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Resumen

La sobrepoblacidn canina es un problema patente en el pais, tanto en regiones urbanas como
rurales. La primera alternativa para su control en paises en desarrollo es la captura y sacrificioy la
segunda la esterilizacion, siendo la primera cada vez menos aceptada por la sociedad. Ambas
alternativas implican un alto costo y bajo impacto debido a las altas tasas de fertilidad y
prolificidad caracteristicas de los caninos. En las ultimas dos décadas se ha promovido el desarrollo
de métodos inmunolégicos para controlar la actividad reproductiva de poblaciones animales de
vida libre, idealmente logrando la esterilizacion a través de la estimulacién de una respuesta
inmune contra alguna molécula fundamental dentro del eje hipotalamo — hipofisis - gonada. El
presente trabajo describe el desarrollo de vacunas génicas dirigidas contra la primera region
extracelular del receptor de GnRH canino, flanqueado en tres configuraciones diferentes por los
epitopos del toxoide tetanico p2 y p30. Se generaron cuatro construcciones de ADN recombinante
clonadas en un vector de expresion en células de mamifero. Cada una se inoculd a un grupo de
conejos machos de 12 semanas de edad de la raza Blanco de Nueva Zelanda. Se obtuvieron
semanalmente medidas morfométricas y suero por un periodo de 10 semanas. El peso, los ejes
longitudinal y transversal testiculares in vivo y concentracion sérica de testosterona no difirieron
entre grupos al final del ensayo (P>0.05). A nivel histoldgico no hubo diferencia en la proporcién
de tubulos seminiferos desarrollados (con lumen) o con presencia de espermatozoides (P>0.05).
Este hallazgo, junto con el fracaso en la busqueda de anticuerpos anti GnRHR-exr confirma que las
vacunas generadas no lograron estimular una respuesta inmune suficiente para inhibir la funcién
reproductiva.

Palabras clave: Sobrepoblacidon canina, anticoncepcién, vacunas ADN recombinante, control de
poblaciones animales, inmunocontracepcion,

Abstract

Dog overpopulation in Mexico is a public health problem in both, cities and the country. The first
alternative to control this population in developing countries is the capture and humanitarian
sacrifice and surgical neutering, being the first resource rejected by general population. Both
alternatives are expensive and give low impact results due to the high fertility and prolificity
rate of the canine species. During the last two decades, immunological methods have been
promoted in aim to control the reproductive activity in free ranging populations, with the goal
to achieve sterility throughout the stimulation of an immune response targeted to an essential
molecule within the hypothalamus — hipophisis — gonadal axis. The present work describes the
construction of genetic vaccines targeting the first extracellular region of the canine
gonadotrophin releasing hormone (GnRH) receptor flanked, in three different configurations, by
the tetanus toxoid epitopes p2 and p30. The four recombinant DNA constructions were cloned
into a mammalian expression vector. Each one was inoculated into 12 weeks old male New
Zealand white rabbits. Morphometric and serum samples were obtained weekly throughout a
10 weeks period. Weight, in vivo testicular length and width and testosterone serum
concentration, did not differ within groups at the end of experiment (P > 0.05). Histologically



there were any difference in the proportion of seminiferous tubes development (presence of
lumen inside) or spermatozoa presence into the seminiferous tubules P (> 0.05). These findings
and the failure in the search of antibodies anti GnRH receptor confirms that the vaccines
generated could not stimulate a proper immune response to inhibit the reproductive function.

Key words: Dog overpopulation, immunocontraception, contraception, recombinant DNA
vaccines, animal population control.
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1. Introduccion

El desarrollo de vacunas como método anticonceptivo se ha planteado como una alternativa para
el control temporal de la reproduccién en poblaciones animales silvestres

123y domésticas %5, y se postula como una opcidn viable para utilizarse en el humano®’. Entre las
moléculas blanco evaluadas con esta finalidad se encuentran la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) >89, |a proteina tres de la zona peltcida (ZP3) 1>1% 11 |3 proteina
morfogénica de hueso 15 (BMP 15) #%, Ia gonadotropina coriénica humana 3, proteinas de la
familia de los canales de cationes esperméticos 7, el antigeno asociado a espermatozoides
humanos 9 ¢, etc.

Las vacunas anticonceptivas han evolucionado en su disefio 3. Inicialmente comenzaron como
extractos completos o purificados de proteinas como ZP3 porcina inoculados en diversas especies
14 Posteriormente se desarrollaron las vacunas recombinantes con determinantes antigénicos
diversos 2% & 12 | Se han propuesto también microorganismos virales y bacterianos, e incluso
“fantasmas bacterianos” recombinantes como vehiculos para la inmunizacién de poblaciones de
animales libres ¥ *# %13 También se ha planteado el uso de plantas recombinantes que expresen
los antigenos deseados” para la inmunizacién de animales herbivoros.

A pesar de los avances obtenidos, las vacunas anticonceptivas actualmente desarrolladas
presentan multiples efectos colaterales indeseables. Entre ellos figuran la sintesis de anticuerpos
sin efecto biolégico, la generacidn de anticuerpos con efecto estimulante en lugar de inhibitorio,
sintesis de anticuerpos neutralizantes contra los vectores que contienen la proteina de interés °?,
desarrollo de reacciones inflamatorias indeseables como orquitis u oforitis'*. El uso de sistemas
de expresion de antigenos por fagos (phage display) % * o la inoculacién de ADN en el individuo
para que el propio individuo exprese los epitopos especificos, unidos a fragmentos inmunogénicos
(epitopos), permite disminuir las reacciones adversas> >,

El fundamento para generar una respuesta inmune con los métodos mencionados reside en la
inoculacién de una proteina enddégena imprescindible para el eje hipotalamo-hipdfisis-génada®
916 para la fecundacion',’,'%-12,% o para el desarrollo embrionario * , modificada antigénicamente
para superar la tolerancia inmunoldgica del individuo hacia sus propias proteinas. Las especies en
las que se han desarrollado y probado con éxito estas vacunas incluyen a primates no humanos,
la zarigiieya de cola esponjada, caballos, venados, ratones, conejos®, elefantes! , focas, perros,
hédmsteres, ratas, zorros rojos, gatos*!®, etc. Logrando esterilidad por periodos entre 8 y 18
meses. 4,

Las vacunas de ADN proponen un mecanismo innovador para estimular la respuesta inmune
contra antigenos propios & *L. En este trabajo, se disefié de una vacuna de ADN, dirigida contra el
primer dominio extracelular del receptor de GnRH canino y que genere una respuesta inmune
contra los gonadotropos dirigida en principio para el control reproductivo en perros, aunque con
el potencial de ser utilizada en otras especies mamiferas.



Antecedentes

1.1.1 La sobrepoblacién animal: un problema de salud mundial

La sobrepoblaciéon animal es un problema ambiental, econémico, social y de salud publica
reconocido por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) asociado comUnmente con el
pobre desarrollo econémico de los paises 17181923 | 3 causa del desbalance de una poblacién
animal es multifactorial y cada caso debe de estudiarse individualmente. Sin embargo, el
crecimiento descontrolado de la poblacién canina feral representa un problema de salud publica,
ya que funge como un reservorio importante para el virus de la rabia, aunado a la asociacion de
traumatismo por mordida como el problema principal generado por perros de vida libre 81823,

A nivel internacional existen organizaciones no gubernamentales enfocadas al control de
poblaciones. El método mas utilizado para control reproductivo es la intervencidén quirdrgica. Sin
embargo, estas organizaciones y la comunidad cientifica han buscado el desarrollo de sistemas
de control de poblaciones mas eficientes 101113 14,16-20,

1.1.2 La sobrepoblacién canina en México

La Ley de Proteccidn a los Animales del Distrito Federal define la sobrepoblacién animal como la
existencia desproporcional, y en exceso, de especies domésticas que causan desequilibrio
zooldgico y ambiental 2%, Los registros que la reconocen como un problema de salud publica datan
del afio 1709 en la Nueva Espafia, época en la que se reportd la primera epizootia de rabia en el
centro del pais y poblados vecinos como Puebla. Para enfrentarla, en 1841 se establecieron
legalmente los primeros intentos de controlar la poblacidn canina en México, que consistian en el
exterminio de los animales por “decencia publica”?? .

La sobrepoblacién canina per sé refleja un problema que requiere atenciéon gubernamental y de la
comunidad cientifica del pais?*> %°. Las mermas generadas en cada medio son diferentes. En el
ambito rural, la transmision de la rabia al humano o a animales de granja a través de la mordedura
de los caninos es la principal preocupacién, mientras que en las comunidades urbanas la
vacunacion antirrabica ha demostrado efectos favorables, dejando a los traumatismos por

mordedura®* 2>

y la parasitosis como los riesgos mas importantes. Dentro de una misma ciudad, la
distribucion de la poblacion canina libre varia considerablemente. Entonces el riesgo al que la
poblacién humana esta expuesta para contraer rabia, adquirir parasitosis o ser agredida por un
perro de vida libre, aumenta en areas de mayor densidad de poblacidn, siendo los infantes el

grupo mas vulnerable a la agresion de caninos®.



Actualmente, la estabilizacién de la poblacidn canina es un tema prioritario dentro de la agenda

de control de zoonosis en México 2.

La secretaria de Salud reconoce que la “eliminacién
humanitaria” de perros capturados es el recurso principal para el control de la poblacién canina
feral del pais . El sacrificio humanitario se realiza de forma constante en 22 estados del pais,
mientras que en 8 (Baja California Sur, Campeche, Colima, Chiapas, Jalisco, Sinaloa, Tabasco y
Tamaulipas) se realiza de forma esporadica y en Zacatecas no se realiza. También representa un
método oneroso debido a la infraestructura necesaria para la captura, resguardo, sacrificio y
disposicion post-mortem de los animales. Es importante ademas recordar que la poblacion se
restablece rdpidamente gracias a la prolificidad de la especie. Sin embargo, la “eliminacién
humanitaria” ha demostrado ser insuficiente?® , ya que a pesar del gran nimero de animales
sacrificados, la poblacidén canina no se estabiliza y cada afio el censo de animales eliminados es
mayor, asi como el creciente nimero de perros vacunados contra rabia®®. En el afio de 1989 el
promedio anual de perros sacrificados fue de 100 000 animales #2 y para el afio 2000 se reportd el
sacrificio de 260 072 perros (Secretaria de Salud, México, 2001).

El sacrificio humanitario de perros como estrategia para el control de la poblacién canina es un
método poco eficiente y en general rechazado por la sociedad ® 2% 2> 26 Considerando este
panorama, organizaciones no gubernamentales, como las protectoras de animales, trabajan en
conjunto con las autoridades sanitarias para impulsar la esterilizacién quirdrgica como un método
de control reproductivo mediano plazo. A partir de 1994 se ha llevado un registro de esta
actividad, que ha tenido resultados incipientes pero prometedores, ya que el numero de
animales esterilizados es mayor afio con afio®. En este aspecto se registran como instituciones
involucradas en esta actividad, la Secretaria de Salud, organizaciones protectoras de animales y la
Escuelas y Facultades de Medicina Veterinaria del pais 2% ?°,

1.2 Control enddcrino de la reproduccion: Eje hipotalamo-hipdfisis-gonada

Desde la década de 1930 comenzaron los esfuerzos por describir la estructura quimica de las
hormonas, su érgano blanco y los efectos producidos. En estos afos se avanzo también en el
conocimiento de la relacién entre los sistemas nervioso y enddcrino con la descripcion de las
neurohormonas y su accién sobre glandulas enddcrinas?’. A grandes rasgos, se entiende la
actividad reproductiva de los mamiferos a través de la descripcion del eje hipotalamo — hipdfisis —
gdnada, cuyos componentes se comunican entre si a través de hormonas de diversa naturaleza
quimica?’ .

El hipotalamo es una estructura cerebral especializada que rodea el tercer ventriculo; es
responsable del inicio de la cascada de sefializacion para la gametogénesis a través de la secrecion
de kisspeptina (Terasaka T et al., 2013), una neurohormona que a través de la union a su receptor
GPR54 en las neuronas productoras de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)%,
estimula la expresidn y secrecion de esta ultima. Las células blanco del GnRH en la hipdfisis
anterior son los gonadotropos, en cuya membrana citoplasmica se localiza el receptor de GnRH



(GNRHR). Cuando el GnRH se une a su receptor, se produce en éste ultimo un cambio
conformacional para desencadenar la sefializacidn intracelular a través de un sistema de
segundos mensajeros que deriva en el estimulo para la expresion y secrecion de dos
glicoproteinas: la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH)%- /2>
gonadotropinas tienen su accion principal sobre las gonadas, estimulando la sintesis de
hormonas esteroides que a su vez estimulan la gametogénesis en el ovario o en el testiculo 2.

. Ambas

La liberacién de gonadotropinas esta supeditada a la influencia de varias moléculas sobre los
gonadotropos y el hipotalamo. Tal es el caso de hormonas esteroides gonadales (andrdgenos,
progesterona, estradiol), que ejercen retroalimentacién negativa o positiva sobre el eje
hipotdlamo-hipdfisis-gdnada, la inhibina (secretada por células de Sertoli, granulosa, placentay
cerebro), que particularmente disminuye la secrecién de FSH en los gonadotropos, vy la
kisspeptina, que tiene un poderoso efecto estimulante para la sintesis de GnRH 2. La influencia de
las hormonas mencionadas sobre el eje hipotalamo-hipodfisis-gdnada, y los sistemas de
retroalimentacidn entre ellas, mantienen en equilibrio constante la funcién reproductiva

En el macho, la regulacidn del eje sucede a través de la unién de testosterona secretada por las
células de Leydig a los receptores hipotalamicos e hipofisarios para ésta hormona, ampliando asi
el intervalo entre los pulsos de secrecidon de LH. En cambio, el estradiol sintetizado en el
hipotdlamo por la aromatizacién de una proporcion de la testosterona que llega a esta region, se
une a sus receptores hipotaldmicos e hipofisarios, causando pulsos mas frecuentes de secrecidn
de LH.?”” Adem3ds la gametogénesis es estimulada directamente por testosterona, que actta de
forma pardcrina 2’ sobre células de Sertoli en el epitelio del tibulo seminifero.

En las hembras, la regulacion es dependiente de estradiol. Al inicio de la fase folicular del ciclo
reproductivo, esta hormona genera una retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo,
reduciendo la secrecion de gonadotropinas, mientras que al final del ciclo, aumenta su secrecién
para llevar a cabo la maduracién folicular y la ovulacién. %7

Conforme se describieron las moléculas participantes en el proceso reproductivo, se les asigné un
nombre alusivo a su funcion obvia. Sin embargo, el nombre de cada molécula definitivamente no
sentencia su funcidon. Como es de esperarse, varias de las moléculas con efecto principal sobre el
eje hipotadlamo — hipdfisis — génada, también han sido encontradas en otros tejidos, y en su
mayoria se desconoce aun su funcion “extra reproductiva”. Tal es el caso de los receptores para
GnRH y LH. El ARNm (4acido ribonucleico mensajero) de éstos receptores se ha encontrado en la
vejiga urinaria®®, génadas, uretra 3%3° y gldndula mamaria de perras y otras especies. Ademas de
los receptores, se ha encontrado evidencia que sugiere la expresidon de GnRH fuera del
hipotdlamo, por ejemplo en la glandula salival submaxilar de ratas, en donde también se expresa
su receptor. 3! A pesar de localizarse en tejidos independientes a los reproductivos, se postula que
los cambios fisiolégicos o los inducidos por esterilizacion también afectan la expresidn de estas
moléculas. *°



1.2.1 El Receptor de GnRH (GnRHR)

Esta molécula fue clonada en 1992 por Tutsui et al. a partir de una linea tumoral de gonadotropos
murinos. En el perro, el gen para este receptor esta localizado en el cromosoma 13 y consta de
tres exones y dos intrones (nimero de acceso del NCBI: 40371832). El ARNm del receptor canino
(nimero de acceso del NCBI: NM_00103121.133) consta de 984 pares de bases (bp por su hombre
en inglés) y da origen a una proteina de 327 aminodcidos (numero de acceso del NCBI:
NP_0010031213%) que sufre diversos cambios post-traduccionales, como glicosilaciones en el
primer, segundo y tercer dominio extracelular , asi como cambios conformacionales debidos al
establecimiento de dos puentes disulfuro formados por los residuos de cisteina entre el primery
tercer dominios extracelulares y otro entre el segundo y tercer dominio extracelular %°.

