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RESUMEN

El control poblacional de ciertas especies animales ha sido un tema de gran interés durante
muchos afios a nivel mundial. Por este motivo, se ha investigado una técnica denominada
inmunocontracepcion, como una estrategia alternativa a la técnica de castracion quirdrgica
tradicional. El propdsito de esta investigacion, fue determinar el efecto de una vacuna
recombinante anti-LH para la inmunocontracepcién en roedores, asi como las caracteristicas
del tejido testicular a nivel histopatologico y el comportamiento de los animales vacunados.
Los animales fueron inyectados de forma subcutanea con 100 pL de la vacuna recombinante
anti-LH, la cual contiene un conjugado de una secuencia de LH y una proteina immunogénica
vectora (KLH) con adyuvante incompleto de Freund. La muestra estaba comprendida por un
grupo de 16 ratones prepuberales (15 dias de edad) de la especie Mus musculus BALBI/c,
dividida de forma aleatoria en dos subgrupos: grupo control (n=8) y grupo vacuna (n=8). En
esta investigacion, la vacuna recombinante no condujo a observar cambios significativos a
nivel testicular, por lo tanto, no inhibe la espermatogénesis ni la pubertad de los animales
sometidos al tratamiento. La presente investigacion, toma importancia, porque se convierte en
una herramienta valiosa para otros investigadores y estudios futuros, con el fin de establecer
estrategias o protocolos mas especificos, y asi lograr la inmunocontracepcion deseada en esta
y otras especies animales.

Palabras clave: Inmunocontracepcion, vacuna recombinante, anti-LH, roedores, tejido
testicular, espermatogénesis, pubertad.



ABSTRACT

The population control of certain animal species has been a topic of great interest for many
years worldwide. For this reason, a technique called immunocontraception has been
investigated as an alternative strategy to the traditional surgical castration technique. The
purpose of this research was to determine the effect of a recombinant anti-LH vaccine for
immunocontraception in rodents, as well as the characteristics of testicular tissue at the
histopathological level and the behavior of vaccinated animals. The animals were injected
subcutaneously with 100 puLL of recombinant anti-LH vaccine, which contains a conjugate of an
LH sequence and an incomplete Freund's adjuvant immunogenic vector protein (KLH). The
sample was comprised of a group of 16 pre-puberty mice (15 days old) of the species Mus
musculus BALB/c, randomly divided into two subgroups: control group (n=8) and vaccine
group (n=8). In this research, the recombinant vaccine did not lead to significant changes at the
testicular level, therefore, it does not inhibit spermatogenesis or puberty in the treated animals.
The present research, takes importance, because it becomes a valuable tool for other researchers
and future studies, to establish more specific strategies or protocols, and thus achieve the
desired immunocontraception in this and other animal species.

Key words: Immunocontraception, recombinant vaccine, anti-LH, rodents, testicular tissue,
spermatogenesis, puberty.
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia, los esfuerzos humanos para controlar el comportamiento
reproductivo de todo tipo de animales, ha representado un desafio (Palmer et al., 2018). El
método mas utilizado ha sido la castracién quirirgica, que se realiza de forma rutinaria a
machos prepuberales con varios fines, como la disminucion de olores asociados a la carne o la
reduccion de comportamientos agresivos (Palmer et al., 2018). Sin embargo, esta practica
puede ocasionar complicaciones graves, como infecciones microbianas y dolor inevitable en
los animales. Por lo tanto, se ha sugerido un método alternativo a la castracion quirargica
tradicional, conocido como inmunocontracepcion, el cual se basa en el desarrollo e
implementacion de técnicas farmacologicas seguras y poco dolorosas que involucran hormonas

reproductivas (Park, Byung-Joo et al., 2017).

El mecanismo de la inmunocontracepcion, consiste en activar el propio sistema inmune
del animal, con el fin de generar anticuerpos contra las hormonas reproductivas enddgenas,
provocando su neutralizacion, como consecuencia, se crea una inhibicion de la maduracion

testicular y la fertilidad en animales machos (Park, Byung-Joo et al., 2017).

