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RESUMEN

En este trabajo se describe, por primera vez, la obtencion de la fimbria hibrida K88ab-GnRH, la fusién de la GhRH
a la proteina P64k de N. meningitidis (P64k-GnRH) y su evaluacién como candidatos vacunales para controlar la fer-
tilidad en mamiferos. Veinte cerdos machos hibridos fueron asignados al azar a cuatro grupos: placebo e inmuniza-
dos con K88ab-GnRH, P64k-GnRH y con un péptido analogo de GnRH (GnRHm1), unido a un epitopo T coopera-
dor del toxoide tetanico (TT) (control positivo), respectivamente. Los cerdos se inmunizaron con 9-10 semanas de
edad, en un esquema de 2 dosis y se sacrificaron 16 semanas después. K88ab-GnRH, P64k-GnRH y GnRHmM1-TT
indujeron niveles de testosterona en suero, mayor, similar y menor, comparados con el placebo, respectivamente. En
el grupo K88ab-GnRH los cerdos disminuyeron (P < 0,01) el largo y peso de los testiculos y el peso de los epididi-
mos, comparado con el placebo y ninguno llegé a eyacular. En el grupo P64k-GnRH los cerdos disminuyeron el peso
de los testiculos (P < 0,05), y s6lo uno llegé a eyacular. Los testiculos de los cerdos inmunizados con K88ab-GnRH
y P64k-GnRH mostraron dafios estructurales, funcionales y afectacién de la espermatogénesis. Las glandulas sexua-
les accesorias del grupo P64k-GnRH estaban normales a diferencia de K88ab-GnRH, en las que se observo fibrosis
intersticial. Los dafios provocados por K88ab-GnRH y P64k-GnRH en los 6rganos diana evaluados, resultaron infe-
riores en todos los casos, a las afectaciones que gener6 el péptido GhnRHm1-TT.
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Effects of Two GnRH-based Recombinant Vaccine Candidates on Pig Fertility

ABSTRACT

This paper describes for the first time the generation of the K88ab-GnRH hybrid fimbriae, the fusion of N. menin-
gitidis P64k protein (P64k-GnRH), and its evaluation as vaccine candidates to control fertility in mammals. Twenty
hybrid male pigs were randomly distributed in four groups: placebos and immunized with K88ab-GnRH, P64k-
GnRH and a GnRH analogue (GnRHmZ1), linked to a tetanus toxoid (TT) T-helper epitope (positive control), respec-
tively. The pigs were immunized at 9-10 weeks of age, using a two-dose scheme, and were sacrificed sixteen weeks
later. K88ab-GnRH, P64k-GnRH, and GhRHm1-TT induced higher, similar, and lower testosterone levels in the se-
rum, compared to the placebo, respectively. In the K88ab-GnRH group, the pigs underwent a reduction in testicle
size and weight (P < 0.01), and the weight of epididymes compared to the placebo; none of them was able to ejacu-
late. In the P64k-GnRH group, the pigs had a reduction in testicle weight (P < 0.05), and only one of them was able
to ejaculate. The testicles of the pigs immunized with K88ab-GnRH and P64k-GnRH showed structural and func-
tional damage; spermatogenesis was also affected. The accessory sexual glands of the P64k-GnRH group were nor-
mal, in contrast to K88ab-GnRH, where interstitial fibrosis was observed. The damage caused by K88ab-GnRH and
P64k-GnRH in the target organs evaluated were in all cases lower than the affectations caused by the GnARHm1-TT
peptide.
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INTRODUCCION servada y clave en el control de la reproduccion
de los mamiferos (Millar, Pawson, Morgan,

La hormona liberadora de gonadotropinas Rissman y Lu, 2008). La inmunocastracion, basa-
(GnRH) es una molécula estructuralmente con- da en provocar una respuesta inmune contra la
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GnRH, constituye una alternativa a la castracion
quirdrgica, mas apropiada, menos traumatica y
reversible (Andersson, Brunius, Zamaratskaia y
Lundstrom, 2012). Sin embargo, la GnRH es un
hapteno y un auto antigeno, por lo que para obte-
ner anticuerpos contra esta molécula se debe, en-
tre otras estrategias, generar una o multiples co-
pias de péptidos analogos de GnRH que puedan
ser vistos como no propios por el sistema inmune
y acoplarlos a proteinas transportadoras como el
toxoide tetanico, toxoide de la difteria o sus epi-
topos sintéticos T cooperadores (Fuentes et al.,
2017). Otra de las estrategias empleadas es la de
fusionar la GnRH a la fimbria P y expresarla en E.
coli K-12 (Van der Zee et al., 1995) o a la fimbria
de Dichelobacter nodosus y expresarla en Pseu-
domonas aeruginosa (Mott y Reilly, 1994).