El GNRHR de los mamiferos es una molécula con estructura y secuencia altamente conservada
entre especies, perteneciente a la familia de receptores transmembranales asociados a proteina G,
con una longitud de 327 o 328 aminodcidos. Consta de 4 dominios extracelulares, 7
transmembranales y 4 intracelulares 3> 3¢, A diferencia de su homdlogo en otras clases animales,
como aves, reptiles y peces, carece de una region carboxi terminal intracelular, localizandose ésta
en el séptimo dominio transmembranal. A esta caracteristica se le atribuye una lenta
internalizacién y desensibilizacién en comparacién con otros receptores transmembranales de la
familia de la rodopsina.’¥. Se ha propuesto que la pérdida del extremo amino terminal del
receptor disminuye la afinidad de unidn con GnRH. Una vez internalizado el receptor, puede ser
degradado por lisosomas o bien ser reciclado a la membrana celular 3°.

Con fines reproductivos, el GnRHR se expresa en los gonadotropos localizados en la
adenohipdfisis®. Para su expresién, los gonadotropos son sensibles a diversos estimulos, segun el
banco de receptores presentes en los mismos en un momento determinado. Factores como el
factor esteroidogénico 1 (SF-1 por su nombre en inglés) y el receptor homologo 1 del higado (LRH-
1 por su nombre en inglés), otro receptor nuclear, estimulan a la regién promotora del GnRHR, al
igual que subunidades de gonadotropinas®®.

La funcidn principal, aunque no exclusiva, del receptor de GnRH se atribuye a su expresion en la
adenohipdfisis. Sin embargo, se ha encontrado también en otros tejidos como glandulas
salivales®, higado, corazén, musculo esquelético, rifidn, ovario® (particularmente en células de la
granulosa®!), oviducto, Utero (endometrio y miometrio) placenta, gldndula mamaria vy vejiga
urinaria®* . Igualmente se ha encontrado en tumores dependientes de hormonas esteroides, tales
como los tumores de glandula mamaria, testiculo y préstata, tanto dependiente como resistente a
hormonas *.

La expresion de este receptor y su ligando en células de la granulosa del foliculo ovarico en ciertos
momentos de su desarrollo, particularmente en foliculos preovulatorios, sugiere una funcién
autécrina y pardacrina ademads de la clasica funcidn endécrina descrita para la liberacién de



gonadotropinas 3°. Cabe mencionar que se estima que la expresion de ARNm para GnRHR en el
tejido ovarico es 200 veces menor que en la hipdfisis .

El ligando del receptor es la GnRH, que al interactuar con éste induce un cambio conformacional
cuya consecuencia es la activacion de una fosfolipasa C a través de proteinas G q/11. La respuesta
para la transcripcién de gonadotropinas se genera a través de dos vias: la via de protein cinasas
independientes de calcio (PKC) y la via de protein cinasas activadas en mitosis (MAPK), cuya
cascada depende del ingreso de Ca? para continuar. Las cascadas enzimaticas resultan en la
transcripcion inmediata de factores de transcripcidn que se uniran a regiones promotoras en un
inicio para la expresion del gen de la cadena 3 de la hormona luteinizante (LH[), entre 30 y 60
minutos después de estimular el receptor y mads tarde en regiones promotoras para el gen de la
cadena [3 de la hormona foliculo estimulante (FSH[3) y enzimas participantes en un sistema de
regulacién negativa. 3°

La expresion de LHB o FSH[3 por los gonadotropos depende de la frecuencia de estimulacion del
GnRHR. La expresidn de la primera cadena sucede ante estimulos del GnRHR a intervalos de 30 a
60 minutos, mientras que la expresion de FSH3 se observa a intervalos de mayor amplitud. Se ha
encontrado que la variable fundamental para la expresién de estas gonadotropinas es el intervalo
del estimulo y no la concentracién del ligando (GnRH) 3¢, interviniendo ademds otras hormonas
que acttan sobre los gonadotropos, como estrégenos, andrégenos, progesterona e inhibina %,

El mecanismo enddgeno de regulacidn negativa para cesar la expresion de gonadotropinas e debe
a la expresion tardia de dos enzimas: la GTPasa y dos MAP cinasa fosfatasa (MKP por su nombre
en inglés) que interrumpen las dos vias principales de expresion de LHB y FSHB.3® Otros estimulos
exogenos también contribuyen a la regulacion de la expresion de gonadotropinas. Por ejemplo, en
el caso de la secrecién de FSH, la hormona inhibina regula negativamente su secrecidn &,

La expresion del GnRHR también es regulada, principalmente ante estimulos de baja
concentracion y mayor amplitud de GnRH. Se ha propuesto que la activacién de la transcripcion
del gen de GnRHR se da a través de un sitio AP-1 dependiente de cinansas reguladas
extracelularmente (ERK por su nombre en inglés: extracellular regulated kinase) localizado en la
regién promotora del gen de GnRHR. 3¢

1.2.2 Control enddcrino de la espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso que depende tanto de la sefializaciéon enddcrina clasica, es
decir, del estimulo de la génada por hormonas recibidas a través del torrente sanguineo, como de
sefiales paracrinas entre las células germinales y las células de Sertoli, quienes dan sostény

45,4445 Las células de Sertoli tienen

direccién a las primeras dentro del tubulo seminifero
receptores tanto para FSH como para testosterona, que estimulan entonces la sefializacion
pertinente para evocar el proceso de espermatogénesis; ademds generan proteinas que cumplen

fundamentalmente tres funciones para beneficio de las células germinales: proteinas



transportadoras de otros elementos (iones, hormonas u otras proteinas), proteasas o sus
inhibidores, que participan en la etapa de espermiacion y finalmente proteinas de soporte en la
ldmina basal entre las células de Sertoli y las células germinales %4,

También se han descrito diversos factores de crecimiento pardcrinos secretados por las células de
Sertoli, como la hormona anti muleriana, inhibina, el factor neurotropico derivado de células de la
glia (GDNF por su nombre en inglés glial cell line — derived neurotrophic factor) y el factor de
células madre (SCF por su nombre en inglés: stem cell factor) .

A grandes rasgos, el proceso de espermatogénesis inicia cuando las espermatogonias son
estimuladas por la testosterona, hormona esteroide con efecto paracrino secretada por las células
de Leydig, que rodean a los tubulos seminiferos?” y estimula el inicio de la mitosis de las
espermatogonias, que al irse dividiendo en generaciones sucesivas resultan en espermatogonias
AO, A1, A2, A3 y A4. Las mitosis subsecuentes, generan a las espermatogonias intermedias, luego a
las espermatogonias B y finalmente a los espermatocitos primarios, los cuales sufren 2 meiosis,
generando en la primera division meidtica los espermatocitos secundarios y en la segunda células
haploides llamadas espermatides, que posteriormente sufrirdan una metamorfosis
(espermiogénesis) para formar espermatozoides maduros, que se liberan al lumen del tubulo
seminifero.

En el mecanismo de regulacién de la espermatogénesis intervienen multiples hormonas. Dentro
del mecanismo de regulacion negativa, participa la secrecidn de inhibina por las células de Sertoli
que disminuyen la secrecién de FSH por los gonadotropos.

1.3 Las vacunas como una herramienta para controlar la actividad reproductiva

Los métodos inmunoldgicos para controlar la reproduccién animal han sido una alternativa
considerada humanitaria frente a opciones menos efectivas y cada vez mas rechazadas por la
sociedad como el sacrificio masivo o el envenenamiento de animales domésticos, ferales y
silvestres 4, °. Para enfrentar esta problematica, que conlleva problemas de salud, econémicos y
sociales, se ha desarrollado investigacion alrededor de métodos humanitarios para evitar la
reproduccion de varias poblaciones animales como alces, venados, caballos, borregos, perros,

gatos, wallabys, ratones, conejos, elefantes, etc.?, 4, &,

Siendo los métodos hormonales ineficientes para generar infertilidad a largo plazo, el desarrollo
de vacunas dirigidas contra moléculas fundamentales para la gametogénesis, fertilizacion o
implantacién del embrion ha sido un concepto estudiado desde la década de los noventas. Las
moléculas blanco propuestas, pretenden inhibir la capacidad reproductiva, la fertilizacién o la
implantacién del embrién 1'3'5 6891012,

Para generar una herramienta que funja como una vacuna contra antigenos propios, es necesario
rebasar la tolerancia inmunoldgica natural a auto antigenos. Durante el desarrollo de vacunas
heterdlogas, que implicaban la inoculacién de extractos proteinicos de origen distinto al de la



especie en la que se inoculan, se consiguié rebasar dicha tolerancia, aunque sin resultados

contundentes * 12,

Las vacunas recombinantes, en combinacién o no con diversos adyuvantes han demostrado
resultados variables dependiendo de la molécula contra la que se desea formar una respuesta
inmune, la unidon, mediante clonacién de diversos determinantes antigénicos, el uso de
adyuvantes, la via de administracion y la especie "8 1°-14

Para el control de poblaciones de animales ferales, se ha propuesto la infeccion masiva de las
mismas con virus modificados, como citomegalovirus o mixomavirus apatdgenos, que expresen
moléculas candidatas para el control de la reproduccién, particularmente proteinas de la zona
pelucida. La gran desventaja que presentan los vectores virales es la resistencia de algunos
individuos de la poblacion o la inmunidad generada contra estos virus %16,

Diversos blancos se han investigado y descrito para interrumpir la funcién reproductiva, tal es el
caso de GnRH 2’9 %, proteinas de la zona peltcida 1 1° , proteina epididimaria de rata (DE) y la
proteina Eppin .

1.4 Vacunas comerciales para regular la reproduccion

Actualmente existen vacunas a nivel comercial dirigidas contra GnRH que no estan disponibles en
Meéxico, tales como la vacuna Canine Gonadotrophin Immunotherapeutic Factor (Pfizer Animal
Health, EUA) y SpayVac (Wildlife Inc., EUA). La primera esta recomendada para el tratamiento de
hiperplasia prostatica benigna y la segunda se promueve como un inmundgeno anticonceptivo 8.
Una tercera vacuna se ha registrado en los Estados Unidos pero todavia no estd disponible de
forma comercial; consiste en GnRH conjugada con KLH (keyhole limpett hemocianin) y
Mycobacterium avium desactivado (GonaCon™)3. Por otra parte, la vacuna Improvac (Pfizer
Animal Health) se comercializa en nuestro pais y esta dirigida a la produccién porcina 3. Para el
ganado bovino y porcino se esta estudiando una proteina recombinante que ancla cadenas de
GnRH, (Bopriva)*® #’. Otras vacunas recombinantes en desarrollo, también dirigidas contra GnRH
se reportan por otros autores en diferentes especies® *°,

Con miras al control de la rabia canina como un problema de salud publica que involucra
principalmente a paises en desarrollo con altos indices de poblaciones caninas ferales, ha
comenzado la investigacion alrededor de vacunas capaces de generar -anticoncepcién e
inmunidad contra el virus rabico. Wu X, et al. (2009) proponen al virus rabico ERA como un vector
de expresiéon de GnRH capaz de estimular la respuesta inmune contra GnRH y contra el virus
rabico de calle. La secuencia codificante para GnRH se inserté en diversos sitios antigénicos
descritos de la glicoproteina G del virus, una proteina de superficie estimulante de la respuesta
inmune. Los estudios son preliminares y apenas abren el campo de investigacion alrededor de esta
opcién © 2,

Utilizando al perro como modelo animal, se han hecho estudios preliminares para administrar
simultaneamente -anticonceptivos y vacunas antirrabicas, con resultados favorables. Bender et al.
(2009), reportan la administracién de GonaCon™ y una vacuna antirrdbica comercial en perras con



resultados favorables para la produccién de anticuerpos anti GnRH y anticuerpos neutralizantes
del virus rabico 2.

1.5 Vacunas de ADN

La expresion de proteinas secundarias a la inoculaciéon de vectores plasmidicos en mamiferos se
reporta desde 1990. La inoculacién de estos plasmidos modificados y clonados con uno o varios
genes de interés para su expresidn se han utilizado como un recurso para el desarrollo de vacunas
contra diferentes patdgenos *® %%, Las vacunas de ADN se han utilizado también para el desarrollo
de vacunas para el tratamiento de enfermedades crénico-degenerativas. También se ha utilizado
para la expresion de diferentes citosinas para inmunoterapia en el tratamiento de diversos tipos
de cancer >8 ¢, %7,

Una vacuna de ADN se basa en un pldsmido modificado, conformado por una regién promotora
de origen viral para la expresion en células eucariontes, una secuencia de ADN clonada delante
de ésta, una secuencia de terminaciéon y finalmente genes para seleccién de plasmidos
recombinantes, generalmente genes de resistencia a antibioticos.

En el campo de la inmunologia, la manipulacion de genes es de gran ayuda ya que es posible
acoplar varias secuencias de ADN que permitan la expresion de proteinas quiméricas con el
objetivo de aumentar la inmunogenicidad de ciertas moléculas de interés, como es el caso en las
terapias anti cancer >* > y el campo de la inmunocontracepcidon; ambos campos de estudio utilizan
como blanco moléculas enddgenas con la intencidon de desencadenar una respuesta inmune,
enfrentandose con la dificultad de la tolerancia inmunoldgica natural.

Se desconoce a detalle el mecanismo por el que el ADN plasmidico se transporta al interior del
nucleo para la expresidon proteica. Sin embargo, para facilitar la movilizacion de estos vectores al
espacio intracelular se han desarrollado métodos quimicos vy fisicos; como métodos quimicos se
generan macromoléculas de ADN acopladas a diversos polimeros sintéticos como polilisina,
polietilenimina >°, polisacéridos como quitosan o complejos lipidicos catidnicos °2, >2 0 adsorcidn a
micro moléculas de oro.

Ademas de los métodos quimicos para el ingreso eficiente de los vectores plasmidicos, se han
combinado métodos fisicos como la electroporacién bajo el principio de que una corriente
eléctrica desestabiliza las membranas celulares para abrir poros sobre la membrana citoplasmatica
de didmetro suficiente que permitan el paso de los plasmidos al espacio intracelular y de igual
forma, al nucleo, donde tedricamente se conservan en forma de episomas por un periodo

determinadoss’ 59,61, 67, 53,54

1.5.1 Vacunas de ADN como alternativa para generar inmunidad contra antigenos propios

Las vacunas de DNA representan una propuesta para generar inmunidad contra moléculas propias
de un individuo; tal es el caso del desarrollo de este tipo de vacunas como parte de la terapia para
el tratamiento de cancer °'.



El principio basico de estas vacunas reside en la inoculacidn en la inserciéon de un ADN plasmidico
de la secuencia vacunal. Cuando el antigeno vacunal es de baja inmunogenicidad, se pueden
afiadir otras secuencias inmunoestimulantes para rebasar la barrera de tolerancia a los antigenos
propios reconocidos por el MHC %,

La direccidn para la expresion del antigeno puede ser guiada en el ambiente intracelular, a través
de la secuencia lider del plasmido, utilizando secuencias adicionales que se incluyen en la
construcciéon. Cuando se pretende glicosilar un antigeno, éste debera ser dirigido para llegar al
reticulo endoplasmico y asi esperar una respuesta humoral favorable, mientras que los antigenos
gue permanecen en el citosol quedaran expuestos para entrar al sistema de degradacién del
proteosoma para dirigir entonces una respuesta de linfocitos T CD8 (citotdxicos) especifica contra
péptidos °L.

En el caso de este proyecto, se pretende estimular la respuesta inmune contra el receptor de
GnRH insertando la secuencia génica de la primera region extracelular de éste receptor,
modificado con determinantes antigénicos del toxoide tetdnico, que han reportado generar
inmunidad en el plasmido de expresién en mamiferos pCI-Neo.