Es importante mencionar que el regulador de la funcion reproductiva en las diferentes
especies de mamiferos, es el eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal y una de las hormonas
sexuales mas importantes es la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) (Song et al.,
2012). La GnRH al ser una hormona hipotaldmica, se encarga de estimular la liberacion desde
la hipéfisis anterior de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH),
con el propésito de promover la maduracién de la espermatogénesis en machos y los foliculos
ovaricos en hembras (Song et al., 2012). La hormona luteinizante (LH), la cual es una

glucoproteina heterodimérica, actia sobre las células de Leydig en los testiculos, siendo la
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principal hormona reguladora de la secrecion de testosterona, la cual se encarga de estimular

la produccion de los espermatozoides (Haschek et al., 2010).

Eski y sus colaboradores en el 2019, sefialan que la vacuna recombinante anti-GnRH,
es una alternativa efectiva a la castracion quirurgica en animales, sin embargo, no se menciona
que una dosis Unica de la hormona LH, inhiba por completo la espermatogénesis en ratones
prepuberales. Para una inmunizacion rapida y un efecto de inmunocastracién a largo plazo, se
desea un protocolo de dosis Gnica (Ulker et al., 2009). La duracion de la inmunizacion y la
cantidad de dosis que se necesitan para generar el efecto deseado de la vacuna, se relacionan
por el tipo de sistema de administracion, el cual consiste en una liberacion de antigeno y

adyuvante de manera lenta (Eski & Alan, 2016).

Por otro lado, la vacuna recombinante anti-LH, se obtiene de la conjugacion de una
secuencia de LH y una proteina immunogeénica vectora (KLH) con adyuvante incompleto de
Freund, la cual se espera que actué inhibiendo la secrecion de hormonas gonadotroéficas, lo que
conduce a generar una atrofia del tejido testicular, reduccion de la espermatogeénesis,
conduciendo a la ausencia de comportamientos reproductivos. Se debe considerar el nimero
de dosis de la vacuna anti-LH a ser inoculada en los animales, debido a que no todos los

individuos responden de la misma forma (Eski et al., 2019).

Con todos los antecedentes, el presente estudio, tiene como objetivo determinar el
efecto de una vacuna recombinante anti-LH sobre la espermatogénesis murina prepuberal (15
dias de edad) de la especie Mus musculus. Ademas, se analizara y observara histolégicamente

como la vacuna disefiada actua en los tejidos testiculares de cada roedor.
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MATERIALES Y METODOS

La metodologia descrita a continuacion se baso en la investigacion de Miller, et al

2008, con modificaciones realizadas por Aponte, 2019.

Manejo de animales de experimentacion (aclimatacion, alimentacion, condiciones
generales):

Los ratones utilizados en este experimento, fueron roedores de la especie Mus
musculus, BALB/c los cuales nacieron, se criaron y se mantuvieron en el Bioterio del Instituto
de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ), durante dos meses. Para
la realizacion de este estudio se contd con el correspondiente permiso del Comité de Etica en
el uso de Animales de la USFQ. Las madres de los ratones al igual que los reproductores, se
adquirieron desde la ciudad de Guayaquil, una vez que se obtuvieron los ratones, se colocé en
cada caja de plastico dos hembras y un macho. Dentro de una semana, las hembras quedaron
prefiadas y después de 20 dias nacieron sus crias. Cada hembra tuvo de 8 a 12 ejemplares. Una
vez que los ratones nacieron, estos se mantuvieron con sus madres hasta la segunda semana de
vida, después las madres fueron aisladas al igual que los machos reproductores. Para realizar
esta investigacion, se utilizaron 16 crias, los cuales eran machos prepuberales (edad 15 dias)

(Miller, et al., 2008).

