogénesis en

ratones con el fin de ser probada posteriormente en perros adultos.
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METODOS

Animales de estudio

Se procedi6 a colocar 3 hembras y 2 machos de la especie Mus musculus procedentes de la
ciudad de Guayaquil, en distintas cajas que se encontraban en el Bioterio del Instituto de
Microbiologia de la USFQ. EI 24 de mayo se da inicio a la reproduccion de los ratones hasta
el 31 de mayo. La reproduccion consiste en colocar 2 hembras con 1 macho en 1 caja de
plastico, a continuacion se rotularon todas las cajas. Una vez transcurrido el tiempo de
reproduccion se realizaron los cuidados respectivos de las hembras sin los machos, los cuales
fueron: alimentacion, limpieza y registro. Después de haber transcurrido 15 — 20 dias
aproximadamente, nacieron alrededor de 8 — 10 crias por cada uno de los ejemplares; después
de dos semanas se realizo el destete y la separacion de las crias por sexo en cajas de plastico
modificadas.

Las cajas plasticas se adaptaron para las crias de la siguiente manera: se colocé en la tapa una
malla con celdas de 1 cm aproximadamente para evitar que las crias se escapen. Posterior a
esto se coloco en el interior de la caja 220 g de viruta, 2 recipientes (20 mL) para el alimento
y 2 bebederos de plastico (80 mL). Para el experimento se utilizaron las crias machos; a
continuacion se coloco en una de las cajas modificadas 4 machos, los de experimentacion y
en otra caja se coloco 4 machos del grupo control.

En este experimento se controlé la alimentacion y el hébitat de los especimenes de

experimentacion (limpieza, cambio de la cama y registro de actividades).

Vacuna recombinante de secuencia anti - LH
Para elaborar la vacuna anti — LH, se us6 el conjugado correspondiente a un péptido sintético
de 20 aminoécidos, replicando una porcion de la secuencia LH, asi también como una

proteina inmunogénica vectora transportadora llamada KLH y el adyuvante incompleto de
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Freund, el mismo que se procedid a preparar con la misma formulacion de una vacuna
anticonceptiva inyectable con la forma de emulsion que se le adiciona el conjugado de
proteina. A continuacién, se sometié el conjugado a gasificacion con N (gas), el cual evita
que los grupos sulthidricos de las cisteinas de la proteina KLH y del péptido que deben
reaccionar entre si se oxiden. El tiempo de duraciéon de esta reaccion es de 3 horas
aproximadamente, segun las instrucciones del fabricante de la KLH. Posteriormente se
mezcld el conjugado obtenido con el adyuvante en una relacion volumétrica de 1:1, a
continuacion, se llevo la vacuna al vortex por 3 minutos para que ocurra la emulsificacion de
la misma; finalmente se coloco la vacuna en las jeringas de insulina para la inoculacion de los

animales experimentales (0,1 ml por animal, por via subcutanea).

Vacunacion y monitoreo de los especimenes

Se procedié a escoger de manera aleatoria a 4 ratones machos de los 8 disponibles, a
continuacion, los 4 ratones seleccionados se colocaron en una caja (misma especificacion de
las anteriores cajas) para recibir la vacuna anti — LH y los otros 4 ratones se colocaron en otra
nueva caja para recibir el adyuvante con el buffer (grupo control).

Se inoculd a los 4 especimenes del grupo experimental (vacuna), uno por uno, con una
jeringa de insulina, a cada uno se le colocé 0.1 ml de la vacuna anti — LH; a continuacion se
tomo a cada raton sujetdndolo por el pliegue dorsal cutdneo y colocandolo sobre una
superficie plana en posicion dectbito ventral, después se lo inoculé de manera subcutanea en
el pliegue dorsal més abajo de la posicion de la nuca. Los otros 4 especimenes de la segunda
caja (grupo control) fueron inoculados siguiendo el mismo protocolo anterior, a cada uno se
le colocd 0.1 ml de adyuvante con buffer. Desde el 18 de julio hasta el 22 de octubre se
realizé el monitoreo del experimento; se examino diariamente a cada espécimen del grupo

experimental, observando si los animales presentaban efectos adversos como cambios o
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alteraciones en la zona testicular (hinchazoén, enrojecimiento, disminucidon o aumento de los

testiculos), falta de &nimo e inapetencia, posterior a la vacunacion de los mismos.