1.6 Epitopos del toxoide tetanico como inmunoestimulantes

El toxoide tetdnico es una proteina neurotodxica para los mamiferos que es producida por la
bacteria Clostridium tetani a partir de su plasmido. (Briiggemann et al., 2003)*° La toxina se une al
receptor neuronal a través de su regidn carboxilo terminal, iniciando asi el evento de intoxicacién
en un individuo. Dentro de esta regidn, se han descrito varios epitopos inmunogénicos pero
atodxicos, entre ellos los epitopos p2 y p30. Estas moléculas se consideran inmunoestimulantes
eficaces capaces de inducir la estimulacién de linfocitos T en el contexto de diferentes haplotipos
murinos y humanos(Keitel et al., 1999)°¢. Mediante tecnologias de ADN recombinante, estos
epitopos unidos a otras proteinas de superficie han logrado generar respuestas inmunes
protectoras contra la malaria (Valmori, Pessi, Bianchi, & Corradin, 1992)*” y respuestas inmunes
anticancerigenas (Williams et al., 2008) 2. El epitopo p2 se ha utilizado como parte de una
proteina quimérica contra GnRH-1%° En el

Cuadro 1-1 se reportan las secuencias de residuos de aminodcidos y bases segun diversas fuentes.
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Cuadro 1-1 Secuencias reportadas para los epitopos p2 y p30 del toxoide tetanico

Epitopo Secuencia de aminoacidos Secuencia de bases Referencia
(5°-3)
P2 QYIKANSKFIGITE No reportada Valmori et al., 1992 *’
P2 QYIKANSKFIGITEL Atg gca cag tat ata aaa Williams et al., 2008 >8
gca aat tct aaa ttt ata ggt
ata act gaa cta gca atg
gcc cgg aga ccc cga
P30 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE No reportada Valmori et al., 1992 *7
P30 ctc gag tca ttc taa atg act | Williams et al., 2008 %2

FNNFTVSFWLRVP-KVSASHLE

agc aga tac ttt agg aac cct
caa cca aaa gct aac ggt
aaa att att aaa cat gac
cag agt tcg agc tga
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2. Material y Métodos

2.1 Construccidn de vacunas de ADN contra el primer dominio extracelular del
receptor canino de GnRH (GnRHR- exr) con los epitopos p2 y p30 del toxoide
tetdnico en distintas configuraciones.

2.1.1 Diseiio de iniciadores para amplificar el fragmento GnRHR-exr y de las construcciones
quiméricas con los epitopos p2 y p30 del toxoide tetanico.

El disefio de iniciadores se hizo partiendo de la secuencia de bases y aminoacidos
correspondientes al receptor de GnRH (GHRHR) canino reportada previamente por Reichler et al.
(2007) (GenBank, numero de acceso: NM_00103121.1)%. La secuencia seleccionada corresponde
al primer dominio extracelular (Cuadro 2-1), que se evalud con el programa Clone Manager 9
para obtener la longitud del amplicdn y la secuencia adecuada de los iniciadores (Cuadro 2-2) .

Cuadro 2-1. Secuencia de bases y aminoacidos correspondientes al primer dominio extracelular
de GnRHR canino, seleccionado para construir las vacunas génicas

Secuencia de bases (3" - 5"; 99 bp) Secuencia de residuos (NH — COO-) (33 residuos)
Atg gca agc gcc tct cct gaa cag aat caaaatcac | MASASPEQNQNHCSAVNNSNMLMAQG
tgc tca gct gta aac aac agc aac atg ctg atg cag NLPTLTLS
ggc aac ctc ccc acc ctg acc tta tct

Cuadro 2-2 Secuencia de bases para los iniciadores que clonan el primer dominio extracelular del
GnRHR canino

Nombre del Iniciador Secuencia de bases (3" a 5')

GnRHR-exr-F (delantero) TTCTAGA ATG GCA AGC GCC TCC CTG AAC

GnRHR-exr-R (reverso) TTCTAGA TTA AGA TAA GGT CAG GGT GGG GAG

Al extremo de cada iniciador se afiadié una secuencia para la endonucleasa de restricciéon Xbal.
Para el disefio de los iniciadores de los epitopos p2 y p 30 se tomd6 como referencia las secuencias
reportadas por Williams et al. (2008)%8. Al iniciador delantero del receptor de GnRH (alineamiento
en sentido 5°-3") se le acopld la secuencia codificante para el epitopo p2 del toxoide teanico. De la
misma manera en el extremo 3" de la construccion del recpetor se le acoplo el la secuencia del
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epitopo p30 del mismo toxoide. Ademds se introdujo la secuencia para la endonucleasa de
restriccion Xbal en ambos iniciadores; las secuencias se muestran en el Cuadro 2-3.

Cuadro 2-3 Secuencia de los iniciadores delantero y reverso para la sintesis del polipéptido p2-
GnRHRexr-p30

Nombre del Secuencia de bases (3" a 5') Longitud del
Iniciador amplicon(bp)
P2 TTCTAGAATGCAGTATATAAAAGCAAATTCTAAATTTATAGGTAT

(delantero) | AACTGAA
P30 (reverso) | GGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTCTAAATGACTAGCAGATACT
TTAGGAACCCTCAA CCAAAAGCTAACGGTAAAATTATTAAA

242

El resumen esquematico de cada fragmento clonado se resume en la ilustracién llustracion 2-1

a) Construccion GnRHR-exr (control).
Xbal GnRHRexr Xbal
Tamafio del amplicén: 116 bp

b) Construccion p2-GnRHR-exr.

Xbal GnRHRexr Xbal

Tamafio del amplicén: 161 bp
c) Construccion GnRHRexr-p30.

Xbal GnRHRexr P30 Xbal
Tamafio del amplicén: 179 bp

d) Construccién p2-GnRHRexr-p30.

Xbal GnRHRexr P30 Xbal
Tamafio del amplicén: 224 bp

llustracion 2-1Representacion esquemadtica de las construcciones quiméricas con los epitopos p2 y
p30 del toxoide tetanico flanqueando el primer dominio extracelular del GnRHR canino.

2.1.2 Extraccion de ADN genémico

Se obtuvo sangre mediante venopuncion de la vena radial de un perro Springer Spaniel
clinicamente sano de 5 afios de edad y se conservo en refrigeracion en un tubo con 9 mg de EDTA.
A partir de los leucocitos sanguineos se extrajo el ADN gendmico por el método descrito por Miller
et al. (1989).
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Brevemente, Cada muestra de sangre (0.5ml) se resuspendio en agua (1.5ml) y centrifugd a 12 000
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante y la pastilla
celular fue resuspendida en 0.5ml de solucién de lisis (Tris HCI 10mM pH 8, NaCl 400 mM, EDTA 20
mM, SDS 0.5 %, 150 hg / ml de RNAsa) e incubada a 37°C por 60 minutos. Posteriormente se
adicionaron 100 Hg / ml de proteinasa K e incubd toda la noche a 50°C. Al dia siguiente se agregd
NaCl 2 M y centrifugd a 12 000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente (TA). EI ADN
recuperado en suspension, se precipité con 500 Ul de etanol al 70%y se centrifugd 5 minutos a 10
00 rpm, después se decantd el sobrenadante. Los residuos de etanol se evaporaron a 50°C.
Finalmente, el ADN se resuspendié en 100 [ de agua estéril (agua inyectable).

La extraccion de ADN se evalué cualitativa y cuantitativamente. La evaluacion cualitativa se realizd
mediante electroforesis horizontal, corriendo una muestra de 5 Wl en un gel de agarosa 1%
durante 1 hr a 84 volts. Posteriormente el gel se tifié en una solucién de bromuro de etidio a una
concentracion de 5 g / mly observado en un equipo de foto documentacion con luz ultravioleta.

Para la evaluacion cuantitativa se realizd una dilucion 1:200 de una alicuota de la muestra y se
midid la absorbancia de la muestra en un espectrofotémetro Perkin EImer a una longitud de onda
de 260 nm. Para determinar la pureza del procedimiento, se midié la absorbancia a una longitud
de onda de 280 nm.

El calculo de la concentracidn de ADN se realizé con la siguiente formula:
Concentracion (pg/ml) = (Absorbancia 260nm) (50 g / ml) (Dilucion) (Vol. Muestra en ml)
Para calcular la pureza de la muestra se realizd el siguiente calculo:

Pureza = Absorbancia 260 nm / Absorbancia 280 nm

2.1.3 Amplificacién del fragmento de la primera regién extracelular de GnRHR por la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final

Se utilizaron las condiciones estandarizadas en el laboratorio de Biologia Molecular del
departamento de Genética y Bioestadistica, FMVZ UNAM para cada amplificacién. La mezcla de
reactivos que se utilizo para cada reaccidén en todos los ensayos de la presente tesis se resume en
el Cuadro 2-4.

Cuadro 2-4 Reactivos utilizados para PCR Punto Final

Reactivos Concentracion en Stock | Concentracion final
ADN 50ng/ Ml 250 ng

Iniciadores (F+R) 10 mM 0.4 Mm

MgCl 30mM 1.5mM

Buffer PCR 10X 1X

Taq Polimerasa S5u/ul 1u/Rx

H,O cbp 20 pl
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Se utilizd la siguiente formula para establecer la temperatura adecuada de amplificacion del
fragmento GnRHR-exr mediante un gradiente de temperatura:

. . T° iniciador F+T° iniciador R
Temperatura de alineamiento (TA) = ( > )

Donde la temperatura de cada iniciador corresponde a la reportada por el programa Clone
Manager 9. A partir de la TA obtenida se realizaron 6 reacciones mas con una TA en un rango 6 °C
arribay 6 °C debajo de la TA calculada a intervalo de 2°C cada una. Se probaron entonces 7
condiciones de alineamiento por construccién. Una vez determinada la mejor TA, se repitieron las
reacciones correspondientes a cada construccidn con sus temperaturas especificas.

Todas las reacciones de amplificacion se evaluaron mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 3 0 3.5 % de bajo punto de fusion resuspendida en TAE corriendo 5 pl de cada muestra
90 minutos a 90volts.

Una vez comprobada la presencia del fragmento esperado, se corrieron los 15 [l restantes de la
reaccién para recortar la banda inmersa en el gel de agarosa y purificar el amplicdn por el método
descrito por Boyle y Lew (1995)%°. La recuperacion de ADN se comprobd mediante andlisis
electroforético descrito en el parrafo anterior.

2.1.4 Ligacion de GnRHR-exr en un Vector de Clonacion T

Los fragmentos recuperados se ligaron al vector de clonacién pGEM- T easy vector (Promega
PGEM-T Easy Vector System, EUA) bajo el protocolo descrito por el fabricante y permanecieron en
incubacién a 4°C toda la noche. Las condiciones para realizar la reaccién de ligacién fueron:

Cuadro 2-5 Protocolo de Ligacién en Vector de Clonacién

Reactivo Concentracion o volumen Stock | Concentracidn Final
Amplicon 15 pl 3ul
Vector pGEM-T 50ng / ul 50 ng
T4 DNA ligasa lu/pl lu
Buffer de ligacion 2x 1x
H.0 cbp 10 pl

Posteriormente se transformaron 20 ng de cada producto de ligacion en 9 x 10* UFC de bacterias
competentes E. coli DH5a (Invitrogen ®) mediante la técnica de choque térmico, bajo el protocolo
descrito en el Cuadro 2-6. Inmediatamente después, las bacterias se incubaron en 1 ml de medio
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enriquecido Luria Bertani (LB) por 60 minutos a 37°C en agitacion constante (200rpm) y después
se sembraron 200 Ul en una caja Petri con medio LB — Agar/ampicilina/ Xgal/ IPTG para incubar

toda la noche a 37°C

Cuadro 2-6 Protocolo de Transformacion de bacterias E. coli DH5Q

Tiempo (minutos)

Temperatura (°C)

30 4
1 42
2 4

Después de la incubacion, se seleccionaron las clonas recombinantes por el marcador
colorimétrico correspondiente al catabolismo de galactosa, donde las colonias de bacterias
recombinantes se distinguen por generar colonias blancas, mientras que las colonias no
recombinantes se muestran en color azul. Las colonias positivas se comprobaron mediante PCR de
punto final bajo las condiciones reportadas en el Cuadro 2-4 y las condiciones de amplifciacién
encontradas después de probar el gradiente de temepraturas descrito al inicio de la presente
seccidn, al igual que el analisis electroforético.

Una de las colonias bacterianas cuya transformacién fue confirmada se incub6 en 9 ml de medio
LB adicionado con ampicilina como antibiético selectivo toda la noche a 37°C y agitacion constante
(200 rpm) para realizar una minipreparacion de ADN plasmidico segun la técnica descrita por
Silhavy et al. (1984). La recuperacion de ADN plasmidico se confirmé a través de un analisis
electroforético en gel de agarosa al 1% bajo las condiciones descritas en la seccién 2.1.2.

2.1.5 Secuenciacién del Plasmido pGEM-T/GnRHRexr

Para todas las reacciones de secuenciacion, se siguio el protocolo sugerido por el proveedor del kit
comercial (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems). El protocolo fue el
siguiente:

Cuadro 2-7 Condiciones para la Reaccion de Secuenciacion

Reactivo Concentracion Stock Concentracion Final
ADN 50 ng /Ml 150 ng
Primer 2pm 3.2pm
Ready Reaction Premix 2.5X 0.5X
Big Dye Sequencing Buffer 5X 1X
H,O Cbp 20 pl
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Las condiciones de temeperatura para la reaccion de secuenciaciacién se resumen en el siguiente
cuadro.

Cuadro 2-8 Condiciones de Temperatura para Reacciones de Secuenciacion de Acidos Nucleicos a
Partir de ADN Plasmidico

Desnaturalizacion Desnaturalizacion Hibridacion Extension Ciclos de
inicial (°C/Min) (°C/seg) (°C/seg) (°C/ min) Amplificacion
9% /1 96/10 50/ 15 60 /4 25

Cada reaccidn de secuenciacidn se filtré en columnas con sephadex G-50 a 3500 rpm / 4 minutos.
El filtrado se secd al vacio y congeld a — 20°C hasta ser procesadas en un secuenciador automatico
Applied Biosystems 310, en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

El andlisis de los electroferogramas arrojados por el secuenciador automatico se realizd con el
programa Chromas Pro 1.5 para Windows y la comparacion de secuencias con el programa Clone
Manager 9.

2.1.6 Amplificacion de Clonas con los epitopos p2 y p30 en 3 configuraciones diferentes
mediante PCR punto final

La construccion de cada clona con epitopos se realizé partiendo de la clona secuenciada pGEM-
T/GnRHR-exr. La metodologia para encontrar la TA éptima fue la misma que la descrita en la
seccion 2.1.3.

La evaluacién de los productos de PCR se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa al 3 %
bajo las condiciones descritas en la seccién 2.1.3.

2.1.7 Clonacion de cada construccion en un vector de clonacion T

Una vez obtenidos los amplicones de cada construccion, se siguid la misma metodologia para
clonar y secuenciar el fragmento GnRHR-exr descrita en las secciones 5.1.4 y 5.1.5. Se obtuvieron
entonces los vectores de clonacién T con las siguientes construcciones:

e  pGEM-T/p2-GnRHRexr
*  pGEM-T/GnRHRexr-p30
*  pGEM-T/p2-GnRHRexr-p30

2.1.8 Movilizacion de Clonas al Vector de Expresion en Mamiferos
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El ADN de cada construccion se liberd del plasmido de clonacién T mediante una digestion con la
endonucleasa de restriccion Xbal (New England Biolabs, Reino Unido), cuyos sitios de corte se
localizan al extremo de cada inserto clonado. El protocolo utilizado para cada restriccién se
resume en el Cuadro 2-9. Cada reaccién se incub6 toda la noche a 37°C.