Durante el estudio, se separaron en dos areas las instalaciones del Bioterio del Instituto
de Microbiologia de la USFQ, el cual cuenta con una dimision de 50 metros cuadrados. Las
dos areas separadas varian en tamafio de 20 a 25 metros cuadrados cada una. En la primera
aérea, se mantuvieron a los ratones en cajas de almacenamiento de plastico transparente con
tapa, estas cajas se colocaron en el segundo piso de una repisa de metal, con el fin de obtener
las condiciones de aclimatacion adecuadas. En las tapas de cada caja se coloc6 malla de

alambre soldado (celdas 1cm), viruta (0,5 Ib), 2 bebederos de plastico tipo tubo con dispensador
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de 80ml y 2 recipientes de plastico para alimento con una capacidad de 20ml. Se utilizaron en
total 4 cajas de almacenamiento de plastico transparente con tapa, dentro de las cuales se

encontraba una poblacion de 4 ratones (Miller, et al., 2008).

En la segunda &rea, se encontraba el dispensador de agua, dos muebles de madera,
materiales de limpieza, balanceado para roedores, bebederos, pepas de girasol y viruta. En este
experimento el agua y la comida fue provista de forma ad libitum, adicionalmente, pasando
dos dias en la mafiana (9am), se colocaban 12 pepas de girasol en cada caja. Con lo que respecta
a la limpieza, esta consistia en desechar y reemplazar la viruta usada por una limpia de cada
una de las cajas, este cambio se realizo cada 4 dias. Las actividades fueron registradas en una

hoja con el nombre de la persona responsable y la fecha (Miller, et al., 2008).

Elaboracion de la vacuna recombinante anti-LH:

Para la elaboracion de la vacuna, se utiliz6 un conjugado de una secuencia de LH y una
proteina immunogénica vectora (KLH) con adyuvante incompleto de Freund, el cual se preparo
como una formulacion de vacuna inmuno anticonceptiva de una inyeccion en forma de
emulsion. La proteina KLH se combind con el péptido simultaneamente con gaseamiento con
N2 para evitar la oxidacion de los grupos sulfhidrilos de las cisteinas reaccionantes. Esta
reaccion tuvo una duracion de 2 horas. Posteriormente, se mezcld este conjugado con el
adyuvante en relacion volumétrica 1:1 y se sometié por 3 minutos a vortex intenso a fin de
emulsificar la vacuna, la cual fue administrada inmediatamente a los animales (Aponte, Cubas

y Méndez, 2019).

Vacunacion, monitorizacion de los animales vacunados:
Después de la elaboracion de la vacuna, se dividid al grupo de 16 animales en dos
subgrupos de forma aleatoria. EI primer subgrupo que estaba conformado por 8 ratones (4

ratones en cada caja de plastico) recibid la vacuna anti-LH y el segundo subgrupo (control), el
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cual estaba conformado por los otros 8 ratones (4 ratones en cada caja de plastico), recibid
adyuvante con buffer (sin conjugado). Los animales fueron inoculados a las dos semanas de
edad utilizando una jeringa de insulina. En este caso, se administré la vacuna de forma
subcutanea en el pliegue dorsal del animal, cerca del cuello. Para realizar la inoculacién, se
sujet6 al animal del pliegue cutéaneo con el dedo indice y pulgar de forma horizontal sobre una
superficie dura de apoyo, posteriormente, se introdujo la aguja, con una cantidad de 100 uL en

cada roedor (Miller, et al., 2008).

Una vez que los individuos fueron vacunados, se realizd la monitorizacion de cada
animal, la cual consistia en revisar la presencia de efectos adversos que pudieran presentar los
animales después de recibir la vacuna, como: decaimiento, pérdida de apetito, enrojecimiento
0 hinchazén del sitio de la puncion o aumento o disminucion de la zona testicular. Este

monitoreo se realizo durante dos meses (Miller, et al., 2008).

Sacrificio, recoleccion de muestras del tejido testicular de los animales vacunados:

El sacrificio de los animales se llevé a cabo después de dos meses de la inoculacion de
la vacuna. Se ejecutdé un metodo de sacrificio humanitario y poco doloroso, seguro para el
animal y personal, el método que se usé fue el quimico, donde se inoculé de forma
intraperitoneal (el animal se coloc6 en decubito supino), una cantidad de 0,2 ml del farmaco
conocido como Euthanex. Posteriormente, se comprob6 que el animal haya fallecido revisando
sus constantes, en este caso el latido del corazén y comprobacion de dolor profundo, una vez
que se evidenci6 que el animal estaba completamente muerto, se procedi6 a colocar al roedor

en decubito dorsal y se ejecutd la diseccion (Veite-Schmahl et al., 2017).