Sacrificio de los especimenes

Dos meses después de la vacunacion se procedio a sacrificar a los 4 ratones experimentales y
a los 4 ratones del grupo control. Se utilizé6 un método quimico para el sacrificio, en donde se
coloc6 0,2 ml del farmaco Euthanex a cada uno de los especimenes de la siguiente manera: se
tom6 a cada raton del pliegue dorsal cutdneo de la nuca colocandolo en posicién dectbito
supino y se inyectd el fairmaco de manera intraperitoneal esperando durante 5 minutos.
Pasado este tiempo se realizd la comprobacion del fallecimiento del animal mediante la

examinacion del latido del corazon y respuestas a estimulos dolorosos.

Diseccion de los especimenes

Se realiz6 la diseccion de los 4 ratones experimentales y de los 4 ratones del grupo control.
Se coloco a cada uno de los animales sobre una tabla limpia en posicion ventral (decubito
supino) y se clavo con alfileres las extremidades de los mismos en la tabla, se realiz6 un corte
en la parte caudal del abdomen con una tijera y se corté la piel desde la parte caudal hasta la
parte craneal del abdomen del animal, posterior a esto, con la ayuda de una pinza se sujeto la
piel del animal para realizar la extraccion de los testiculos del mismo y colocarlos en un tubo
Falcon de 10 ml de capacidad que contenia 8 ml de fijador Bouin.

Para preparar el fijador Bouin se procedi6 a colocar en una probeta de 100 ml de capacidad
70 ml de 4cido picrico saturado, seguido de 5 ml de acido acético glacial y finalmente 25 ml

de formaldehido al 37% v/v.

Analisis histologico

Inclusion de organos.
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Una vez que los 6rganos fueron fijados por el Bouin durante 48 horas, se realizé la inclusion
en parafina de los mismos mediante la deshidratacion por medio de alcoholes en
concentraciones crecientes. Primeramente se retiraron los 6rganos de la solucion Bouin para
cortarlos con un bisturi por la mitad y colocarlos en el cassette de inclusion. Cada cassette fue
debidamente identificado con un lapiz de grafito; una vez realizado este proceso con cada uno
de los cassettes se colocaron en un vaso de precipitacion de 1000 ml y se lo lleno hasta cubrir
los cassettes con etanol al 70% durante 15 minutos, después se descart6 el etanol al 70% y se
cubrieron los cassettes con etanol al 95% durante 40 minutos, posterior a esto se descart6 el
etanol al 95% y se cubrieron los cassettes con etanol al 100% durante 20 minutos, después se
lavo 3 veces, posterior a esto se descarto el alcohol al 100% y se cubrieron los cassettes con
el xilol 1 durante 10 minutos, después se descarto el xilol 1 y se cubrieron los cassettes con el
xilol 2 durante 2 minutos y se lavd 2 veces, posterior a los dos lavados del xilol 2 se descarto
el mismo y se cubrid los cassettes con el xilol:paraplast 2:1 durante 45 minutos, después se
cubrieron los cassettes con Paraplast durante 1 hora 2 veces, procurando que el compuesto no
se solidifique durante este periodo de tiempo con la ayuda de una estufa a 52 °C.
Posteriormente se sacaron las muestras de los cassettes para ser incluidas en bloques de
parafina, para lo cual se utilizd moldes histologicos de metal, finalmente se dejo reposar las

muestras toda la noche a -18 °C para obtener una correcta solidificacion de las mismas.

Microtomo.
Se llevaron las muestras con hielo (mantenerlas frias) al laboratorio de histologia del
COCIBA para realizar los cortes de 5 pm en el micrétomo de cada una de las muestras
incluidas en parafina. Para este fin, se coloc6 cada muestra en el micr6tomo, una por una,
para realizar los cortes de las mismas; una vez obtenido el corte de la muestra, con la ayuda

de una espatula se toma el corte de la muestra y se la colocod en un bafio de flotacion a una
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temperatura de 41°C, después se toma un portaobjetos, previamente cubierto con polilisina, y
se lo colocd en un adngulo de 45 ° de la muestra para que se pegue en el portaobjetos,
finalmente se colocaron los portaobjetos en una bandeja a temperatura ambiente por al menos

12 horas.