En los animales de granja, la vacunacion contra la
GnRH podria ser una alternativa para reducir la agresi-
vidad y prevenir la conducta sexual en animales no
castrados, la prefiez y cambios en el olor y sabor de la
carne en cerdos, equinos, bovinos y ovino-caprinos
(Stevens et al., 2005; Janett, Stump, Burger y Thun,
2009; Han et al., 2015; Mancini, Menozzi y Filippo,
2017; Yamsakul et al., 2017). En mascotas y especies
de vida silvestre una vacuna contra la GnRH podria
evitar la superpoblacion y el comportamiento sexual no
deseado (Basulto, et al., 2003; Levy, Friary, Miller,
Tucker y Fagerstone, 2011).

En este trabajo se describe, por primera vez, la
clonacion de la GnRH de mamiferos en el gen que
codifica para la subunidad mayor de la fimbria
K88ab y en el gen para la dihidrolipoamida dehi-
drogenasa (IpdA) o proteina P64k de la bacteria
N. meningitidis. Ademas, su evaluacion como
candidatos vacunales para la inmunocastracion de
mamiferos, en cerdos machos prepuberes como
modelo animal.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, plasmidios y medios de cul-
tivo

Se emplearon cepas de E. coli K-12 y medios de
cultivo, suplementados con ampicilina
(100 pg/mL) para la seleccion de los plasmidios.
Se utilizaron los plasmidios pK203 (Fig. 1A), los
cuales contienen los genes estructurales para la
biosintesis y expresion de la fimbria K88ab (Bak-
ker et al., 1992), insertados en el sitio Hind 111 del
vector pUC19 y el pM-6 (Silva et al., 1992), que
comprende el gen codificante para la IpdA o pro-
teina P64k de N. meningitidis (Guillén et al.,

1998), bajo el promotor triptéfano, clonado en el
vector pUC-18, obtenidos en los Centros de Inge-
nieria Genética y Biotecnologia de Camagley y
La Habana.

Disefio y sintesis del péptido GnRHm1-TT

El péptido GnRHM1-TT (C-
QHWSYPLRPGGGQYIKANSKFIGITEL-NH2),
gue incluye la variante modificada de la GnRH de
mamiferos (Bringas, Basulto, Reyes y de la Fuen-
te, 1998), se obtuvo en el CIGB Habana, mediante
sintesis en fase sélida con el empleo de la quimica
Fmoc/tBu (Fields y Noble, 1990).

Clonacion de ADN

Fue digerido pK203 con la endonucleasa de res-
triccion Eco RI y religado con T4 ADN ligasa,
con el fin de disminuir su talla al eliminar el
fragmento Eco RI (2) — Eco RI (3) (Fig. 1A). El
plasmidio resultante pK333 contiene los genes
faeA-H del determinante genético KB88ab
(Fig. 1A). La digestion de pK333 con Bss HIl
(Fig. 1A) permitié reemplazar la region hiperva-
riable de la subunidad fimbrial faeG (Fig. 1B),
por el adaptador sintético de 70 pares de bases
que codifica para la GnRH (Fig. 1C) y generar el
plasmidio pK365. Fue digerido pM6 con Mlu |
para introducir los oligonucle6tidos codificantes

para GnRH (5°-
CGCGCAGCACTGGTCCTATGGACTGCGCC
CTGGAGA-3 y 3-

GTCGTGACCAGGATACCTGACGCGGGACC
TCTGCGC-5") en el gen de la IpdA. El plasmidio
obtenido se nombro6 p64k-GnRH.

Expresién y purificacion de la fimbria K88ab-
GnRH y de la proteina recombinante P64k-GnRH

El precipitado con las células de E. coli trans-
formadas con pK365 se resuspendié en tampon
fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) 1X
(137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na2HPO4;
1,8 mM KH2PO4; pH 7,2) e incub6 durante
20 min a 60° C, se centrifugd y tomé con cuidado
el sobrenadante. La ruptura de las bacterias trans-
formadas con p64k-GnRH se logré con un homo-
genizador ultrasonico (Labsonic U, B. Braun,
Alemania). El sedimento, en PBS 1X, se precipitd
con sulfato de amonio al 40 y 60 %, centrifugo, se
resuspendio y dializé contra PBS 1X, durante
48 h . En ambos casos las proteinas de interés se
conservaron a -20° C hasta que fue requerido.