Primero, se realizd un corte pequefio en la parte caudal del abdomen, con la ayuda de
una tijera mayo recta, a partir de este corte se desprendi6 capa por capa la piel del raton desde

la parte méas caudal hasta la craneal, sin dafiar ningtn 6rgano. Una vez que se retird la piel y
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grasa, se observaron los érganos (Veite-Schmahl et al., 2017). Después, con la ayuda del bisturi
y las pinzas anatémicas, se extrajo de forma cuidadosa cada 6rgano, una vez que se extrajeron
los Grganos, se tomaron muestras con un tamafio aproximado de 5mm del corazon, higado,
pulmon, cerebro y lo mas importante los testiculos, con el fin de observar si existieron 0 no
cambios a nivel histolégico (espermatogénesis) o algun otro tipo de alteracién patoldgica a
causa de la vacuna en los demas 6rganos. Este procedimiento se realiz6 comprobando los
6rganos del subgrupo 1 con los 6rganos del subgrupo 2 (control). Cada muestra fue almacenada
en tubos de 5ml con una cantidad de 2 ml de fijador de Bouin, con el fin de preservar la

morfologia de los 6rganos (Miller et al., 2008).

Analisis histopatoldgico de las muestras de tejido testicular:

Una vez que se obtuvieron las muestras de los testiculos del fijador, estas fueron
procesadas mediante una serie de pasos de deshidratacion en alcoholes para su inclusion en
parafina. El protocolo de deshidratacion consistié en lo siguiente: etanol al 70% por 15 minutos
(2 veces), etanol al 95% por 40 minutos (1 vez), etanol al 100% por 20 minutos (3 veces), xilol
por 10 minutos, xilol por 5 minutos (2 veces), xilol: Paraplast (1:1) por 45 minutos, xilol:
Paraplast (1:2) por 45 minutos, y Paraplast por 1 hora (2 veces). Finalmente, las muestras
fueron infiltradas en parafina, donde se utilizé para su fijacion casetes histologicos, ademas,
las muestras se almacenaron a 4°C hasta la realizacidn de cortes (5 um de espesor) con la ayuda
de un micrétomo. Los cortes de tejido fueron colocados en un bafio de flotacién a 40°C, para
luego ser recolectados con un portaobjetos limpio previamente cubierto con polilisina (Miller,

et al., 2008).

Para la remocion de la parafina de la muestra de tejido, se realizd otro lavado con
alcoholes. El protocolo fue el siguiente: xilol por 3 minutos (3 veces), etanol 100% por 1 minuto
y etanol 95% por 1 minuto. Se deshidrato el tejido con agua destilada por 3 minutos (2 veces),

y posteriormente se realiz6 una tincion con Hematoxilina de Harris durante 15 segundos
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exponiendo el tejido testicular al colorante. Se lavo el excedente de las laminas con agua
destilada y se mantuvieron en agua corriente (chorro pequefio) durante 10 minutos para lograr
la diferenciacion del colorante. A continuacion, las placas fueron deshidratadas nuevamente
con etanol 95% por 1 minuto (2 veces), etanol 100% por 1 minuto (2 veces) y xilol por 1 minuto
(3 veces). Después, se colocd dos gotas de medio de montaje sobre las muestras de tejido
testicular en el portaobjetos, y se cubri6é cuidadosamente con el cubreobjetos. Se dejé reposar
las laminas durante 24 horas. Por dltimo, se observd la morfologia de los tejidos y estadio de

la espermatogénesis por microscopia dptica a 10x y 40x (Miller, et al., 2008).