Remocion de parafina.
La remocion de parafina de las muestras, se da mediante lavados con xilol y alcoholes
decrecientes. Se colocaron los portaobjetos en una cubeta de tincion (los portaobjetos de los
extremos deben mostrar el tejido hacia el interior), a continuacion se llen6 la cubeta de
tincion con xilol, 3 veces durante 3 minutos. Se lleno la cubeta con etanol al 100% durante 1
minuto, después se descartd el etanol al 100% y se llend la cubeta con etanol al 95% durante
un minuto, posteriormente se descartd el etanol al 95% y se llen6 la cubeta con agua destilada
para realizar 2 lavados, cada uno durante 3 minutos, después se realizd la tincidon con
Hematoxilina de Harris durante 15 segundos, retirando el excedente con un lavado de agua
destilada, a continuacion se realizo un lavado con agua de grifo a chorro pequefio durante 10
minutos para que el colorante se diferencie; posterior a esto, se realizé una deshidratacion de
las placas de la siguiente manera: se colocaron las placas en la cubeta y se cubrieron con
etanol al 95% durante 1 minuto dos veces, a continuacion se descart6 el etanol al 95% y se
coloco etanol al 100% durante 1 minuto dos veces, después se coloco xilol 1 durante 1
minuto, a continuacion se descarto el xilol 1 y se coloco xilol 2 durante 1 minuto, posterior a
esto, se coloco xilol 3 durante 1 minuto. Después se colocd dos gotas de medio de montaje
sobre cada una de las placas y se puso con cuidado el cubreobjetos sobre cada una, se dejo
que reposaran durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo se procedio a observar en un
microscopio Optico utilizando los objetivos 10x y 40x la morfologia de los tejidos

testiculares.
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RESULTADOS
En la presente seccion se muestran los resultados de la parte experimental. Se utiliz6 la
prueba estadistica X*, siendo esta prueba la que mejor se ajusta al disefio experimental
planteado y a la hipdtesis alternativa utilizada en el proyecto de investigacion.
La histologia de los especimenes experimentales (vacunados) y los pertenecientes al grupo
control; muestran una espermatogénesis activa, la cual es evidente por la produccién de
espermatozoides que se encuentran el tibulo seminifero (Figura 1).
La presencia de espermatogénesis en los individuos adultos de la especie Mus musculus
ocurrid en ambos grupos experimentales (Tabla 1). Las frecuencias del efecto de la vacuna
recombinante anti — LH, y del grupo control fueron similares (Tabla 1).
La tabla 2 presenta resultados similares, en términos de niimeros absolutos de los animales
utilizados.
Los resultados obtenidos en las tablas 1 y 2 se expresan en niimeros absolutos esperados y
obtenidos en la tabla 3.
La dispersion de la espermatogénesis obtenida se muestra con una linea continua de color
turquesa, que indica que no existid ninguna variacion entre el experimento vacuna y el
experimento control (Figura 2). La dispersion de la espermatogénesis esperada se muestra
con una curva de color violeta, lo que indica una variacion entre el experimento vacuna y el
experimento control (Figura 2). Adicionalmente la figura 2 ensefia el nimero total de

animales utilizados en el experimento control y el experimento vacuna.
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DISCUSION

La vacuna recombinante anti — LH tienen una formulaciéon de una vacuna
contraceptiva inyectable en forma de emulsion; la vacuna utilizada en la fase de
experimentacion fue disefiada con el objetivo de suprimir la espermatogénesis adulta murina,
asi también como ser un método contraceptivo que nos permitiera controlar la reproduccion
de los animales. Con el analisis de los resultados, se puede observar que la accion de la
vacuna no fue lo que se esperaba, debido a que existe una espermatogénesis activa en el
grupo experimental y en el control, lo que indica que las células de Leydig tenian un
funcionamiento normal en el organismo de los animales vacunados y de los controles. La
actividad y el funcionamiento de estas células que permiten la produccion de
espermatozoides, se encuentra dirigida por las gonadotropinas, especificamente por la
hormona luteinizante (LH), por este resultado obtenido la vacuna recombinante anti — LH no
inactivo la gonadotropina LH, obteniendo un resultado diferente a lo esperado (Kumar, et al,
1997).