Cuadro 2-9 Protocolo de Restriccion de ADN Plasmidico

Reactivo Concentracion Stock Concentracion Final
ADN Plasmidico X 1ug
Xbal 20 u/pul 1u/ug
Amortiguador de restriccién NE4 10X 1X
BSA 100 X 1X
Agua Cbp 200 pl

Las reacciones de restriccion se evaluaron cualitativamente mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% hasta observar los plasmidos linearizados. Una vez digerido el ADN, se concentrd la
reaccion de restriccion en un volumen de 100 [l utilizando una centrifuga al vacioa 42 ° C
durante 30 minutos para cargar el volumen total en un gel de agarosa a 3% adecuado al volumen
de las reacciones para recuperar y purificar el fragmento de interés mediante la técnica descrita
por Boyle y Lew (1995) °, re suspendiendo el ADN recuperado en un volumen de 25 pl.

Después de obtener el ADN correspondiente a cada construccidn, cada una se ligd en el vector de
expresion en células de mamifero pCl-neo (pCl-neo Mammalian Expression Vector, Promega, EUA)
con el protocolo reportado en el Cuadro 2-10. Las reacciones se llevaron a cabo toda la noche a
4°C.

Cuadro 2-10 Protocolo de Ligacion en el Vector pCl neo

Reactivo Concentracion Stock Concentracion Final
ADN del vector 50 ng/l 100 ng
T4 DNA ligasa 1u/ul lu
ADN construccion 100 ng
Buffer de ligacién 10X 1X
Agua Cbp 20 pl

Al dia siguiente se transformaron 9 x 10*UFC de células E. coli DH50, bajo el protocolo descrito en
la seccidn 2.1.4. De cada reaccion de transformacion, se sembraron 40ng de ADN en placas con
medio LB-Agar, adicionado con ampicilina como antibiético selectivo. Cada placa se incubé a 37°C
toda la noche. Todas las colonias encontradas en las placas fueron evaluadas por PCR punto final
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con los iniciadores correspondientes a cada construccion bajo las condiciones de reaccién
descritas en el Cuadro 2-4 vy las condiciones de alineamiento respectivas a cada construccion,
resumidas en el Cuadro complementario 3 localizados en el anexo 2 de esta tesis.

Se realizd una mini preparacion de ADN a partir de un cultivo de 9ml de medio LB adicionada con
ampicilina con cada clona positiva a cada fragmento esperado por construccion. Los cultivos se
incubaron a 372C toda la noche en agitacién constante a 220 rpm. Para la obtencién de ADN se
siguio el protocolo descrito por Silhavy et al. (1984). Cada purificacién de ADN se evalué
cualitativamente mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% bajo las condiciones descritas en
la seccién 2.1.3.

2.1.9 Evaluacion de orientacion dentro del marco de lectura del vector

Mediante PCR de punto final, se evalud la correcta orientacion de cada construccién dentro del
marco abierto de lectura de su respectivo vector. Para tal fin, se disefiaron iniciadores para
amplificar el sitio multiple de clonacién del vector. La secuencia de los iniciadores se reporta en el
Cuadro 2-11.

Cuadro 2-11 Secuencia de Iniciadores para Amplificar el sitio Multiple de Clonacién del Vector
pCl — neo

Iniciador Secuencia de bases (3" a5") Longitud del amplicén en el
vector cerrado

pCI-F (delantero) GCTAGCCTCGAGAATTCAC
pCI-R (reverso) GTCTGCTCGAAGCATTAAC

83 bp

Las construcciones orientadas correctamente se amplificaron utilizando el iniciador delantero del
inserto con el iniciador reverso del vector, que cae en el extremo 5° del sitio multiple de clonacién.
Las clonas con la construccién insertada en la direccidn opuesta se amplificaron utilizando el
iniciador reverso del inserto con el mismo iniciador reverso del vector, que se usé para confirmar
la orientacion adecuada. Los iniciadores utilizados y el tamafio de los amplicones esperados por
cada construccion se reportan en el Cuadro 2-12. Las clonas que resultaron positivas ante la
evaluacion por PCR punto final, se sometieron a reacciones de secuenciacién bajo el protocolo
mencionado en la seccién 2.1.5.
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Cuadro 2-12 Juego de Iniciadores Utilizados para Verificar la Orientacion de Lectura de las
Construcciones Clonadas en el Vector de Expresion en Mamiferos pCl - neo

Orientacion Construccién Iniciador Iniciador Longitud esperada del
delantero reverso amplicon (bp)
utilizado utilizado
p2- GnRHR-exr GnRHR-exr-F pCI-R 167
Positiva GnRHRexr-p30 GnRHR-exr-F pCI-R 220
(5-3) p2-GnRHRexr- P2GnRHR-F pCI-R 263
p30
GnRHR-exr GnRHR-exr-F pCI-R 172
p2- GnRHR-exr GnRHR-exr-R pCI-R 212
. GnRHRexr-p30 P30GnRHR-R pCI-R 220
Negativa
- p2-GnRHRexr- P30GnRHR-R pCI-R 263
(3-5)
p30
GnRHR-exr GnRHR-exr-R pCI-R 172

2.1.10 Extraccion de ADN plasmidico libre de endotoxinas

Una vez confirmada la secuencia de cada construccion, se procedid a expandir las bacteria
transformadas con cada construccién en un cultivo de 1litro de medio LB adicionado con
ampicilina incubado a 37°C toda la noche en agitacién constante a 200rpm para realizar una
extraccion de ADN plasmidico libre de endotoxinas utilizando un kit comercial (Endofree ®
Plasmid Purification, Mega kit QIAGEN ®). Se siguio el protocolo descrito en el manual del kit para
los plasmidos de alto nimero de copias.

Cada extraccion se evaluo cualitativa y cuantitativamente, en geles de agarosa al 1%y
espectrofotometria respectivamente, se siguié el procedimiento descrito en la seccién 5.1.2.

Posterior a la cuantificacion de ADN se prepararon las alicuotas para inmunizar a los grupos de
estudio. Cada alicuota consté de 100 pg de ADN plasmidico libre de endotoxinas resuspendido en
PBS estéril hasta alcanzar un volumen de 500 . Todas las alicuotas fueron congeladas a -20°C
hasta el momento de la inoculacién en animales.

2.2 Evaluacion de la respuesta fisioldgica a la vacunacién
2.2.1 Animales de estudio

Cada vacuna construida se evalud en un grupo (n=4) de conejos machos pre puberes de la raza
Nueva Zelanda, variedad blanca a través de la determinacién semanal de testosterona total
sanguinea. Alinicio del estudio la edad de los conejos fue de 10 semanas y la duracion del ensayo
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fue de 56 dias. La denominacién de los grupos y la vacuna construida que se inoculd por grupo se
resumen en el Cuadro 2-13.

Cuadro 2-13 Denominacion de Grupos y Vacunas Inoculadas

Nombre del inmunégeno Secuencia predicha de aminoacidos en los péptidos
codificados por la vacuna

P2- GnRHR-exr MQYIKANSKFIGITEL -
MASASPEQNQNHCSAVNNSNMLMQGNLPTLTLSHHHHHH

GnRHR-exr —p30 M MASASPEQNQNHCSAVNNSNMLMQGNLPTLTLS
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

P2-GnRHR-exr-p30 MQYIKANSKFIGITEL -
MASASPEQNQNHCSAVNNSNMLMQGNLPTLTLS
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

GnRHR-exr MASASPEQNQNHCSAVNNSNMLMQGNLPTLTLSHHHHHH

Control Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

*Las letras italicas indican la secuencia de aminodcidos que corresponde a la primera region
extracelular del GnRHR canino

Los animales se alojaron en el Centro de Enseianza, Investigacidn y Extension en Produccion
Avicola (CEIEPAv) — FMVZ — UNAM, de forma individual en jaulas situadas a 90cm del piso con
dimensiones de 90cm x 40cm x 30cm, con agua y alimento de mantenimiento ad libitum.

2.2.2 Inmunizaciones

Los animales fueron inmunizados en los dias 0, 14, 28 y 35 del ensayo en la piel del dorso del
borde escapular izquierdo previamente depilado. En los dias 0 y 14, se inocularon 100pg de ADN
resuspendido en 500l de solucidn buffer fosfato estéril (PBS) y pH neutro por via subcutanea.
Para las inoculaciones se utilizaron jeringas para capacidad de 1ml con aguja calibre 25G. En Los
dias 28 y 35 los animales se inmunizaron bajo anestesia con Xilazina a razén de 0.5mg/kgy
Ketamina a 25mg/kg administrada por via intramuscular. Después de confirmar el nivel de
sedacion por la ausencia del reflejo podal se realizé la inoculacién por via intradérmica con100g
de ADN en un volumen de 500l e inmediatamente se utilizé un electroporador (PA-3000 Cyto
Pulse Sciences, INC) para aplicar 5 pulsos de 200V, con duracion de 10ms cada uno a intervalos de
1 segundo, basados en el protocolo reportado por Medi et al (2005)2.

2.2.3 Muestreo y medicién de variables morfométricas

A partir del dia cero, se recabd semanalmente la siguiente informacion:

a) Peso de cada animal. Se utilizé una bascula comercial digital marca Tor — Rey.
b) Eje longitudinal y transversal de cada testiculo (cm): Se utilizd un vernier de 15cm, marca
PRETUL.
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c) Sangre arterial completa: mediante puncién de la arteria auricular, previa depilacion del
area. La zona puncionada se desinfectd con alcohol al 70% y se utilizaron agujas calibre
20g para la obtencion de 3ml de sangre completa en tubos vacutainer sin anticoagulante.

Cada muestra de sangre se conservé a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Posteriormente se refrigeraron y se transportaron al laboratorio de Endocrinologia de
Departamento de Reproduccién, FMVZ-UNAM. El suero se separd por centrifugacion de la
muestra a 3500rpm durante 15 minutos y se conservé a -75°C en un ultra congelador hasta el
momento de su evaluacién.

2.2.4 Evaluacion de testosterona sérica total

Al final del muestreo se realizé la determinacién de testosterona sérica total por radio inmuno
analisis (RIA), utilizando el kit comercial COAT-A-Count, Total Testosterone (Lab. Siemens).

2.2.5 Recoleccidn y evaluacion histolégica de tejidos al final del estudio

Después de 4 inmunizaciones y a los 56 dias de iniciado el estudio los conejos fueron anestesiados
con 66mg/kg de pentobarbital sédico por via intraperitoneal. Los conejos fueron sangrados a
blanco mediante puncién intracardiaca con agujas hipodérmicas 16G hasta que cesaron los signos
vitales de los animales. Se obtuvieron los testiculos, que fueron sumergidos en solucién de
paraformaldehido al 4% por 24 horas y deshidratados en soluciones de sacarosa al 10, 20y 30 %,
permaneciendo 24 horas en cada una. El proceso de fijacidn y deshidratacidn se realizé en una
camara friaa 4 °C.

Para cada animal se incluyé un testiculo en parafina del cual se obtuvo 10 cortes de 5 um,
iniciando por el polo craneal, a distancia de 200um entre cortes y se tifleron con hematoxilina-
eosina. Se evalud la presencia o no de luz en los tubulos seminiferos como sefial de inicio de
actividad espermatogénica®® % 85> de 3 cortes por individuo, utilizando un aumento de 100x®.

2.2. 6 Analisis estadistico

El efecto de la vacuna sobre el peso de los animales, eje longitudinal y transversal de los testiculos,
la concentracidn sérica total de testosterona se realizé por analisis de varianza. Los analisis se
realizaron con el programa SPSS Statistics IBM, version 19. En todos los casos el intervalo de
confianza fue de 95 % (o = 0.05). Las diferencias entre medias se determinaron mediante
comparaciones multiples de medias por el método de Tukey.

Ademas, para la concentracidn sérica de testosterona, se evalué la homogeneidad de varianzas de
la concentracidn de testosterona por grupo en dos momentos: antes de las inmunizaciones
(semanas 1y 2 de tratamiento) y después de las inmunizaciones (ultimas 3 semanas del ensayo)
mediante Chi cuadrada, donde el intervalo de confianza fue de 99.995% (a = 0.005)
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El efecto del tratamiento sobre la probabilidad de la presencia de espermatozoides o de luz en los
tubulo seminiferos fue evaluada por modelos lineales mixtos (GLMM) después de la
transformacion logistica de la variable de respuesta (numero de tubulos con presencia de luz o
espermatozoides / total de tdbulos) incluyendo al tratamiento como variable fija y el efecto
aleatorio del campo de observacién anidado dentro del individuo.

2.3 Evaluacidn de produccion de anticuerpos anti-GnRHR-exr

2.3.1 Produccion del antigeno para evaluar la produccion de anticuerpos

El antigeno para el que se esperan anticuerpos es un péptido quimérico no disponible
comercialmente, por lo que se realizaron ensayos en el laboratorio de Genética Molecular del
Departamento de Genética y Bioestadistica, FMVZ — UNAM, para movilizar el péptido p2-GnRHR-
exr-p30 clonado en el vector de expresién en mamiferos al vector de expresion bacteriano pET —
11 a (Merck Millipore). Al final de la secuencia p30, se anadid una “etiqueta” de 6 histidinas
consecutivas, para su localizacién y purificacion &7 8 6,

La amplificacion del fragmento requirio el diseiio de dos iniciadores: el delantero codificante para
la secuencia del epitopo p2 flanqueado en el extremo 3" por el sitio de corte para la endonucleasa
de restriccion Ndel. El reverso se disefid para alinearse con la secuencia del epitopo p30y la
etiqueta de 6 histidinas flanqueando el extremo 5" del iniciador, seguido por el sitio de corte para
endonucleasa de restriccion BamHI. La secuencia de los iniciadores disefiados se reporta en el
cuadro 2.3.1.1. Las condiciones de la mezcla de reaccién de amplificacion se resumen en la seccidon
2.1.3 y las condiciones para la amplificacion del fragmento se resumen en el Cuadro 2-15. Los
productos de amplificacién y recuperacion de fragmentos de interés se hicieron acorde a la
metodologia descrita en la seccion 2.1.3.

Cuadro 2-14 Iniciadores para Amplificar el Fragmento p2 - GhnRHR-exr - p30 con Secuencia de

Histidinas
Nombre del . Longitud del
. . Secuencia .,
iniciador amplicon (bp)
P2 Ndel(F) CATATG
ATGCAGTATATAAAAGCAAATTCTAAATTTATAGGTATAACTGAA
P30 Bam HI GGATCC TTA GTGGTGGTGGTGGTGGTG TTCTAAATGACT AGC 243
(R) AGATAC TTT AGG
AACCCTCAACCAAAAGCTAACGGTAAAATTATTAAA
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Cuadro 2-15Condiciones de Temperatura para la Amplificacion del Fragmento p2 - GnRHR-exr -
p30 - His a partir de la Clona p2 - GnRHR - exr - p30 Clonada en el Vector pCl neo

Desnaturalizacion Desnaturalizacion | Alineamiento | Amplificacion Ciclos de Extension final
inicial (°C/ Min) (°C/seg) (°C/seg) (°C/ seg) Amplificacién (°C/min)
94/5 94 /30 64 /30 72 /30 30 72 /15

Una vez recuperado el fragmento esperado, éste se insertd en el vector de clonacién T pTZ 57 R/T
InstAclone (Thermo Scientific) siguiendo el protocolo de ligacién sugerido por el fabricante. La
transformacién de células competentes y expansion de las mismas para obtener ADN plasmidico
suficiente se realizé siguiendo el protocolo descrito en la seccidn 2.1.4 del presente documento.
Para la evaluacién de colonias bacterianas positivas se disefiaron iniciadores que flanquean el sitio
multiple de clonacién del vector (Cuadro 2-16), que corresponden a secuencias dentro del gen lac
Z bajo las condiciones de amplificacidén reportadas en el Cuadro 2-17.