Deteccion inmunoldgica de la fimbria K88ab y
de la proteina P64k

Rev. prod. anim., 30 (3), 49-57, 2018


http://europepmc.org/abstract/MED/7881895/?whatizit_url_Species=http://www.ncbi.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=870&lvl=0
http://europepmc.org/abstract/MED/7881895/?whatizit_url_Species=http://www.ncbi.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=287&lvl=0
http://europepmc.org/abstract/MED/7881895/?whatizit_url_Species=http://www.ncbi.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=287&lvl=0
http://europepmc.org/search?page=1&query=AUTH:%22Mott+MR%22
http://europepmc.org/search?page=1&query=AUTH:%22Reilly+W%22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141317301944#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141317301944#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141317301944#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141317301944#!

R. Basulto; G. Guillén; Lesvia Calzada; J. Junco; N. Izquierdo; O. Reyes et al.

La fimbria K88ab se detectd con un sistema
ELISA que emplea el anticuerpo monoclonal
CBC-K88al (Castro et al., 2004). La expresion de
la proteina P64k se detecté mediante la inmuno-
identificacion de colonias y Western-blot con el
anticuerpo monoclonal anti P64k AcM 114-HRP
(Guillén et al., 1998).

Determinacion de proteinas

La determinacion de las proteinas totales se
realizd por el método de Lowry. Las proteinas
K88ab-GnRH y P64k-GnRH se cuantificaron me-
diante electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) y
densitometria dptica.

Animales

Un total de veinte cerdos machos hibridos fue-
ron asignados al azar a cuatro grupos experimen-
tales. Los cerdos fueron alojados en instalaciones
propias para ellos y manejados de acuerdo al ma-
nual de crianza porcina de Cuba.

Inmunizacion de los cerdos contra GnRH

En la elaboracion de las vacunas se empled
0,4 mg de cada antigeno. En todos los casos las
proteinas fueron resuspendidas en PBS 1X y
emulsificadas con el adyuvante completo de
Freund (ACF) (1:1), momentos antes de la vacu-
nacion. Los cerdos entre 9 y 10 semanas de edad
y un peso corporal promedio de 11,5 kg, fueron
inmunizados intramuscularmente en el cuello con
2 mL de vacuna y recibieron una segunda dosis en
un intervalo de 8 semanas con la misma composi-
cion, pero esta vez emulsificada con adyuvante
incompleto de Freund (AIF). Un grupo de anima-
les fue vacunado solamente con PBS 1X y ACF o
AIF y se utiliz6 como placebo. Otro se vacund
con GNRHmM1-TT y se utilizd como control posi-
tivo. Los restantes se inmunizaron con K88ab-
GnRH y P64k-GnRH, respectivamente.

Evaluaciones in vivo y post mortem

A partir de la primera inmunizacién y cada 4
semanas se realizo la medicion de los testiculos
con un pie de rey. En la semana 16 se tomaron
muestras de sangre, por puncién del seno retro-
orbital, para la extraccion del suero y posterior de-
terminacion de los niveles de testosterona (Fuen-
tes et al., 2017). También se comprobo el desarro-
llo de los reflejos incondicionados del acto de la
copula: acercamiento y preparacion sexual, erec-
cion del pene, monta y abrazo, busqueda para la
introduccidn del pene en la vagina, friccion, eya-
culacion y desmonta. Estos reflejos se evaluaron
de bien (1) cuando se evidenciaron de manera
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convincente, y de mal (0), cuando no se produje-
ron, al menos en una de las tres evaluaciones rea-
lizadas para cada reflejo. La estimulacion de los
verracos se realizd con una cerda en celo natural.
Los cerdos se sacrificaron al finalizar la semana
16, segln la norma cubana. Los epididimos, prés-
tatas, vesiculas seminales y glandulas bulbo-
uretrales fueron extirpados y pesados. Los testicu-
los fueron medidos y pesados. Para el examen his-
toldgico se les tomaron muestras de las secciones
transversales y sagitales. La tincion se realiz6 por
el método de hematoxilina y eosina.

Analisis estadistico

Se utiliz6 un ANOVA de una viay la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, en el progra-
ma GraphPad Prism 6 para Windows, version
6.01. Valores de P < 0,05 se consideraron estadis-
ticamente significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La insercién de la GnRH en pK365 disminuyd
en 81,3% la produccion de la fimbria K88ab,
comparado con pK333; sin embargo, en pM6 no
afectd la produccion de la proteina P64k (estos
datos no se muestran).