Una de las razones por las que la vacuna recombinante anti — LH no cumplio su
funcién pudiera ser por el péptido utilizado, se debe recalcar que el mismo es una secuencia
especifica que fue escogida de la secuencia de la hormona luteinizante por técnicas
bioinformaticas. Seglin estudios la hormona luteinizante tiene varias isoformas, esto quiere
decir que la proteina LH puede presentar distintas formas que se dan durante el proceso de
sintesis, debido a que esta proteina tienen cambios a nivel post — traduccional, generando asi
sus diferentes formas (Marelli, et al, 2013; Ortega, et al, 2016). Por lo que se pudo utilizar
una isoforma de la proteina LH para la elaboracion del péptido provocando asi que la
produccion de los anticuerpos que debian inactivar la hormona LH, no lo hicieran debido a

que los anticuerpos tuvieran una forma distinta a la hormona luteinizante producida en el
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cuerpo de los animales dando como resultado una espermatogénesis activa en los animales
vacunados puesto que la proteina LH endogena no fue inactivada.

Otro factor importante es el tamafio del péptido utilizado para la formulaciéon de la
vacuna recombinante anti — LH, puesto que el mismo solo estaba conformado por 20
aminoacidos, en donde la secuencia de los primeros 10 aminodcidos se repite para conformar
asi el total de los 20 aminoacidos, al final del mismo se encontraba un residuo de cisteina.
Segun investigaciones en las que se habla de la elaboracion de vacunas, nos indican que es
necesario utilizar mas copias del péptido un ejemplo es lo que realizaron en el estudio de la
vacuna contra el Plasmodium vivax en donde se utilizaron 28 péptidos de 20 aminoacidos
pero estos se encontraban traslapados con 10 residuos cada uno de estos, obteniendo al final
la totalidad de la proteina (Herrera, et al, 2005). El tamafio del péptido es un factor
importante puesto que al ser una secuencia especifica escogida de la proteina LH este puede
ser procesado de manera inmediata mediante la respuesta innata del sistema inmune puesto
que era muy pequeio, lo que imposibilitdé que exista una respuesta humoral para que se de la
formacion de los anticuerpos que serian capaces de inactivar la hormona luteinizante y por
deficiencia de la misma no se hubiera dado la formacion de las células de Leydig que actian
en la produccion de los espermatozoides (Tami, 1999).

Por ultimo se considerd que el lugar en donde se encontraban los animales de
investigacion durante el periodo de monitoreo, el cual inicié después de la inoculacion de los
animales con la vacuna recombinante anti — LH, les podria haber provocado estrés debido a
que el area en donde se encontraban las cajas con los animales estaba compartida con otros
animales del bioterio y existia un flujo de personas durante todo el dia, las mismas que entran
y salian. Segun algunos estudios realizados el estrés de los animales puede generar
alteraciones en el sistema inmune, el funcionamiento endocrino como también la funcion

neuronal de los animales (Castellanos, et al, 2006). Por lo que se pudo ver afectada la
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produccion de la hormona luteinizante, asi también como la respuesta humoral del sistema
inmune, evitando la formacion de anticuerpos en respuesta de la vacuna anti — LH inoculada
a los animales (Sanchez, et al, 2007).

En un futuro se podria realizar un estudio utilizando un andlogo de la hormona
luteinizante con la ayuda de la investigacion del analogo de GnRH para obtener resultados
similares y poder bloquear tanto el GnRH como la proteina LH y tener resultados mas
prometedores en la supresion de la espermatogénesis animal. También se podrian crear los
anticuerpos con la capacidad de inactivar la hormona luteinizante en el laboratorio para estos
ser colocados en los especimenes de estudio y poder evaluar los efectos que los mismos
tendrian ante este tratamiento. Utilizando como guia los estudios del laboratorio de fisiologia
y endocrinologia animal de la Universidad de Concepcioén (Recabarren, et al, 2006) y los

estudios del Instituto Nacional de Endocrinologia de Cuba (Castellanos, et al, 2002).
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CONCLUSIONES

Como se observo los resultados obtenidos no fueron los esperados por lo que se
concluye que este proyecto de investigacion proporciona informacion valiosa, que puede ser
utilizada en futuras investigaciones y asi lograr que la vacuna recombinante anti — LH
suprima la espermatogénesis animal en su totalidad. Se deben realizar mas estudios del
funcionamiento del péptido para asegurar la funcionalidad de la vacuna en el interior de los
animales, asi también como mads investigaciones sobre la formulacion de la misma para que
esta tenga el efecto esperado en los animales de investigacion y en un futuro pueda ser
utilizada en la especie Canis lupus familiaris logrando asi la obtencién de una vacuna
sintética capaz de suprimir la espermatogénesis animal en estas especies.