Todos los datos fueron registrados en hojas de papel bond, donde se proporciond un
valor de 1 a la espermatogénesis negativa y un valor de 2 a la espermatogénesis positiva.
Después, las observaciones fueron tabuladas con la ayuda de una computadora en el programa
Word, y posteriormente la prueba estadistica se realizé en el programa Startical Product and

Service Solutions (SPSS).
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RESULTADOS

Después de observar la morfologia de los tejidos y los estadios de la espermatogénesis

por microscopia Optica se obtuvo lo siguiente:

HRET

Figura 1: Corte transversal de un testiculo que pertenece a un ratén prepuberal
(15 dias de edad) de la especie Mus musculus, el cual recibié adyuvante con
buffer (sin conjugado). Se pueden observar diferentes tubulos seminiferos (Ts),
espermatogonias (Eg), espermatocitos primarios (Epl), espermatidas (Et) y

espermatozoides (Ez). Tincién: Hematoxilina de Harris. 40X.
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Figura 2: Corte transversal de un testiculo que pertenece a un ratén prepuberal
(15 dias de edad) de la especie Mus musculus, el cual recibié la vacuna anti-LH.
Se pueden observar diferentes tabulos seminiferos (Ts), espermatogonias (Eg),
espermatocitos primarios (Epl), espermatidas (Et) y espermatozoides (Ez).

Tincién: Hematoxilina de Harris. 40X.
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Figura 3: Presencia y ausencia de la espermatogénesis en dos subgrupos
de ratones prepuberales (15 dias de edad) de la especie Mus musculus. La
barra de color verde, corresponde al subgrupo de 8 ratones que recibid
adyuvante con buffer (sin conjugado) y la barra de color tomate, representa

al subgrupo de los otros 8 ratones que se inocularon con la vacuna anti-LH.



Tabla 1: Frecuencias observadas en el efecto de una vacuna

recombinante anti-LH sobre la espermatogénesis de 16 ratones

prepuberales (15 dias de edad) de la especie Mus musculus.

Espermatogénesis + Espermatogénesis -
8 0
Grupo °_q 2-0
vacuna B 8
8 0
Grupo °_q 2-0
control 8 8

Tabla 2: Presencia de espermatogénesis en los dos subgrupos de

ratones prepuberales (15 dias de edad) de la especie Mus musculus.

Espermatogénesis + Espermatogénesis -
Grupo
vacuna 8 0
Grupo
control 8 0

El primer subgrupo corresponde a los 8 animales que recibieron la

vacuna Y el segundo subgrupo corresponde a los otros 8 animales que

recibieron adyuvante con buffer (sin conjugado).

Prueba Estadistica:

19

Al ejecutar la prueba estadistica (Chi cuadrado) en el programa conocido como Startical

Product and Service Solutions (SPSS), se obtuvo un valor calculado de P= 1, es decir que todos

los individuos se comportaron de la misma forma.
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Figura 4: Presencia de espermatogénesis obtenida vs espermatogénesis
esperada en 16 ratones prepuberales (15 dias de edad) de la especie Mus
musculus. El color azul representa la espermatogénesis que se obtuvo al
finalizar el experimento y el color tomate representa la espermatogénesis que

se esperaria obtener al finalizar el experimento.
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DISCUSION

Durante algunas décadas, la actividad reproductiva de varios tipos de animales,
especialmente de caninos, ha generado gran interés en los seres humanos (Kutzler & Wood,
2006) (Siel et al., 2020). La inmuno-castracion, ha sido objeto de investigacion, entre varias
estrategias de control reproductivo, como un método alternativo a la castracion quirdrgica, con

el fin de controlar a las poblaciones animales (Palmer et al., 2018).

Por este motivo, se desarrollé en el presente estudio una vacuna recombinante
inmunocontraceptiva anti-LH, que contiene un conjugado de una secuencia de LH y una
proteina immunogeénica vectora (KLH) con adyuvante incompleto de Freund. En este estudio,
se valuo la inmunogenicidad de la vacuna recombinante anti-LH y sus efectos inhibitorios
sobre los estadios de la espermatogénesis en un grupo de ratones macho prepuberales (15 dias

de edad) de la especie Mus musculus.