Cuadro 2-16 Secuencia de iniciadores para evaluar clonas recombinantes en el vector PTZ 57 R/T

Nombre del Secuencia de bases (3"a5") Longitud del amplicén
Iniciador recombinante (bp)
pUCM13 F GTTTTCCCAGTCACGAC 371
PUCM13R GTCATAGCTGTTTCCTG

Cuadro 2-17 Condiciones de temperatura para la amplificacion del fragmento

p2 — GnRHR-exr — p30 His

Desnaturaliza ... | Alineamient e s . L.
cion inicial ( Desnaturalizaci o Amplificacion Ciclos de Extension

°C / Min ) 6n (°C/seg) (°C/ seg) (°C/ seg) Amplificaciéon | final (°C/min)
94 /5 94 /30 58 /30 72 /30 30 72/5

Los productos de PCR se evaluaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% segun las
condiciones reportadas en la seccién 5.1.4. Dos clonas positivas se seleccionaron para realizar
mini preparaciones de ADN plasmidico a partir de un cultivo de 9ml en LB ampicilina siguiendo el
protocolo reportado por Silhavy et al. (1984). El ADN obtenido se cuantificd mediante
espectrofotometria como se describié en la seccién 2.1.2.

2.3.2 Movilizacién del fragmento p2-GnRHRexr-p30His al vector pET11a

La secuencia para el polipéptido p2-GnRHRexr-p30-His se liberd del vector sometiendo 712 g de
ADN plasmidico a una doble digestién utilizando las endonucleasas de restriccion Ndel (New
England Biolabs) y BamHI (Fermentas) bajo el protocolo que se reportaenelanexo 1 yla
metodologia sugerida por el fabricante. La evaluacién de cada reaccion de restriccion,
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recuperacion de fragmentos de interés, ligacion, transformacion y seleccién de clonas
recombinantes se realizd conforme el método descrito en la seccidén 2.1.8 de este documento.

Como particularidades para el protocolo de expresion del polipéptido, el plasmido se insertd en
bacterias E. coli BL21 Gold y se siguid el protocolo de transformacién propuesto por el fabricante.
La seleccion de clonas recombinantes se realizé mediante PCR punto final utilizando los iniciadores
especificos del fragmento ya reportados en este documento.

Una de las clonas positivas se sembré en 9 ml de medio LB adicionado con ampicilina para iniciar
el protocolo de induccion de proteinas. El cultivo se incubd a 37 °C, a 220 rpm durante toda la
noche.

2.3.3 Induccidn de proteinas: Expansion del cultivo bacteriano e induccién de proteinas
recombinantes

El cultivo de 9ml se expandié en 150 ml de LB — ampicilina y se siguid el protocolo descrito por el
fabricante para inducir la expresion de proteinas al alcanzar una densidad éptica (OD) de 1 a 600
nm de longitud, momento en el que se afiadio isopropil - B - D — 1 - tiogalactopirandsido (IPTG) a
una concentracion final 1ImM. Se tomaron alicuotas de 1 ml previas a la expansion del cultivo e
induccion de expresion con muestreo cada hora. Al final del ensayo el cultivo se centrifugd a 3500
rom / 5 minutos, el medio de cultivo fue desechado y la pastilla del cultivo total fue resuspendida
en 50 ml y las alicuotas en 100 Pl de agua bidestilada respectivamente y después se congelaron
para el andlisis electroforético.

2.3.4 Electroforesis de proteinas

El peso de la proteina recombinante se calculd utilizando una calculadora de peso molecular
disponible en linea™. La secuencia predicha de aminoacidos y el peso de la proteina quimérica se
reporta en Cuadro 2-18.

Cuadro 2-18 Secuencia de residuos para la quimera p2 — GnRHR-exr — p30 - His

Secuencia de residuos Peso (kDa)
MQYIKANSKFIGITELMASASPEQNQNHCSAVNNSNMLMQGNLPTLTLSFN
NFTVSFWLRVP-KVSASHLEHHHHHH 8.5

Se prepararon geles de acrilamida al 15% para el analisis de proteinas en condiciones
desnaturalizantes con los reactivos reportados en el anexo 1. Las soluciones para amortiguadores
de corrida y transferencia de western blot se prepararon segun las recomendaciones del
fabricante del anticuerpo anti histidinas utilizado para la deteccién de la proteina recombinante’.

Las alicuotas para la electroforesis fueron desnaturalizadas durante 1 minuto a 95 °C con el
amortiguador desnaturalizante para proteinas .
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La electroforesis se llevé con 10 Pl de muestra en un sistema vertical para 4 mini geles de 10 cm x
8 cm Mini-PROTEAN" 3 Cell de BIORAD. Todas las electroforesis se corrieron a 20 V durante 20
minutos y posteriormente a 100 V y 50 mAmp durante 50 minutos. Se utilizé azul de Coomassie
para tefiir los geles 7*. Una vez detectada bandas cercanas al peso esperado, se cargaron 100 Wl en
mini geles con peines ciegos para transferirlos a membranas de nitrocelulosa para western blot.

2.3.5 Western blot para la deteccidn de proteinas recombinantes

Un extremo de cada gel se recortd para teiirlo con azul de Comassie como control. El resto del gel
se utilizé para transferir las proteinas a membranas de nitrocelulosa mediante una camara de
transferencia semi -seca (Trans-Blot” de BIORAD) a 100 V y 200 A durante 2 horas. La
identificacidn de anticuerpos en el suero de los conejos contra la proteina se realizé confrontando
cada suero con la membrana conteniendo la proteina recombinante. Previo a la exposicién de las
membranas contra los sueros de los conejos inmunizados éstas

Se bloquearon con una solucion de TBST + leche descremada en polvo a 5% durante 30 minutos a
TA y se recortaron en tiras Como control positivo en la identificacidon de la proteina se utilizé el
anticuerpo comercial anti-histidina. Las diluciones de cada anticuerpo se reportan en el Cuadro
2-19.

Cuadro 2-19 Diluciones de los sueros de los conejos inmunizados para confrontar anticuerpos

Primer anticuerpo

Anticuerpo Dilucion realizada
Anti Histidinas (QIAGEN) 1:300

Sueros grupo p2-GnRHRexr 1:100vy 1:200
Sueros Grupo GnRHRexr-p30 1:100y 1:200
Sueros grupo p2-GnRHRexr-p30 1:100y 1:200
Sueros grupo GnRHR-exr 1: 100y 1:200
Sueros grupo PBS 1:100y 1:200
Segundo anticuerpo

Anti conejo (Sigma) | 1:1 500

Las membranas fueron expuestas al suero de los conejos durante toda la noche a 4 °C. Al otro dia
se realizaron 3 lavados de 5 minutos en agitacion constante a TA con solucion TBST y se confrontd
el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa diluido en solucién TBST y leche en polvo al 5% a 37
°C durante 1 hora. Se revelaron con el kit para revelado de western blot Opti 4 C (Bio Rad) segun
las instrucciones del fabricante.
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3. Resultados

3.1 Construccién de vacunas de ADN contra el primer dominio extracelular del
receptor canino de GnRH (GnRHR- exr) con los epitopos p2 y p30 del toxoide
tetdnico en distintas configuraciones

Se lograron realizar cuatro construcciones de ADN libre de endotoxinas para su expresion en
células mamiferas utilizando el vector pCl neo (PROMEGA ®). La secuencia esperaday
orientacién dentro del marco de lectura se confirmd para cada construccion mediante
secuenciacidn automatica de ADN. El Cuadro 3-1 resume la cantidad de ADN libre de
endotoxinas correspondiente a cada construccidn obtenida para la inmunizacién de los animales
de estudio. El proceso detallado se reporta en el Anexo 1 del presente documento.

Cuadro 3-1 Cuantificacién de la produccion de ADN libre de endotoxinas en el vector de
expresion en mamiferos pCl-neo

Construccion Miligramos totales Volumen total (ml) pg /pl
GnRHR —exr 3.350 1.25 2.68
P2 — GnRHR-exr 4.239 1.35 3.14
GnRHR-exr —p30 2.68 1.8 1.48
P2 — GnRHR-exr - p30 2.5 1.8 1.39

Los resultados a detalle del disefio y la elaboracion de los tres inmundgenos y la clona control se
presentan en el anexo 1.

3.2 Evaluacion del efecto de la inmunizacién con vacunas genémicas sobre las variables
morfométricas de conejos

El peso de los conejos no difirié entre los grupos después de ser o no inmunizados contra la
primera regién extracelular del receptor de GnRH en la forma de una vacuna génica en tres
configuraciones diferentes. (p >0.05).

La Grafica 1 muestra la media de los ejes longitudinal y transversal de los testiculos a las 10
semanas de iniciado el ensayo (56 dias de ensayo; conejos de 20 semanas de edad). No se observé
diferencia entre grupos para el eje longitudinal (p = 0.05), mientras que el eje transversal de los
grupos inmunizados con las construcciones p2-GnRHR-exr y GnRHR — exr — p30 fueron mayores
que los grupos control (PBS), el grupo inmunizado con la construccién p2-GnRHR-exr-p30 vy el
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inoculado solamente con el primer fragmento extracelular (GnRHR-exr) (p < 0.05). Estos tres
grupos entre si no mostraron diferencia.

Grafica 1 Promedio de ejes longitudinales y transversales testiculares
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3.3 Evaluacion histologica de testiculos

No hubo diferencia en el porcentaje de tubulos seminiferos desarrollados o con espermatozoides
entre los grupos al final del estudio (p>0.05). (Grafica 2 y Grafica 3).

Grafica 2 Proporcidn de tibulos con o sin lumen en su interior
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Grafica 3 Proporcidén de tubulos con o sin espermatozoides
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3.4 Evaluacidn de las concentraciones séricas de testosterona total en animales inmunizados con
una vacuna de ADN contra GnRHR-exr flanqueado por epitopos del toxoide tetanico en tres
diferentes configuraciones

La Gréfica 4 muestra la concentracion de testosterona en relacion a la inmunizacién de los conejos.

Estadisticamente, no se encontré diferencia entre la concentracion media de testosterona entre
grupos al final del estudio (P > 0.05).

Al considerar la varianza de la concentracidn de testosterona por grupo antes (semanas 1y 2)y

después de las inmunizaciones (Ultimas tres semanas), no hay reduccion estadistica significativa en
la variacion de la concentracion de testosterona (P > 0.005).
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Grafica 4Concentracidon media de testosterona total por muestreo por grupo
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3.5 Evaluacion de produccion de anticuerpos anti-GnRHR

A partir de la construccidn clonada en el vector de expresidn en células de mamifero, se logré
migrar la secuencia p2 — GnRHR — exr —p30 — His al vector de expresion bacteriano pET-11a. La
ilustracién 6.4.1 muestra la amplificacion por PCR del fragmento clonado en el vector de expresion
bacteriana pET — 11a. Los resultados detallados de la produccién y proceso de evaluacién de la
produccion del péptido p2 — GnRHR-exr-p30 se muestran en el anexo 2 del presente documento.

Después de los ensayos de induccidn y western blot que evalud los anticuerpos comerciales
contra el polipéptido de histidinas disefiado para expresarse en el extremo amino del péptido, no
se encontrd una sefal clara de bandas en el peso esperado de 8.5 kDa. Tampoco hubo marcaje al
evaluar los sueros de los animales tratados obtenidos al final del estudio contra el antigeno.
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97710 '11 12

12 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

llustracién 3-1 Evaluacién de clonas recombinantes por PCR. Construccidn p2 - GnRHR-exr - p30 - His en el vector
pET 11a. Se evaluaron todas las colonias encontradas. Carriles 1y 13: MPM pBR 322 Hind Digest. Carriles 2 a 23:
amplicones en peso esperado de 243 bp. Carril 24: control negativo de la mezcla de reaccién.

MPM  lisado M-M 1101000 1:200 3;1:100 1:200  4;1:100 2:200 AntiHIS

55

35
25

Ilustracion 3-1Western blot. Confrontacion de sueros del grupo p2-GnRHR-exr con el cultivo
bacteriano de induccién de la proteina p2 - GnRHR - exr - p30 - His. Arriba de cada carril se
muestra el elemento confrontado vy la dilucidn realizada. MPM Fermentas Protein Ladder #SM
1811. Anticuerpo Anti-His, dilucién 1:300.
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MPN  lisado MFPM 1 20100 1:200  2;1:°1001:2C03;1:10C 1:2004;1:100 1:200

Ilustracion 3-3Western Blot. Confrontacién de sueros del grupo GnRHR-exr — p30 con el cultivo bacteriano de
induccién para la proteina p2 — GnRHR-exr — p30 — His. Encima de cada carril se muestra el elemento confrontado.
MPM Fermentas Protein Ladder #SM1811. Los numeros previos a la dilucion, sefialan al animal de cuyo suero se
confronta. Gloria, por las imagenes con sus leyendas en hojas separadas (no integradas al texto) para que no se
desacomoden

MPM lisade MFM  1;1:1C0 1:2C02; 1:100 1::00 3,1:1c0 1:20C 4;1:100 Z:200
Te) 1 .

72 -
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Ilustracion 3-4 Confrontacion de sueros del grupo p2- GnRHR-exr — p30 con el cultivo bacteriano de induccidn para la
proteina p2 — GnRHR-exr — p30 — His. Encima de cada carril se muestra el elemento confrontado. MPM Fermentas
Protein Ladder #SM1811. Los nimeros previos a la dilucidn, sefialan al animal de cuyo suero se confronta.
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RPN 1 L11CC 1:200 ;0100 _1::00 31:1001:200 42100 1 ‘2-(‘)0 ArnliHis

llustracion 3-5 Westernblot. Confrontacién de sueros del grupo control (PBS) con el cultivo bacteriano de
induccién para la proteina p2 — GnRHR-exr — p30 — His. Encima de cada carril se muestra el elemento
confrontado. MPM Fermentas Protein Ladder #SM1811. Los nimeros previos a la dilucién, sefialan al animal
de cuyo suero se confronta. Anticuerpo anti His.
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4. Discusion

En este estudio logramos generar cuatro construcciones adecuadas para la inmunizacion por ADN.
Las construcciones incluyeron la primera region extracelular del receptor de GnRH combinado con
epitopos inmunogénicos derivados del toxoide tetanico, para la inmunoesterilizacion de animales
ferales. Cada constructo se logré clonar en un vector de expresion de mamiferos valiéndose de
un sistema bacteriano para su expansién, obteniendo cantidades suficientes para la inmunizaciéon
de los animales del estudio, utilizando 100 g de ADN libre de endotoxinas para cada inoculacién.
La inmunizacidn contra el receptor de GnRH a través de la vacuna gendmica descrita no produjo
cambios significativos en el porcentaje de tibulos seminiferos con lumen o con espermatozoides
en conejos entre 11 y 20 semanas de edad. Sin embargo, solo el 58.9 % y 47.6% de tubulos
seminiferos del grupo control contenian lumen o espermatozoides respectivamente, lo que nos
indica que al final del estudio los animales aln eran sexualmente inmaduros (Garcia - Tomas M.,
2009), vy por lo tanto no estaban en las condiciones ideales para la evaluacidn inicial de la vacuna
génica.