En todos los cerdos se observé que, después de
la primera inmunizacion, sus testiculos siguieron
creciendo, al igual que los del grupo placebo. S6-
lo después de concluido el esquema de inmuniza-
cion se observo que los testiculos de los cerdos
vacunados contra GnRH disminuyeron su tamaiio.

Los cerdos inmunizados con K88ab-GnRH tu-
vieron un valor medio de testosterona de
16,71 £ 8,53 nmol/L, mayor comparado con el
placebo (8,91 + 3,71 nmol/L). Los grupos P64k-
GnRH y GNnRHmM1-TT tuvieron valores de testos-
terona de 8,47 £ 5,23 nmol/L y
1,18 + 0,92 nmol/L, similar y menor comparados
con el placebo, respectivamente.

La reduccion de los niveles séricos de testoste-
rona debe haber inducido la disminucion signifi-
cativa del tamafio y peso de testiculos y glandulas
accesorias de los animales inmunizados contra
GnRH. El grupo K88ab-GnRH tuvo un valor me-
dio de testosterona mayor, comparado con el pla-
cebo. En este grupo, tres cerdos con valores de
testosterona > 10,40 nmol/L, lograron los reflejos
de acercamiento, y dos de ellos la monta, ereccion
y penetracion de la vagina de la cerda (Tabla 1).
Los dos restantes tuvieron valores de testosterona
< 7,50 nmol/L, que coinciden con los animales
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que no lograron desarrollar los reflejos incondi-
cionados de la cépula (Tabla 1). Dos de los cerdos
qgue se inmunizaron con P64k-GnRH tuvieron
ereccion y monta, y sélo uno eyacul6. En el grupo
GnRHmM1-TT cuatro cerdos tuvieron valores de
testosterona <0,95 nmol/L, de ellos, tres
< 0,07 nmol/L; o sea, por debajo del nivel de cas-
tracion para esta especie animal (0,4 nmol/L), re-
sultando inmunocastrados. Sélo uno tuvo un valor
de 4,79 nmol/L, coincidiendo con el Unico cerdo
de este grupo experimental que desarroll6 todos
los reflejos primarios de la copula (Tabla 1).

En el grupo K88ab-GnRH tres cerdos mostraron
el reflejo de acercamiento y excitacion sexual, dos
de estos tuvieron ereccion y monta de la cerda,
pero ninguno llegé a eyacular. En el grupo
GnRHmM1-TT s6lo uno mostr6 todos los reflejos
incondicionados de la copula (Tabla 1). Un cerdo
del grupo P64k-GnRH y otro de GhnRHmM1-TT se
mostraron agresivos en presencia de la cerda en
celo y no mostraron el reflejo de acercamiento y
excitacion sexual. Los cerdos inmunizados contra
GnRH mostraron disminucién de los reflejos in-
condicionados de la copula, mas notable en el
grupo GnRHmM1-TT, en correspondencia con la
reduccion del peso y tamafio de los testiculos y
niveles de testosterona. Los animales con atrofia
testicular no pudieron desarrollar los reflejos pri-
marios de la copula.

K88ab-GnRH disminuy6 significativamente el
largo y peso de los testiculos y el peso de los epi-
didimos. P64K-GnRH sélo disminuyé (P < 0,05)
el peso de los testiculos. GhnRHm1-TT produjo
una disminucién significativa del largo, ancho y
peso de los testiculos y del peso de los epididi-
mos, vesiculas seminales, glandulas bulbouretra-
les y prostatas, cuando se compararon todos con
el grupo placebo (Tabla 1, Fig. 2). Entre los gru-
pos K88ab-GnRH y P64K-GnRH no existieron
diferencias significativas (P > 0,95). Por su parte,
GnRHmM1-TT disminuy6 significativamente el
largo de los testiculos, comparado con K88ab-
GnRH y P64K-GnRH, respectivamente y el ancho
de los testiculos, comparado con P64K-GnRH.