El examen histopatoldgico, sefiala que la vacuna recombinante anti-LH no inhibe el
desarrollo de la espermatogénesis y pubertad, indicada por tabulos seminiferos bien
desarrollados, presencia de espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatidas y

espermatozoides en los tejidos testiculares de ratones inmunizados y no inmunizados (Figura
1ly?2).

La inmunizacion al grupo de ratones que recibié la vacuna anti-LH, no condujo a
observar un cambio a nivel testicular, ya que, los dos subgrupos (grupo 1, el cual recibio
adyuvante con buffer, sin conjugado y grupo 2, el cual recibi6 la vacuna anti-LH) de ratones
prepuberales (15 dias de edad) de la especie Mus musculus, mostraron presencia de
espermatogénesis (Figura 3) y se corrobora con las frecuencias observadas, las cuales indican

que 8 de los animales que recibieron la vacuna presentan espermatogénesis positiva y 8 de los



22

animales que no recibieron la vacuna, de igual forma presentan espermatogénesis positiva

(Tablaly2).

Con respecto al valor de Chi? calculado, P=1, se indica que no hubo un cambio
significativo entre el grupo 1 y el grupo 2 de ratones prepuberales (15 dias de edad) de la
especie Mus musculus, esto confirma que los 16 individuos sometidos a investigacion son

fértiles al momento final del experimento (Anexo 1).

Por otro lado, el gréfico de dispersion (Figura 4), indica que al finalizar el experimento,
se observaria que el grupo de 8 ratones que recibio la vacuna anti-LH, inhiba el acceso de la
hormona LH a su receptor, lo que evitaria la secrecion de testosterona, al no poder actuar en
los testiculos, especificamente sobre las células de Leydig y finalmente no se generarian
espermatozoides. Esto se debe a que la testosterona afecta las fases finales de la
espermatogénesis, particularmente la elongacion durante la espermiogénesis (Fallah et al.,

2019).

Autores como Han et al. (2016), obtuvieron resultados similares a los esperados en esta
investigacion, al aplicar a 36 ratas Sprague — Dawley machos jovenes (4 semanas de edad) una
vacuna con péptido de dimero en tindem GnRH, observando una expresion significativamente
mas baja del receptor de LH y receptor de FSH, lo que sugiere que la funcion de las células de
Leydig y Sertoli dentro de los testiculos se vio gravemente interrumpida, dando como resultado
una supresion de la espermatogénesis testicular de las ratas inmunocastradas. De igual forma,
observaron cambios histologicos significativos, donde los tdbulos seminiferos mostraron un
tamafio reducido y una inhibicion de la espermatogénesis (disminucién en el nimero de

espermatogonias, espermatocitos primarios y espermatozoides maduros) (Han et al., 2016).

El hecho de no haber logrado inactivar o inhibir la espermatogénesis en ratones

prepuberales (15 dias de edad) de la especie Mus musculus, puede estar asociada a los aspectos
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menos controlados en este experimento, ya que la reaccion a una vacuna puede estar
influenciada por diversos componentes ambientales e individuales como la nutricion, la edad,
la genética, el estrés, y la exposicion a enfermedades virales, bacterianas , entre otras (Siel

et al., 2020).

Otra de las causas, puede estar asociada a la creacion de la vacuna, debido a que varios
estudios publicados hace méas de 20 afios por Ladd et al. (1994), mencionan que para generar
anticuerpos contra LH, el péptido debe acoplarse a una proteina grande. Durante este tiempo
hasta la actualidad, se han utilizado varias proteinas como la proteina immunogénica
transportadora de hemocianina de lapa californiana (KLH), la cual muestra ser segura en
animales y no causa efectos adversos (Ding et al., 2018). Pero en muchos casos, se sefiala que
la mayoria de la produccion de anticuerpos resultante se dirige a la proteina transportadora y
no al péptido. Por lo tanto, las vacunas necesitarian una dosis de refuerzo primario y otras dosis

para provocar una respuesta a largo plazo (Miller et al., 2008).