El efecto de la inmunizacién en la interrupcién de la madurez sexual se evalué, en este estudio, a
través de la medicidn de testosterona sérica total y el desarrollo de los tubulos seminiferos,
cuantificando la proporciéon de estos con presencia de luz o espermatozoides. Las concentraciones
de testosterona no difirieron entre el grupo control y los grupos inmunizados contra el receptor de
GnRH. Endocrinoldgicamente, la secrecién de testosterona es la consecuencia del estimulo de la
hormona luteinizante (LH) sobre las células de Leydig (Stocco DM, 2006), y la LH es secretada a su
vez por la accion de GnRH sobre su receptor hipofisario (Bing Y., 2003),siendo esta Ultima
molécula blanco de los inmundgenos disefiados en el presente proyecto. Diversos estudios miden
el éxito de vacunas anticonceptivas a través de la determinacién de testosterona sanguinea (Ferro
VA, 2004) (Janett F., 2012) (Robbins S.C., 2004) (Walker J., 2007), encontrando una menor
concentracidn de este esteroide en los individuos inmunizados posterior a la vacunacién. Robbins
et al. (2004) en cachorros de gato doméstico y Jannet (2012) en becerros reportan una reduccion
en las concentraciones de testosterona en aquellos animales que generaron una respuesta
inmune contra GnRH. Entonces, tuvimos la oportunidad de medir las concentraciones d
testosterona durante desarrollo de nuestros grupos al acercarse a la pubertad y comparar en dos
momentos durante su desarrollo, esperando encontrar una menor concentracién y variaciéon de
testosterona al final del ensayo en los animales inmunizados. Sin embargo, las concentraciones de
testosterona no difirieron entre grupos pero estuvieron dentro de los niveles (1 a 5 ng/ml)
reportados para la raza Nueva Zelanda (Moor y Younglai, 1975).Paralelamente, se dio seguimiento
al peso y ejes testiculares longitudinal y transversal. Las tres variables mostraron aumento
respecto a la medicidn previa hasta finalizar el ensayo (datos no mostrados) y al comparar cada
variable al final del ensayo se demostré que no hubo diferencia significativa entre el peso total de
los animales, ni en las mediciones testiculares atribuibles a la (Ferro VA, 2004) Ferro (2004) utilizé
ratas y ratones puberes para la inoculaciéon de vacunas contraceptivas, tomando como una de sus
variables a medir el eje transversal testicular y (Janett et al. (2012) hace una medicidn similar con
la circunferencia escrotal en becerros, dada la disposicidn pendulante de las génadas del bovino,
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con el mismo fin. Ambos estudios revelan disminucién en las dimensiones macroscopicas
testiculares en comparacion con sus controles al final de sus respectivos estudios, y resultados
igualmente disminuidos para la presencia de lumen, espermatozoides y concentracion de
testosterona. Al sacrificar a los conejos nuevamente medimos los testiculos y encontramos que el
epididimo y una almohadilla grasa estan adheridas a un polo del testiculo y no pueden ser
distinguidos del testiculo cuando se hace la medicién transescrotal (datos no presentados). Por lo
gue pensamos que para esta especie la medicidn de los testiculos no es tan precisa como para
especies con escroto pendulante.

La evaluacion histoldgica de los testiculos arrojo resultados acorde con la concentracion de
testosterona, ya que se observé la misma proporcion de tubulos seminiferos con espermatozoides
o lumen entre grupos tratados y control, concluyendo que todos los animales del estudio
manifestaron el mismo grado de desarrollo sexual. La presencia de lumen en el interior del tubulo
seminifero, asi como la estratificacion del epitelio germinal, es un signo de inicio de la pubertad,
con el consecuente inicio de espermatogénesis (Garcia - Tomas M., 2009) (Avelar G.F., 2010)
(Russell L.D., 1989) . Garcia— Tomds (2009) describe la proporcion de tubulos seminiferos con
lumen en su interior a diferentes edades desde el nacimiento hasta la edad adulta del conejo,
siendo los adultos (a las 33 semanas de edad), animales con un lumen desarrollado en por lo
menos 64.8% de los tubulos seminiferos en cortes transversales y de estos 52.4 % de estos con
presencia de espermatozoides.Ferro VA, (2004), Khan M.A.H., (2007), Janett F., (2012) y Robbins
S.C., (2004) entre otros investigadores han utilizado la presencia de espermatozoides en el tubulo
seminifero como una variable para medir la eficacia de vacunas contraceptivas. Ellos reportan que
la vacunacion contraceptiva disminuyd la concentracion de testosterona, y ausencia en el
desarrollo de lumen en el tubulo seminifero; y cuando el estudio inicia con animales adultos con
tubulos seminifero ya desarrollado la ausencia de espermatozoides. Ferro et al., (2004) hace una
comparacioén entre especies con una vacuna dirigida contra GnRH, donde observan que los
animales que no generan anticuerpos manifiestan desarrollo testicular normal, mientras que
aquellos que responden, manifiestan azoospermia.

El presente estudio inicid la inmunizacion en conejos pre puber y fueron sacrificados a las 20
semanas de edad, siendo todavia puberes segun Garcia - Tomas M. (2009), quien considera
conejos puberes a animales entre 14 y 24 semanas y maduros a partir de las 25 semanas de edad.

Después de los resultados obtenidos proponemos que una estrategia mas simple para evaluar el
efecto de la inoculacion de nuevos inmundégenos sobre la funcidn sexual puede ser el uso de
animales adultos (Ferro VA, 2004) (Walker J., 2007).

La secuencia de la vacuna gendmica debe ser incorporada a la célula para que la proteina que
servira como antigeno se produzca. En nuestro estudio la produccion enddgena del péptido
recombinante como antigeno no se pudo confirmar con las metodologias realizadas. Sin embargo,
la presencia del fragmento a expresar dentro del vector se confirmé mediante PCR de punto final
aunque no fue posible la secuenciacién del mismo. La deteccion de la proteina en el cultivo
bacteriano en condiciones desnaturalizantes fue detectada por un anticuerpo comercial disefiado
contra la etiqueta de histidinas (Harris J.D., 1999) (Aminian A., 2007) (Srivastava M., 1999) (Khan
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MA, 2008). Sin embargo, dado a que la marca de esta banda no fue clara pensamos que es
necesario confirmar la secuencia del vector de expresion y posteriormente confirmar la
produccion de la proteina.

La falla para encontrar la proteina expresada en los cultivos bacterianos no se puede asumir como
un fracaso en la transfeccion y expresion en los animales de estudio ya que se utilizaron vectores
diferentes para cada objetivo (pCl-neo como vector de expresién en mamiferos y pET-11a parala
expresion bacteriana). La eficacia de expresion del vector en cultivos de mamiferos no se
cuantifico en este ensayo, se asumio la expresion sostenida del antigeno en los animales
inoculados, pero seria importante comprobar el intervalo de expresion y la localizacién de la
proteina producida para tener certeza de que los individuos transfectados estuvieron en contacto
con el antigeno.

Los datos acerca de la eficacia de expresion, cuantificacion de la proteina expresada e intervalo de
expresion se puede realizar en cultivos celulares mamiferos (Harris J.D., 1999) (Densmore C.L.,
2000) (Masotti A., 2009) (Choudhury S., 2009)para tener una idea aproximada del tiempo y
concentracidn a la que estaria expuesto el animal transfectado al antigeno de interés. , Con la
metodologia utilizada, se puede alcanzar hasta 85 % de expresion en las células transfectadas.
Diversos autores (Kaptein et al, (2008) (Choudhury S., 2009), (Harris J.D., 1999) (Khan M.A.H.,
2007) (Williams B.B., 2008)) reportan un protocolo de inmunizacion que incluye en el disefio del
DNA, ademas de la secuencia de la molécula de interés, de una molécula luminiscente como
reportera (NiJ, et al., 2009)) de la produccion exitosa del antigeno que puede de una manera no
intrusiva demostrar la incorporacién de la vacuna y la produccién de la proteina de interés. En
nuestros ensayos se controld la cantidad de ADN inoculado, el sitio de inoculacion y se asumié que
la transfeccién ocurriria dado a que la inoculacién de ADN plasmidico (ADNp) desnudo ha
demostrado ser suficiente para insertarse en el tejido inoculado. Adicionalmente, se realizo
electroporacion en el sitio de inoculacién inmediatamente después de la inyeccion y esta
estrategia ha demostrado mejorar hasta 20 veces la expresidn de la proteina transfectada en las
células inoculadas in vitro e in vivo (Medi B.M., 2005) (Herweijer H., 2003) (Masotti A., 2009).

Al final de este proyecto se lograron 4 construcciones de ADN plasmidico para expresion en células
mamiferas, confirmadas por secuenciacidon automatica que contienen la primera asa del receptor
de GnRH canino y epitopos inmunogénicos reportados como eficaces para generar respuesta
inmune especifica . Estandarizar la tasa de expresion de dichos vectores y aumentar u obtener la
proteina a través de estos vectores en cultivos celulares para su purificacidn posterior y uso como
antigeno directo en individuos y como antigeno para evaluacidn serolégica, permitird corroborar
los resultados arrojados en el presente documento, o bien refutarlos. Obtener la secuencia de
bases de la construccion clonada en el vector de expresion bacteriana y estandarizar el método de
expresion, es una propuesta que debe de considerarse como un método mas simple para obtener
proteinas recombinantes y en mayor escala que aquellos sistemas basados en cultivo de células
mamiferas con el fin de comparar la inoculacion de proteinas recombinantes y ADN plasmidico.
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ANEXO 1

Analisis bioinformatico para la construccion de vacunas de ADN contra el primer
dominio extracelular del receptor de GnRH canino flanqueado por epitopos del
toxoide tetanico

El anadlisis bioinformatico arrojé una secuencia de 99 bases para el fragmento de GnRHR-exr.
Considerando los sitios de corte para endonucleasas de restriccion afladidos a cada iniciador, el
amplicon generado constd de 116 bp. La construccidn con el epitopo p2 precediendo al GnRHR-exr
(p2 — GnRHR-exr) generé amplicones de 161 bp; la construccién con GnRHR-exr seguida por la
secuencia del epitopo p30 (GnRHRexr-p30) generd amplicones de 179 bp y la construccidon con
ambo epitopos, p2 — GnRHR-exr — p30, amplicones de 224 bp. El Cuadro complementario 1
reporta la secuencia de bases de los iniciadores disefiados para generar las construcciones.

Cuadro complementario 1 Secuencia de Iniciadores para Clonar en GnRHR — exr y los Epitopos
Fusionados al Mismo

Nombre del Iniciador Secuencia de bases (3" a5")
GnRHR-exr-F TTCTAGA ATG GCA AGC GCCTCC CTG AAC
(delantero)

GnRHR-exr-R (reverso) | TTCTAGA TTA AGA TAA GGT CAG GGT GGG GAG

P2GnRHR-F TTCTAGA ATGCAGTATATAAAAGCAAATTCTAAATTTATAGGTATA

(delantero)
ACT GAA ATGGCAAGCGCCTCTCCTGAAC

P30GnRHR-R (reverso) | CTCCCCA CCCTGACCTTATCTGGGTTAATAATTTTACCGTTAGCTTTTG
GTTGAGGGTTCCTAAAGTATCTGCTAGTCATTTAGAATAATCTAGAA

Secuenciacion del plasmido GnRHR-exr/pGEM — T

La llustracion complementaria 1muestra la pantalla del electroferograma correspondiente ala
reaccion de secuenciacion del vector pGEM-T/GnRHR-exr y la Ilustracion complementaria 2el
alineamiento de la secuencia obtenida comparada con la secuencia de referencia en la base de
informacion genética GenBank. La lectura de secuencia en el vector de clonacidn corresponde al
100% con la secuencia reportada previamente.
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File: (NC_11-042)_C1F.ab1 Run Ended: Mar 31, 2011, 15:36:16  G:192 A:167 T:145 C:125  Sequence: C1F
Lane: 3 Base spacing 13.11 946 bases in 11873 scans Page 1 of 1
10 2 T

MTTATGG GCG ATTG

llustracion complementaria 1. Electroferograma generado por la lectura del plasmido pGEM-T/GnRHR-exr. Las ondas
uniformes muestran la correspondencia de cada base segun el color de éstas.

Score sort | |% e | _¢| 2 _4| d

Global DMA alignment. Mol 1 product GNRHREXR {1to 1168) Mol 2 (NC_11-042)_C1F (1 to 948)
Scoring matrix: Linear (Mismatch 2, OpenGap 4, ExtGap 1)

Sequence View: Similarity Format, Color areas of high matches at same base position

product GNRHREXR 1 - ttctagaatggcaagcgc
(NC_11-042)_CIF 246 gggagoctcoctoccatatggtogacctgoaggoggoocgogaattocactagtgatttotagaatggocaagoge
product GHRHREXR 19 ctctooctgaacagaatcaaaatcactgotcagotgtaaacaacagocaacatgotgatgocagggocaaccto
(NC_11-042)_CIF 176 ctctoctgaacagaatcaaaatcactgotcagotgtaaacaacagocaacatgotgatgocagggocaaccto
product GNRHREXR 89 cccaccoctgaccttatcttaatotagaa———————————— - - - - - - - -
(NC_11-042)_CI1F 106 cccaccoctgaccottatcttaatctawaaaatcgaattoocogoggoogoccatggoggocogggagocatgoga

product GNRHREXR = — —-————————————— oo
(NC 11-042) C1F 36 cgtcgggoccaatcgoccctataakragkrrysrac

llustracion complementaria 2. Comparacién de la secuencia obtenida por la reaccién de secuenciacion del pldasmido
pGEM-T/GnRHR-exr con la secuencia reportada previamente en el banco de informacion genética GenBank mostrando
100 % de homologia .

Secuenciacion de ADN plasmidico en el vector de expresion en mamiferos pCl neo

La llustracidn complementaria 3 muestra el correcto alineamiento y homologia al 100% de 2
clonas de la construccion GnRHR — exr / pClneo secuenciadas con las secuencias virtuales de la
region extracelular del receptor y una clonacion virtual de dicha secuencia insertada en vector de
expresion en mamiferos pCl neo. Se confirma la correcta clonacién del fragmento de interés en el
vector de expresion en mamiferos.
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Clubal 000 shgrement.  Maference mocule: Comele (03 o, Ragee 1B S99
Sequances: 4 Soonee matre: Lisar (Marmstch 3, Operias 4, DtCeg 1)

Sy Ve, Srbarty Format, (ot areas o g maetihes ol saemw Bas pecstion

llustracion complementaria 3. Comparacion de secuencias dentro del marco abierto de lectura para la construccion
GnRHR-exr — pCl neo. De arriba hacia abajo: Primera secuencia: clona virtual GnRHR-exr/pCl neo en direccién 3’- 57;
segunda y tercera secuencias: electroferogramas para dos clonas de GnRHR-exr/pCl neo; cuarta secuencia: Secuencia
virtual de GnRHR-exr. Las dos clonas secuenciadas muestran homologia entre siy con las secuencias virtuales.

La llustracién complementaria 4muestra el alineamiento de una clona secuenciada y la

comparacién con la construccion virtual para la construccién p2-GnRHRexr/pCl neo. Se confirma

correspondencia entre ambas secuencias.

Global DNA alignment.

Mol 1 (NC_11-111)_A4F (1to 1003) Mol 2 P2GNRHEXR {1to 161)
Scoring matrix: Linear (Mismatch 2, OpenGap 4, ExtGap 1)

(NC_11-111) R4F
P2GNREEXER

(NC_11-111) R4F
P2GNRHEXR

(NC_11-111) R4F
P2GNRHEXR

(NC_11-111) A4F
P2ENRHEXR

1

T1

141
54

211
124

Sequence View: Similarity Format, Color areas of high matches at same base position

ckgtktttcragtoccagwtcagkkacagotottaggotagagtacgaaacgactcactataggotagtga

grgttttogogtggtacctotagaatgoagtatataaaagtaaactctaaatttataggtataactgaaa
————————————————— ttctagaatgcagtatataaaagcaaattctaaatttataggtataactgaaa

tggcaagocgoctctococtgaacagaatcaaaatcactgotcagectgtwamcaacagcaacatgetgatgea
tggcaagcgoctctocctgaacagaatcaaaatcactgotcagctgtaaacaacagcaacatgetgatgea

gggcaacctcccCaccoctgaccitatcitaatctagagtcgaccogyycggccygcttcoctttagtyagg
gggcaacctccccaccctgaccttatcttaatctagaa————————————————————————————————

llustracion complementaria 4. Evaluacion de orientacidén de las clonas dentro del marco de lectura en el vector de
expresion en mamiferos pCl neo para la construccién p2-GnRHRexr. Alineamiento de la secuencia obtenida en

electroferograma con la secuencia virtual esperada. Se observa coincidencia entre secuencias a partir de la base 89 de la
lectura obtenida hasta la base 247 de la misma.
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La llustracion complementaria 5 muestra el correcto alineamiento de la clona virtual con la
secuencia obtenida de una clona que arrojé amplicones en la orientacion positiva en la reaccién de
PCR punto final para la construccién GnRHRexr-p30/pCl neo. La homologia es del 100%.