Los testiculos de los cerdos inmunizados con
K88ab-GnRH mostraron eliminacion parcial (1/5)
y completa (2/5) del parénquima funcional de los
tibulos seminiferos (Fig. 3A). En los menos afec-
tados se observaron escasos nemaspermos (3/5).
Se encontraron casos de ligera fibrosis en los ta-
biques interlobulillares de los testiculos, la que

pudo provocar la disminucion del diametro de los
tubulos seminiferos. En epididimos se observé
presencia minima (2/5), moderada (1/5) y ausen-
cia (2/5) de espermatozoides y fibrosis intersticial
en las glandulas sexuales accesorias. En los cer-
dos inmunizados con P64K-GnRH se observo una
disminucion del diametro de los tabulos seminife-
ros, en los que la mayoria de estos (3/5) contenian
s6lo células de Sertoli, presencia minima (1/5),
moderada (1/5) y ausencia (3/5) de espermatozoi-
des en epididimos y glandulas sexuales normales.
Los testiculos del grupo GhnRHmM1-TT mostraron
una marcada disminucion del didmetro de los td-
bulos seminiferos y atrofia, iniciada con degene-
racion vacuolar de las espermatidas, seguido de
los espermatocitos, hasta alcanzar la completa
eliminacion del parénquima funcional de los tdbu-
los seminiferos (4/5). Sélo en un cerdo se obser-
varon ocasionalmente tGbulos con espermatogo-
nias. En epididimos no observamos secrecion
espermatica (4/5). En las vesiculas seminales se
observé fibrosis, en glandulas bulbouretrales en-
grosamiento de las trabéculas y fibrosis y en las
préstatas abundante tejido fibrético, con reduc-
cién de las glandulas tabulares secretoras. En el
grupo placebo, los tubulos seminiferos de los 3
cerdos evaluados, mostraron varios tipos de célu-
las germinales y espermatozoides (Fig. 3B), es-
permatogénesis evidente y glandulas sexuales his-
tolégicamente normales. Ninguno de los grupos
experimentales mostré alteraciones histologicas a
nivel de las células de Leydig.

Este estudio estuvo dirigido a evaluar el posible
uso de la fimbria K88ab y la proteina P64k, como
portadoras de la GnRH, en el control de la fertili-
dad en animales domésticos y mascotas.

Una simple bacteria K88 fimbriada contiene va-
rios cientos de miles de copias de FaeG en su su-
perficie. Esta subunidad es empleada como porta-
dora de péptidos derivados de la bacteria N.
gonorrhoeae, del virus de la fiebre aftosa y virus
de la inmunodeficiencia humana (Bakker, van
Zijderveld, van der Veen, Oudega y de Graaf,
1990) y de péptidos derivados de la influenza y la
somatostatina (Thiry, Clippe, Scarcez y Petre,
1989). La insercién de la GnRH en K88ab, puede
haber provocado un cambio en la estructura con-
formacional de esta fimbria, lo que pudiera dis-
minuir su reconocimiento por parte del anticuerpo
monoclonal contra K88ab.
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El alto peso molecular y la inmunogenicidad de
P64k la convierten en una proteina portadora ade-
cuada para inmunoégenos débiles covalentemente
acoplados (Gonzélez et al., 2000) o en construc-
ciones quimeras (Gonzélez et al., 1997; Guillén et
al., 1997). La insercion de GnRH en el plasmidio
p64k-GnRH no afectd los niveles de expresion de
la proteina P64k de N. meningitidis en E. coli.

Los posibles efectos farmacoldgicos provocados
por estos candidatos vacunales fueron evaluados
en cerdos prepUberes. En el analisis de los resul-
tados aqui obtenidos debemos tener en cuenta que
en ambas construcciones genéticas se inserto la
secuencia que codifica para la GnRH de los ma-
miferos sin realizarle ninguna modificacion en su
composicién aminoacidica. Van der Zee et al.
(1995) y Mott y Reilly (1994) han fusionado la
GnRH a las fimbrias P y a D. nodosus, respecti-
vamente, pero hasta se conoce ninguno ha eva-
luado el efecto farmacoldgico de estas fimbrias
hibridas en cerdos.

En los grupos P64k-GnRH y K88ab-GnRH, se
obtuvo, respecto al placebo, una reduccion del pe-
so medio de los testiculos de 40,4 y 52,7 %,
(Fig. 2), respectivamente, debido principalmente a
la disminucién del didmetro de los tabulos semi-
niferos (Fig. 3A). Estos resultados fueron superio-
res a los obtenidos por Zeng et al. (2002). Por su
parte, la reduccién del peso de los testiculos con
K88ab-GnRH fue similar a la obtenida en cerdos
con el esquema estandar de vacunacion con Im-
provac® (Andersson et al., 2012). GnRHm1-TT,
como era de esperar, tuvo una reducciéon mayor
(73,9 %) del peso de los testiculos (Fig. 2), com-
parable con los resultados obtenidos por Einars-
son et al. (2011) y Yamsakul et al. (2017).