En el conjugado utilizado en el presente experimento, no se confirma con certeza que
la proteina KLH permaneci¢ intacta durante su creacion, debido a que no se utiliz6 un tampoén
estabilizador, por este motivo, Miller et al. (2008), mencionan en su estudio utilizar un tampon
estabilizador y un péptido GnRH, el cual se ajuste a la superficie de la molécula transportadora,
con el fin de que los anticuerpos generen una respuesta fuerte a un péptido no inmunogénico

el cual sea habitualmente pequefio.

Otro factor importante a tomar en cuenta, es la persistencia a lo largo del tiempo de la
respuesta anticonceptiva, la cual segin Miller et al. (2008), esta asociada a la inoculacion del
antigeno en forma de emulsion, lo que se corrobora con lo que se realizd en la presente

investigacion.
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Segun los autores, Burakova et al. (2018), la emulsion se debe preparar a 4 ° C, con el
fin de conseguir estabilidad durante meses o afios, debido a que, si la emulsion no se prepara
con el cuidado necesario, puede empezar a disolverse en unas semanas impidiendo la
efectividad de la vacuna a largo plazo. Sin embargo, en el presente estudio, se administro la
vacuna al momento de ser preparada. También sefialan que, la capacidad de disefiar una
emulsion estable, puede estar relacionada con el suministro de inyeccién en el sitio adecuado,

para generar la liberacion lenta del antigeno (Burakova et al., 2018).

Aungue la liofilizacion del conjugado de una secuencia de LH y una proteina
immunogénica vectora (KLH) con adyuvante incompleto de Freund, en forma de emulsién no
proporciona un efecto en la inhibicion de espermatogenesis o funciona como anticonceptivo,
en ratones macho prepuberales (edad 15 dias), Miller et al. (2008) y Rosenfield et al. (2019),
sefialan que la inmunizacion de liofilizado puede ser eficaz si se suministra en varias dosis y

en dos tipos diferentes de disparo como se realiza en fauna silvestre.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con las evidencias anteriores, se demostrd que la mayoria de las vacunas realizadas a
base de la hormona GnRH, obtuvieron una disminucidn significativa de la espermatogénesis
en ratones prepuberales, sin embargo, el presente trabajo demostr6 que la vacuna realizada a
base de un conjugado de una secuencia de LH y una proteina immunogeénica vectora (KLH)
con adyuvante incompleto de Freund de dosis Unica, no inhibe la espermatogénesis murina
prepuberal, por lo tanto no se logré un efecto de contracepcidn. Se necesitan nuevos estudios
para establecer una dosis Unica Optima de la hormona anti-LH, la via de administracién
adecuada, la estabilidad de la vacuna o la utilizacion de vacunas a base de GnRH, combinadas
0 no con fragmentos de LH, para la supresion completa de la espermatogenesis en varias

especies animales.

En estudios futuros, se recomienda generar condiciones ambientales mas estrictas en
los individuos sometidos a investigacion, como sefialan Han et al. (2016) en su estudio, donde
alojaron a los roedores de forma individual a una humedad relativa del 50% —60%, luz de 12
h /12 h ciclo oscuro y acceso al agua del grifo con un ambiente controlado a una temperatura

de21+1°C.

También se recomienda definir el funcionamiento exacto de hormonas como la GnRH
y otras hormonas como la testosterona y las gonadotropinas LH y FSH, las cuales se encuentran
involucradas de forma directa por la inmunocastracion y ciertas variaciones podrian facilitar
mas informacién sobre los efectos immunocontraceptivos de esta vacuna (Donovan et al.,
2012). Ademas, se menciona formular nuevas vacunas con diferentes dosis de proteinas GnRH,
otro tipo de proteinas transportadoras o adyuvantes mas potentes, los cuales puedan aplicarse
a los animales de manera segura, con la expectativa de obtener mejores resultados (Kim et al.,

2019).
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ANEXO A: PRUEBA ESTADISTICA REALIZADA EN EL PROGRAMA

STARTICAL PRODUCT AND SERVICE SOLUTIONS (SPSS).
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A B C D E F G
Case Processing Summary
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Walid Taral
M il Percent
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Valor de Chi2 calculado, P=1.