B Homology Block: Percent Matches 100 Score 172 Length 172

Sequence View: Similarity Format, Color areas of high matches at same base position

GHNRHEXRP30 7 aatggcaagcgcocctctoctgaacagaatcaaaatcactgoctcagotgtaaacaacagocaacatgotgatgocagggocaacctoccoccaccet
(NC_11-087) B4-F 140 aatggcaagcgcctctoctgaacagaatcaaaatcactgotcagectgtaaacaacagocaacatgotgatgocagggeoaacctoccccacect
GHNRHEXRP30 97 gaccttatcttttaataattttaccgttagottttggttgagggttcoctaaagtatctgotagtcatttagaataatctaga
(NC_11-087) B4-F 230 gaccttatcttttaataattttaccgttagettttggttgagggttoctaaagtatectgetagtcatttagaataatectaga

llustracion complementaria 5. Evaluacion de orientacidn de las clonas dentro del marco de lectura en el vector de
expresion en mamiferos pCl neo para la construccion GnRHRexr-p30. Alineamiento de la secuencia obtenida en
electroferograma con la secuencia virtual esperada. Fila superior: Clona virtual. Fila inferior: lectura de ADN plasmidico.
Se observa coincidencia entre secuencias a partir de la base 140 de la lectura obtenida hasta la base 311 de la misma.

La llustracion complementaria 6muestra el correcto alineamiento de la clona virtual con la
secuencia obtenida de una clona que arrojé amplicones en la orientacidn positiva en la reaccién de
PCR punto final para la construccién p2-GnRHRexr-p30/pCl neo. La homologia entre secuencias es
del 100%.

(NC_11-252) C7-F 81 gtggtacctctagaatgcagtatataaaagcaaattctaaatttataggtataactgaaatggocaagecgectetocctgaa
PZ2GHRHEXRF30 1 ————— ttctagaatgcagtatataaaagcaaattoctaaatttataggtataactgaaatggocaagogoctoctooctgaa
(NC_11-252) C7-F 161 cagaatcaaaatcactgctcagctgtaaacaacagcaacatgctgatgocagggcaacctoccccaccoctgaccttatcttt
PZGHNRHEXRF30 74 cagaatcaaaatcactgctcagctgtaaacaacagcaacatgoctgatgocagggocaacctoccccaccctgaccttatottt
(NC_11-252) C7-F 241 taataattttaccgttagcttttggttgagggttcctaaagtatctgotagtcatttagaataatctagagtcgaccogg
P2GNRHEXRP30 154 taataattttaccgttagcttttggttgagggttcctaaagtatctgotagtcatttagaataatctagaa—————————

llustracion complementaria 6. Evaluacion de orientacion de las clonas dentro del marco de lectura en el vector de
expresion en mamiferos pCl neo para la construccion p2-GnRHRexr-p30. Secuencia en la fila superior: Lectura de ADN
plasmidico. Fila inferior: Secuencia virtual esperada. Se observa coincidencia entre secuencias a partir de la base 89 de la
lectura obtenida hasta la base 310 de la misma.
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ANEXO 2

Detalles del trabajo de biologia molecular para la construccion de la vacuna
génica contra el receptor de GnRH canino flanqueado por epitopos del toxoide
tetanico
La llustracion complementaria 7 muestra la electroforesis que confirma la presencia de ADN
gendmico obtenido a partir de leucocitos sanguineos caninos. La concentracidn de ADN obtenida
fue de 240 pg / ml con una pureza de 1.71. A partir de este ADN se inicié la amplificacién de la
primera region extracelular del receptor de GnRH.

llustraciéon complementaria 7. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1%: extraccién de ADN gendmico. Carriles 1
y 5: Marcador de peso molecular ABSte Il Hind digest. Carriles 2, a 4: ADN de alto peso molecular.

Amplificacion del fragmento GnRHR-exr mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
punto final

Después de realizar una evaluacién de gradiente de temperaturas de alineamiento, las
temperaturas ideales de amplificacidn se reportan en el Cuadro complementario 2. La llustracion

complementaria 8 muestra la amplificacién del fragmento GnRHR-exr.

Cuadro complementario 2 Condiciones de Temperatura Para Amplificar el Fragmento GnRHR-exr

Desnaturalizacion Desnaturalizacion | Alineamiento | Amplificacion Ciclos de Extension
inicial ( °C / Min) Amplificacién final (°C/min)
(°C/seg) (°C/seg) (°C/seg)
94 /5 94 /30 58/30 72 /30 30 72 /15
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llustracién complementaria 8 . Andlisis electroforético en gel de agarosa al 3.5 %. Amplificacién del fragmento GnRHR -
exr

Clonacion del fragmento GnRHR-exr en un vector de clonacion T

La llustracién complementaria 9 muestra la amplificacion de GnRHR-exr a partir de las colonias de

E. coli DH5a positivas por el marcador de color negativo a galactosidasa (colonias blancas), donde
se encontraron fragmentos de aproximadamente 116bp.

llustracién complementaria 9. Analisis electroforético de productos de PCR en gel de agarosa al 3%:
amplicones correspondientes al fragmento GnRHR-exr. Carriles 1y 7: MPM PBR 322 Mspl. Carriles 1,3y 4

amplicones en el peso esperado; carriles 2 y 5 reacciones sin amplicones; carril 6: control negativo de la
mezcla de reaccion.
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La ilustracion complementaria 10 muestra el ADN plasmidico a partir de una mini preparacién de
ADN de 9 ml. Se observaron plasmidos en diferentes configuraciones a lo largo de cada carril.

llustracion complementaria 10. Andlisis electroforético en gel de agarosa 1%. Recuperacion de plasmidos. Clona GnRHR
—exr / pGEM T. Marcador de peso molecular ABSte Il Hind digest.

Amplificacién de clonas con los epitopos p2 y p30 en 3 configuraciones diferentes mediante PCR

Punto Final

Después de realizar una evaluacién de gradiente de temperaturas de alineamiento, las

temperaturas ideales de amplificacién para cada construccion se reportan en el Cuadro

complementario 3. Lailustracién complementaria 11 muestra los amplicones de cada una de las

construcciones a la temperatura de alineacién adecuada para cada construccion.

Cuadro complementario 3 Condiciones de temperatura para la amplificacién de fragmentos de
cada construccion con los epitopos p2 y p30 del toxoide tetanico

Construccion Desnaturalizacion | Desnaturalizacion | Alineamiento | Amplificacion | Ciclos | Extension
inicial (°C/ Min) final
(°C/seg) (°C/seg) | (°C/seg) (°C/min)
p2-GnRHRexr 94/5 94/30 70/30 72/30 30 72/15
GnRHRexr- 94/5 94 /30 65 /30 72/30 30 72 /15
p30
p2-GnRHRexr- 94/5 94 /30 68 /30 72/30 30 72 /15
p30
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llustracion complementaria 11.Analisis
electroforético de productos de PCR en gel de agarosa
al 3%. Carril 1: MPM pBR 322 Mspl digest; carriles 2 y
3: amplicon p2-GnRHRexr-p30 (224bp); carriles 4 y 5:
amplicén GnRHRexr-p30 (179bp); carriles 6y 7:
amplicén p2-GnRHRexr (161bp). Se observan bandas
en los pesos esperados correspondientes a cada
construccién.

Clonacidn de cada construccion en un vector de clonacion T

La ilustracion complementaria 12 muestra los productos de PCR obtenidos a partir de la
evaluacién de colonias de bacterias transformadas con el vector pGEM-T/p2-GnRHRexr. Los
amplicones corresponden con el peso esperado de 161 bp.

llustracion complementaria 12 Analisis electroforético
de colonias recombinantes en gel de agarosa al 3%.
Carriles 1y 6: MPM pBR 322 Mspl digest. Carriles 2 a
5: amplicones de colonias transformadas con el
plasmido pGEM-T/p2-GnRHRexr. Las muestras en los
carriles 2 a 5 muestran amplicones en el peso
esperado para el fragmento (161bp).

La ilustracion complementaria 13 muestra los productos de PCR de colonias de bacterias
transformadas con el vector pGEM-T/GnRHRexr-p30. Los amplicones corresponden con el peso
esperado de 179 bp.
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llustracion complementaria 13. Analisis electroforético de colonias recombinantes en gel de agarosa al 3%.
Carriles 1y 12: MPM pBR 322 Mspl digest. Carriles 2 a 11: amplicones de colonias recombinantes
transformadas con el plasmido pGEM-T/GnRHRexr-p30.

La ilustracion complementaria 14 muestra los productos de PCR obtenidos de la evaluacion de
bacterias transformadas con el vector pGEM-T/p2-GnRHRexr-p30. Los amplicones corresponden
con el peso esperado de 224 bp.

llustracion complementaria 14 Andlisis electroforético de colonias recombinantes en gel de agarosa al 3%. Carriles
1y 12: MPM pBR 322 Mspl digest. Carriles 2 a 11: amplicones de colonias recombinantes transformadas con el
plasmido pGEM-T/p2-GnRHRexr-p30.

La ilustracion complementaria 15 muestra la recuperacién de ADN plasmidico a partir de mini
preparaciones de ADN de 9 ml. Se observaron plasmidos en diferentes configuraciones a lo largo
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de cada carril para cada una de las construcciones, ya que cada construccidén tiene pesos

diferentes.

llustracion complementaria 15. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1%. Recuperacién de ADN
plasmidico a partir de mini preparaciones de ADN. Carriles 1y 8: MPM ABSte Il Hind digest. Carriles 2 y 3:
Extracciones de la construccion pGEM-T/p2-GnRHRexr; carriles 4 y 5: extracciones de la construccién pGEM-
T/GnRHRexr-p30; carriles 6 y 7: extraccion de la construccion pGEM-T/p2-GnRHRexr-p30.

Movilizacion de Clonas al Vector de Expresion en Mamiferos

La ilustracion complementaria 16 muestra la evaluacion de digestidn de los pldsmidos pGEM-T con
cada construcciéon. Una vez observados los plasmidos linearizados, se asume que los fragmentos

de interés se han liberado.

llustracion complementaria 16 Electroforesis de digestiones del vector pGEM-T con las construcciones para
cada vacuna de ADN, con la endonucleasa de restriccion Xbal en gel de agarosa 1%. Carriles 1y 12: MPM ABSte ||
Hind digest. Carriles 2 y 3: plasmido pGEM-T/p2-GnRHRexr; carriles 4 y 5: plasmido pGEM-T/GnRHRexr-p30;
carriles 6 y 7: plasmido pGEM-T/p2-GnRHRexr-p30; carriles 8 y 9: plasmido pGEM-T/GnRHR-exr; carril 10:
Plasmido pGEM-T linearizado (control positivo); carril 11: control (clona en plasmido pGEM-T sin digerir).
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La ilustracion complementaria 17 muestra el fragmento GnRHR-exr liberado después de la
reaccion de restriccion. El fragmento se recuperd para insertarlo en el vector de expresiéon en
mamiferos.

llustracion complementaria 17. Andlisis electroforético de recuperacion de fragmentos liberados del vector
pPGEM-T, con las construcciéon GnRHR-exr en Gel de agarosa 3.5%. Carriles 1y 4: MPM pBR 322 Mspl digest.
Carriles 2 y 3: plasmido pGEM-T/GnRHR-exr.

La ilustracion complementaria 18 muestra los fragmentos liberados a partir de las reacciones de
restriccion para de los plasmidos pGEM-T con las construcciones p2-GnRHRexr y GnRHRexr-p30. A
pesar de la diferencia en peso, se recuperaron para insertarlos al vector de expresién en
mamiferos y confirmar su secuencia posteriormente.

llustracion complementaria 18 Analisis electroforético en gel de agarosa al 3% para la recuperacion de
fragmentos liberados del vector pGEM-T, con las construcciones p2- GnRHR-exr y GnRHR-p30. Carriles 1y 6:
MPM pBR 322 Mspl digest. Carriles 2 y 3: construccidon p2-GnRHRexr. El fragmento esperado es de 161bp. Las
bandas observadas coinciden con el peso esperado. Carriles 4 y 5: construccién GnRHR-p30. El peso esperado de
los fragmentos liberados es de 179bp.
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La ilustracion complementaria 19 muestra los fragmentos liberados a partir de las reacciones de

restriccion para el plasmido pGEM-T con la construccién p2-GnRHRexr —p30. La fotografia muestra

en los carriles 4 y 5, dos bandas del peso esperado (224 bp), se recuperaron para insertarlas al
vector de expresion en mamiferos para confirmar su secuencia.

llustracion complementaria 19 Analisis electroforético
en gel de agarosa al 3%: recuperacién de fragmentos
liberados del vector pGEM-T, construccién p2-
GnRHRexr-p30. Carriles 1 y 10: MPM pBR 322 Mspl
digest. Carriles 2 a 9: construccién p2-GnRHRexr-p30. El
fragmento esperado es de 224bp. Las bandas
observadas en los carriles 4 y 5 coinciden con el peso
esperado.

Evaluacion de clonas recombinantes en el vector de expresion en mamiferos pCl neo

La ilustracion complementaria 20 muestra la amplificacion de fragmentos correspondientes a
GnRHR-exr. Se evaluaron todas las colonias obtenidas de la reaccion de transformacion
bacteriana.

Ilustracion complementaria 20 Analisis electroforético en gel de agarosa 3.5%: productos de PCR para la
construccion GnRHR-exr — pCl neo. Carriles 1y 13: MPM pBR 322 Mspl digest. Carriles 2 a 13: amplicones.
Carriles 1 a 6 y 12 no se observan amplicones. Carriles 7 a 11: se observan bandas en el peso esperado.
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La ilustracion complementaria 21 muestra la amplificacién de fragmentos correspondientes a la
construccion p2-GnRHRexr. Se evaluaron todas las colonias obtenidas de la reaccion de
transformacion.

307
238+212

117
1234110

llustracién complementaria 21 Andlisis electroforético en gel de agarosa 3.5%: productos de PCR
para la construccion p2-GnRHRexr en el vector de expresion en mamiferos pCl neo. Carril 1: MPM
pBR 322 Mspl digest. Carriles 2 a 12: productos de Se esperan fragmentos de 152 bp. Todos los
carriles muestran amplicones en el peso esperado. Los carriles 5 a 11 muestran ademas bandas
inespecificas.

La ilustracion complementaria 22 muestra la amplificacién de fragmentos correspondientes a la
construccion GnRHRexr-p30. Se evaluaron todas las colonias obtenidas de la reaccién de
transformacién.

307
238+242

147
123+110

llustracién complementaria 22 Analisis electroforético en gel de agarosa 3.5%. De productos de PCR
para la construccion GnRHRexr-p30 en el vector de expresion en mamiferos pCl neo. Carril 1: MPM
pBR 322 Mspl digest. Carriles 2 a 11: productos de PCR. Carril 12: control negativo de la mezcla de
reaccion. En los carriles 2 a 11 se observan amplicones que coinciden con el peso esperado de
179bp. La clona evaluada en el carril 8 muestra ademas una amplificacion inespecifica de mayor peso.
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La ilustracion complementaria 23 muestra amplicones correspondientes a la construccién p2-
GnrHRexr-p30. Se evaluaron todas las colonias obtenidas de la reaccion de transformacion.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

307
238+242

307
238+242

147 147

123+110 123+110

llustracion complementaria 23 Andlisis electroforético en gel de agarosa 3.5%: productos de PCR para la
construccion p2- GnRHR-exr —p30- pCl neo. Carriles 1y 10: MPM pBR 322 Mspl digest. Carriles 2 a 8:
productos de PCR. En los carriles 2 a 5 se observan amplicones en el peso esperado de 224 bp y otros
amplificados inespecificos. Los carriles 6 a 8 muestran amplicones Unicamente en el peso esperado. Carril 9:
control negativo de la mezcla de reaccion.