En la actualidad se sigue trabajando con este proyecto en busca de obtener los
resultados esperados, asi como también se estan, realizando mejoras en la elaboracion de la
vacuna para la obtenciéon de un producto recombinante, el cual utiliza un péptido que es
especifico, el mismo que se obtuvo de la secuencia de la hormona luteinizante.

Se espera en un futuro obtener resultados efectivos con la elaboracion de esta vacuna
recombinante anti — LH, para que pueda ser utilizada en los perros domésticos de la ciudad de
Quito y que contribuya al control de la reproduccidon animal en esta ciudad, brindando asi una
solucion efectiva para la sobrepoblacion de estos animales que genera un problema de salud

publica.
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ANEXO A: RESULTADOS DE LA HISTOLOGIA TESTICULAR

Espermatogénesis
activa

Grupo Vacuna

Grupo Control

Figura 1. Histologia del testiculo de animales vacunados con la vacuna anti — LH (grupo
vacuna) y de animales inoculados con adyuvante mas buffer (grupo control) .
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La figura muestra un corte de los testiculos de ambos experimentos, a los cuales se les realizo
histologia para la identificacion de espermatozoides. En los cortes se observa una
espermatogénesis activa por la presencia de espermatozoides en el tubulo seminifero.

ANEXO B: FRECUENCIAS DE LOS DIFERENTES EXPERIMENTOS

Tabla 1: Frecuencias observadas en el experimento control y experimento vacuna.

Presencia de Espermatogénesis

Ausencia de Espermatogénesis

Experimento Control

4/4 =1

0/4=0

Experimento Vacuna

4/4 =1

0/4=0

La tabla muestra las frecuencias obtenidas en el experimento control y el experimento
vacuna. Se obtiene un valor de 1 en la frecuencia debido a que en ambos experimentos los 4

individuos presentaron una espermatogénesis activa.

ANEXO C: RESULTADOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS

Tabla 2: Resultados obtenidos de las muestras testiculares de los especimenes del
experimento control y el experimento vacuna.

Presencia de Espermatogénesis

Ausencia de Espermatogénesis

Experimento Control

4

0

Experimento Vacuna

La tabla muestra que en el experimento control los 4 especimenes tienen una
espermatogénesis activa al igual que los 4 especimenes del experimento vacuna. En ambos
experimentos se obtiene un resultado de 0 especimenes con espermatogénesis inactiva.
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ANEXO D: ESPERMATOGENESIS ESPERADA VS ESPERMATOGENESIS
OBTENIDA

Tabla 3: Espermatogénesis esperada vs Espermatogénesis obtenida en animales vacunados

con la vacuna anti — LH (vacuna) y animales inoculados con adyuvante mas buffer (control).

Nimero de animales | Espermatogénesis Esperada | Espermatogenésis Obtenida
1 (control) 1 1
2 (control)
3 (control)
4 (control)
5 (vacuna)
6 (vacuna)
7 (vacuna)
8 (vacuna)

NN —|—]|—
et | et | | |t | |

Positiva (presencia) = 1

Espermatogénesis - .
P 5 Negativa (ausencia) = 2

La tabla 3 muestra el total de animales de experimentacion y el subgrupo al que pertenece
cada individuo. En la tabla se encuentra la espermatogénesis esperada y la obtenida, cada
individuo tiene un distinto nimero que representa lo siguiente: 1 presencia de
espermatogénesis y 2 ausencia de espermatogénesis.



ANEXO E: ESPERMATOGENESIS ESPERADA VS ESPERMATOGENESIS
OBTENIDA

Figura 2: Espermatogénesis esperada vs Espermatogénesis obtenida en los experimentos del

grupo vacuna (inoculacién vacuna anti — LH) y del grupo control (inoculacion adyuvante mas
buffer).

Espermatogénesis
2 2 2 2
| |
vacuna

| |
u u u u | u u u

| |

control
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Numero de animales

*“Espermatogénesis Esperada ¥ Espermatogenésis Obtenida

La figura muestra la relacion entre la espermatogénesis obtenida y la espermatogénesis
esperada de los 8 individuos utilizados en los diferentes experimentos. El control con 4
individuos experimentales y vacuna con 4 individuos experimentales.
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