La neutralizacion de la accion de la GnRH en-
dégena (Junco et al. 2008; Thompson, 2000) re-
quiere de la unién directa de una suficiente canti-
dad de anticuerpos neutralizantes de la accion de
esta hormona. En cerdos, no fue posible estable-
cer un sistema tipo ELISA para determinar los ti-
tulos de anticuerpos anti GnRH; sin embargo, en
otras especies animales se demostro la respuesta
de anticuerpos anti GnRH con el mismo candidato
vacunal GhnRHm1-TT (Basulto et al., 2003; Junco
et al., 2007). Al considerar la analogia de estos
resultados nos permite inferir que, en cerdos, se
pudiera producir un fenémeno similar.

El resultado obtenido con la GnRH en las pro-
teinas portadoras K88ab y P64k fue inesperado,
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pues al contener mayor cantidad de epitopos T
cooperadores era de esperar una mayor respuesta
funcional que al usar un solo epitopo T coopera-
dor de toxoide tetanico. Esto puede deberse a que
estas proteinas también contienen epitopos B que
pueden desviar la respuesta inmune o que se creen
efectos estéricos que impidan una adecuada pre-
sentacion antigénica. Este resultado también pue-
de deberse a que la GNRH no contiene el cambio
aminoacidico usado en la combinacion GnRHm1-
TT.

CONCLUSIONES

Los candidatos vacunales K88ab-GnRH 'y
P64k-GnRH provocaron en cerdos prepuberes
transformaciones estructurales y funcionales en
testiculos y epididimos compatibles con la inferti-
lidad. Sin embargo, el efecto biol6gico provocado
por estos candidatos, que incluyeron la GnRH na-
tural de los mamiferos, resulté menos homogéneo
y efectivo, comparado con el péptido GnRHm1-
TT, que incluye la variante modificada de esta
hormona.
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Fig. 1. Mapa genético de los plasmidios pK203 y pK333. ORI, origen de replicacion; Ap, gen de resistencia a la
ampicillina; lac Z y lac I, genes que codifican para la p-galactosidasa y el represor de la lactosa, res-
pectivamente; K88ab operon, determinante genético que codifica para la fimbria K88ab de E. coli;
kb, kilobase (A). Secuencia de nuclettidos y su correspondiente secuencia de aminoacidos para la
region hipervariable (aminoacidos 163-174) de la fimbria K88ab (B). Secuencia de nuclettidos del
adaptador sintético y la secuencia correspondiente a la GnRH (C).
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Tabla 1. Evaluacién en cerdos prepuberes (n = 5 para cada grupo experimental) del efecto de la inmu-
nizacién contra GnRH sobre los reflejos incondicionados del acto de la copula (semana 16) y
sobre el largo y ancho de los testiculos, al sacrificio

Evaluaciones Placebo P64K-GnRH K88ab-GnRH GnNRHM1-TT

Reflejos incondicionados
del acto de la cépula

Acercamiento 3/5 2/5 3/5 1/5
Ereccion del pene 3/5 2/5 2/5 1/5
Monta y abrazo 3/5 2/5 2/5 1/5
Eyaculacion 2/5 1/5 0/5 1/5
Largo testiculos (mm) 93,10 £ 2,92 76,00 £ 4,72 71,20% £ 3,18 51,90° + 5,75
Ancho testiculos® (mm) 56,30 + 2,21 47,00 + 3,28 4390+ 1,77 33,00° + 4,01

1Todos los valores se reportan como la media + E.E.M. (error estandar de la media).
3P < 0,01, ®P < 0,0001, comparados con el placebo
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Placebo P64k-GnRH K88ab-GnRH GnRH m1-TT

[ ] Test = Epid. B G.B.U.Ill V.S. Il Prost.
1. Todos los valores se corresponden con la media + E.E.M. (error estandar de la media).
a. P <0,05
b.P<0,01
c¢. P < 0,001, comparados con el placebo.

Fig. 2. Evaluacién en cerdos prepuberes (n = 5 para cada grupo experimental) del efecto de la inmunizacién
contra GnRH sobre el peso de los testiculos (Test.), epididimos (Epid.), glandulas bulbouretrales
(G.B.U.), vesiculas seminales (V.S.) y prostatas (Prost.)
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Fig. 3. Seccién transversal del testiculo de un cerdo inmunizado con K88ab-GnRH (A), comparado con un
cerdo placebo (B). (40x de aumento).