La ilustracion complementaria 24 muestra extracciones de ADN plasmidico correspondiente a la
construccion GnRHR/pCI neo.

llustracion complementaria 24 Analisis
electroforético en gel de agarosa al 1%: extraccion
de ADN plasmidico GnRHR-exr en el vector de
expresion en mamiferos pCl neo. Carriles 1y 8:
MPM A BSte Il Hind digest. Carriles 2 a 7:
extraccion de ADN a partir de plasmido.
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La ilustracion complementaria 25 muestra extracciones de ADN plasmidico correspondiente a la
construccion p2-GnRHRexr / pCl neo.

llustracién complementaria 25 Andlisis
electroforético en gel de agarosa 1%: extraccion de
ADN plasmidico. Construccién p2-GnRHRexr en el
vector de expresion en mamiferos pCl neo. Carriles
1y 10: MPM A BSte Il Hind digest. Carriles 2 a 9:
extraccion de ADN a partir de plasmido.

La ilustracion complementaria 26 muestra extracciones de ADN plasmidico correspondientes a la
construccion GnRHRexr-p30/pCl neo.

llustracion complementaria 26 Analisis
electroforético en gel de agarosa 1%. Extraccion
de ADN plasmidico para la construccion GnRHR-
exr —p30 en el vector de expresion en mamiferos
pCl neo. Carriles 1y 8: MPM A BSte Il Hind digest.
Carriles 2 a 7: extraccion de ADN a partir de
plasmido.

La ilustracion complementaria 27 muestra extracciones de ADN plasmidico correspondientes a la
construccion p2-GnRHRexr-p30/pCl neo.

Ilustracion complementaria 27 Andlisis
electroforético en gel de agarosa 1%: extraccion de
ADN plasmidico para la construccién p2- GnRHR-exr
—p30 en el vector de expresion en mamiferos pCl
neo. Carriles 1y 8: MPM A BSte Il Hind digest.
Carriles 2 a 7: extraccién de ADN a partir de
plasmido.
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La ilustracion complementaria 28 muestra los amplicones obtenidos de la evaluacién de
orientacidn de secuencia dentro del marco de lectura para la clona GnRHR-exr/pClI neo.

llustracion complementaria 28. Analisis electroforético en gel de agarosa 3.5 %: productos de PCR. Evaluacidn
de orientacién de las clonas dentro del marco de lectura para la construccion GnRHR-exr- pCl neo. Fila
superior: orientacion correcta; se esperan bandas de 212 bp. Fila inferior: orientacién incorrecta. Carril 1:
MPM pBR 322 Hind digest. Carriles 2 y 4: orientacidn positiva. Carriles 5, 6 y 7: amplicones mds pesados; no se
consideran adecuados. Carriles 3 y 4: orientacion incorrecta. Carril 8: control negativo de reactivos en la
mezcla de reaccidn. Se utilizé el ADN de las clonas 2 y 4 para secuenciar.

La ilustracion complementaria 29 muestra la evaluacion de la extraccién de ADN libre de

endotoxinas para la clona GnRHR-exr/pCl neo. El carril 4 muestra bandas de ADN que sugieren que

la capacidad de captura de ADN de la columna se rebasd.

llustracion complementaria 29 Electroforesis en gel de agarosa 1%:
purificacién de ADN plasmidico libre de endotoxinas. Construccion GnRHR-
exr/pCl neo. Carril 1: MPM A BSte Il Hind digest. Carril 2: lisado de cultivo
bacteriano. Carril 3: recuperacion de ADN después de filtrar. Carril 4:
Solucién de lavado de columna de retencién. Carril 5: Elusién de ADN de la
columna. 6: ADN plasmidico libre de endotoxinas concentrado.

La ilustracion complementaria 30 muestra la evaluacién de orientacion dentro del marco de
lectura para la clona p2-GnRHRexr/pCl neo. El fragmento esperado para la orientacion adecuada
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es de menor tamafio porque el iniciador para alinearse en el extremo 3’ cae dentro de la secuencia
del receptor y no del epitopo p2.

llustracion complementaria 30 Andlisis electroforético en gel de agarosa 3.5 %: productos de PCR para la
orientacion de clonas dentro del marco de lectura de la construccion p2-GnRHRexr/pClneo. Fila superior:
orientacion correcta; se esperan bandas de 167 bp. Fila inferior: orientacién incorrecta; se esperan 212 bp. Carriles
1y 8: MPM pBR 322 Hind digest. Carriles 2, 5, 6 y 7 muestran amplicones en el peso y orientacién positiva. Carriles
3y 4: amplicones inespecificos. Las clonas 2, 5, 6 y 7 se secuenciaron.

La ilustracion complementaria 31 muestra la evaluacién de la extraccidon de ADN libre de
endotoxinas para la clona p2-GnRHRexr/pCl neo.

llustracién complementaria 31 Electroforesis en gel de agarosa 1%. Evaluacién de la Purificacion de ADN
plasmidico libre de endotoxinas. Construccidon p2-GnRHRexr en el vector de expresidn en mamiferos pCl neo. Carril
1: MPM A BSte Il Hind digest. Carril 2: lisado de cultivo bacteriano. Carril 3: recuperacién de ADN después de filtrar.
Carril 4: Solucién de lavado de columna de retencién. Carril 5: Elusion de ADN de la columna. 6: ADN plasmidico
libre de endotoxinas concentrado. En el carril 4 se aprecian bandas de ADN que sugieren que la capacidad de
captura de la columna se rebasé.
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La ilustracion complementaria 32 muestra la evaluacion de orientacién de secuencia dentro del
marco de lectura para la clona GnRHRexr-p30/pCl neo. A pesar de que los amplicones obtenidos
se muestran ligeramente por arriba del peso esperado de 220 bp, se tomaron las clonas que
arrojaron estos fragmentos para secuenciar.

llustracion complementaria 32 Analisis
electroforético en gel de agarosa 3.5 %: orientacion
dentro del marco de lectura para la construccidn
GnRHRexr-p30/pCl neo. Fila superior: orientacion
correcta. Fila inferior: orientacién incorrecta. Se
esperan bandas de 220 bp. Carriles 1 y 9: MPM pBR
322 Hind digest. Carriles 2, 5 y 7: amplicones en el
peso esperado en la orientacién positiva. Carril 3: no
se obtuvieron amplicones. Carriles 4 y 6: amplicones
en el sentido inverso. Carril 8: control negativo de la
mezcla de reaccién.

La ilustracion complementaria 33 muestra la evaluacién de la extraccidon de ADN libre de
endotoxinas para la clona de la construccién GnRHRexr-p30/pCl neo.

llustraciéon complementaria 33 Electroforesis en gel de agarosa 1%: purificacion de ADN plasmidico libre de
endotoxinas. Construcciéon GnRHRexr-p30/pCl neo. Carril 1: MPM A BSte Il Hind digest. Carril 2: lisado de cultivo
bacteriano. Carril 3: recuperacion de ADN después de filtrar. Carril 4: Solucién de lavado de columna de retencion.
Carril 5: Elusidon de ADN de la columna. 6: Concentracion de ADN plasmidico libre de endotoxinas. En el carril 4 se
aprecian bandas de ADN que sugieren que la capacidad de captura de ADN de la columna se rebasé.



La ilustracion complementaria 34 muestra los amplicones obtenidos de la evaluacion de
orientacién de secuencia dentro del marco de lectura para la clona p2-GnRHRexr-p30/pCl neo.

Ilustracion complementaria 34 Anadlisis electroforético en gel de agarosa 3.5 %:
productos de PCR para la evaluaciéon de orientacion de las clonas para la
construccién p2-GnRHRexr-p30/pCl neo. Fila superior: orientacién correcta. Fila
inferior: orientacidn incorrecta. Se esperan bandas de 263 bp. Carril 1: MPM pBR
322 Hind digest. Carriles 2 y 4 amplicones en el peso esperado en la orientacién
inversa. Carriles 3, 4 y 5: amplicones en la orientacidn correcta. Sélo se utilizaron
los plasmidos de las clonas 3 y 5 para secuenciar ya que el plasmido de la clona 4
mostré amplicones en el peso esperado en ambas orientaciones.

La ilustracion complementaria 35 muestra la evaluacion de la extraccion de ADN libre de
endotoxinas para la construccion p2-GnRHRexr-p30/pCl neo.

llustracion complementaria 35 Evaluaciéon de la purificacion
de ADN plasmidico libre de endotoxinas. Construccidon p2-
GnRHRexr-p30 en el vector de expresion en mamiferos pCl
neo. Carriles 1y 7: MPM A BSte Il Hind digest. Carril 2: lisado
de cultivo bacteriano. Carril 3: recuperaciéon de ADN
después de filtrar. Carril 4: Solucién de lavado de columna
de retencién. Carril 5: Elusion de ADN de la columna. 6:
Concentracidon de ADN plasmidico libre de endotoxinas. Gel
de agarosa 1%.
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ANEXO 3

Detalles del trabajo de biologia molecular para la clonacién de la
secuencia p2 — GnRHRexr-p30 - His en el vector de expresion bacteriana pET 11,
expresion proteica y confrontacion de sueros con la proteina recombinante

La ilustracion complementaria 36 muestra los amplicones obtenidos para la construccion p2-
GnRHRexr-p30-His a partir de la construccion p2-GnRHRexr-p30/pCineo.

llustracion complementaria 36 Andlisis electroforético en gel de
agarosa al 3 %: productos de PCR para obtener el fragmento p2 —
GnRHR-exr — p30 — His. Se esperan bandas de 243 bp. Carriles 1 a 4:
amplicones inespecificos. Carriles 5 y 6: amplicones en el peso
esperado. Carril 7: MPM pBR 322 Hind digest.

La ilustracion complementaria 37 muestra el amplicon de la construccion p2-GnRHRexr-p30-His
recuperado a partir de la purificacion de productos de PCR de gel de agarosa.

llustracién complementaria 37 Analisis electroforético en gel de agarosa al 3 %:
productos de PCR purificados de geles de agarosa para el fragmento p2 — GnRHR-
exr — p30 — His. El peso esperado es de 243 bp. Carriles 1: banda en el peso
esperado. Carril 2: MPM pBR 322 Hind digest.
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La ilustracion complementaria 38 muestra la evaluacion de clonas recombinantes en el vector de
clonacion pTZ 57 R/T.

Ilustracion complementaria 38 Andlisis electroforético en gel de
agarosa 3 %: productos de PCR de clonas recombinantes para la
construccién p2 — GnRHR-exr — p30 — His/pTZ 57 R/T. El peso
esperado es de 371 bp. Se evaluaron 20 clonas; los amplicones
observados corresponden al peso esperado. Carriles 1 y 11:
MPM 1kb Gene Ruler 1kb DNA ladder, Fermentas.

La ilustracion complementaria 39 muestra el analisis electroforético de la recuperacion de ADN
plasmidico correspondiente a las clonas recombinantes para p2 —-GnRHR-exr — p30 —His / pTZ 57
R/T.

llustracion complementaria 39. Analisis electroforético en gel de agarosa 1
%: Recuperacion de ADN plasmidico de la clona p2 — GnRHR-exr — p30 —
His/pTZ 57 R/T. Carril 1: MPM 1kb Gene Ruler 1kb DNA ladder, Fermentas.
Carriles 2 y 3: ADN plasmidico de dos clonas con la construccion p2 —
GnRHR-exr — p30 — His/pTZ 57 R/T.

El Cuadro complementario 4 muestra la cuantificacion de ADN plasmidico realizada por
espectrofotometria.

Cuadro complementario 4 Determinacion de la Concentracién y Pureza de ADN Plasmidico.
Clona p2-GnRHRexr-p30 His en el vector PTZ 57 R/T

*

ADN Pureza
Absorbancia Concentracion Absorbancia Pureza (Abs 260nm /
(260 nm) de ADN (pg/ml) | (280 nm) Abs 280nm)
0.054 1.78 0.073 1.77
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El protocolo de doble digestion para liberar el fragmento p2 — GnRHR exr — exr — p30 — His del
vector de clonacion T se resume en el Cuadro complementario 5.

Cuadro complementario 5 Protocolo de doble digestion para obtener el fragmento P2-

GnRHRexr-P30His clonado en el vector PTZ 57 R/T

Reactivo Concentracion Stock Concentracion Final
ADN plasmidico 1.78 pg/pl 700 pg
Bam HI 50 u/pul 1u/pg
Ndel 20 u/pl 1 u/pg
Buffer de restriccidon 10X 1X
BSA 100 X 1
Agua Cbp 120 pl

La ilustracion complementaria 40 muestra el pldsmido con la construccion p2 — GnRHR-exr — p30
—His / pTZ 57 R/T linearizado después del proceso de restriccion.

llustracién complementaria 40. Andlisis electroforético en gel agarosa al 1 %:
reaccién de restriccién. Carril 1: MPM A BSte Il Hind digest. Carriles 2 y 3: Vector
pTZ 57 R/T con la construccién p2 — GnRHR-exr — p30 — His. En ambos carriles se
observa una sola banda del peso aproximado del vector (2886 bp), sugerente de
que el fragmento clonado en el vector ha sido liberado.

La ilustracion complementaria 41muestra la recuperacién del fragmento liberado a partir de la
reaccion de restriccion de la construccion p2 — GnRHR-exr — p30 — His del vector pTZ 57 R/T. Y el
Cuadro complementario 6 el protocolo de ligacidn al vector de expresidn bacteriana.

llustracion complementaria 41 Andlisis
electroforético en gel de agarosa al 3 %:
recuperacion de fragmentos liberados de
reacciones de restriccion. Carriles 1 y 3: MPM
pBR 322 Hind digest. Carriles 2 y 4: banda
correspondiente con el peso del fragmento p2 —
GnRHR-exr — p30 — His de 242 bp. Carriles 3 y 5:
vacio.



Cuadro complementario 6 Protocolo de Ligacidn en el vector pET 11a

Reactivo Concentracion Stock Concentracion Final
ADN del vector 50 ng/ul 100 ng
T4 DNA ligasa 1u/pl lu
ADN construccién 100 ng
Buffer de ligacion 10X 1X
Agua Cbp 20 pl

Induccidn de proteinas

La grafica complementaria 1 muestra el crecimiento del cultivo bacteriano para la induccién de la
proteina recombinantes p2 — GnRHR — exr — p30 — His, contra un control. Se tomaron alicuotas
cada hora después de la induccion hasta la séptima hora y posteriormente una mas después de
toda la noche. Se muestra la curva de crecimiento del cultivo hasta alcanzar una OD de 1. La flecha
indica el momento de induccién con IPTG.

Grafica complementaria 1 Ensayo de Induccién de Proteinas Recombinantes
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El Cuadro complementario 7resume el protocolo utilizado para generar los geles de acrilamida
utilizados para la electroforesis de proteinas.

Cuadro complementario 7 Preparacion de geles de acrilamida al 15 % 7

Reactivo Gel Concentrador Gel Resolvedor
Agua bidestilada 3ml 6.08 ml
SDS 10% 50 ul 150 ul
Tris pH 8.8 1.5M 3.75 ml
TrispH6.81 M 1.26 ml
Acrilamida 30% 0.66 ml 4,95 ml
Per sulfato de amonio 10% 25 ul 75
TEMED Sul 7.5 M
Volumen final 5 mil 15 ml

Analisis electroforético de induccion de proteinas

llustracion complementaria 42 Expresion de proteinas recombinantes. Se muestra las alicuotas
correspondientes al ensayo de induccidn de proteinas. Carril 1: MPM Fermentas Protein Ladder #SM1811. Carril
2: inicio de expansion, carril 3, alicuota 3 horas post expansion, carril 4 alicuota post induccién (1 hora post
induccion) carriles 5 a 10: alicuotas post induccién tomadas con intervalo de 1 hora. Gel acrilamida 15%.
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acion de

Anexo 4 Concentracion de testosterona por grupo e individuo

La Grafica complementaria 2 reporta la concentracion de testosterona sérica por
individuo y grupo a lo largo del ensayo.

Grafica complementaria 2 Concentracidn individual de testosterona total por grupo
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Anexo 5 Evaluacidn de cortes histologicos

La llustracién complementaria 10 ejemplifica los cortes histoldgicos evaulados por grup opara
determinar la presencia de lumen o de espermatozoides.
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llustracion complementaria 10
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