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“Evaluacion de la respuesta inmune en perras tratadas

con un péptido derivado de la zona pelucida de cerda

conjugado a la subunidad Beta de la toxina del célera
(oZP-CTB)”

Resumen

El perro es la especie animal, de compaiiia por excelencia, sin embargo su importancia
en la salud publica es relevante debido a que los canidos cuyos habitos reproductivos y
sanitarios no estan controlados, se han identificado como vectores y reservorios de diferentes
procesos infecciosos. Este aspecto hace del control reproductivo de la especie un tema que
requiere, la implementacién de estrategias y aplicacion de metodologias enfocadas
particularmente al sector no domiciliado de la poblacién canina. La inmunizacion con antigenos
provenientes de la zona pelacida (ZP), bloquea efectivamente la interaccion ovocito-
espermatozoide, induciendo un estado de infertilidad. Idealmente, es necesario identificar la
proporcion minima de los componentes de (ZP), por lo que los anticuerpos dirigidos contra ella
sean capaces de inhibir tnicamente la interaccion entre gametos sin alterar otras funciones. Se
ha podido identificar a la subunidad Beta de la toxina de colera (CTB), como proteina
transportadora que estimula la respuesta inmune sin ser téxica. En este estudio se utiliz6 la
inmunizaciéon de un grupo experimental de 5 perras con un péptido sintético derivado de la
zona pelucida porcina conjugado a CTB para inducir la formacién de anticuerpos especificos.
Un grupo mas inmunizado con el acarreador (CTB), los grupos se trataron al dia 0, 15 y 30. La
sintesis de anticuerpos se evalué mediante la técnica de ELISA y su efecto se valoré mediante
la cuantificacion de las alteraciones histolégicas. Los resultados obtenidos indican que el grupo
tratado con oZP - CTB, con dos aplicaciones, permite el desarrollo de anticuerpos especificos y
que el tratamiento afecta el desarrollo folicular de las hembras. Los resultados aportan valiosa
informacion para él desarrollé de la estrategia inmunocontraceptiva en la especie canina.

Palabras clave: inmunocontracepcion, zona pelicida, control reproductivo, canideos.

Abstract

Besides dogs are the classical pet animal, Human Health is at risk mainly for those
homeless dog populations since they can carry and transmit several diseases. These aspects
need not only a basic research approach but the development and implementation of specific
strategies focused on the homeless dog. Active and passive zona pellucida (ZP) immunization
effectively disrupts sperm-egg interaction giving rise to an infertile period maintained as long as
the antibody level is maintained. Even when the ovarian alterations are quite dissimilar, this
approach is a viable alternative for reproductive control. Since the minimal structure from the ZP
is non-immunogenic, a protein carrier is needed, an aspect covered by the betta subunit of the
cholera toxin (CTB). Here we use a synthetic oligopeptide from ZP coupled to CTB to induce the
synthesis of specific antibodies as evaluated by ELISA in bitches. Our data indicate that a two
week treatment induces the production of specific antibodies that alters the follicular
development in treated animals.

Key words: Immunocontraception, zona pellucida, reproductive control, bitches.
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Introduccion

El perro (Canis familiaris) es la especie vinculada al ser humanoe con mayor
antigledad. Se han encontrado restos de tumbas del México Precolombino en
donde fueron enterrados Xoloescuintles como parte de las ofrendas (Matos-
Moctezuma, 1990). Esta asociacion ha tenido razones tan variadas que van desde
la alimentacion como el caso del Xoloescuintle, hasta nuestros dias con el cuidado
de discapacitados, como lo ejemplifican los lazarillos educados como auxilio para
las personas que sufren de debilidad visual. (Asociacién Candfila Mexicana, 2005)

La relaciéon del humano con la especie canina no siempre se lleva a cabo de
manera adecuada e incluso implica un riesgo, particularmente en aquellas
personas de nivel socioecondmico bajo, ya que en esas condiciones es comun la
falta de orientacion y conocimiento adecuado acerca de los cuidados necesarios
en sanidad, reproduccion, adecuacion de despacio, vacunacion, y manutencion de
los animales de compania manteniendo la crianza ancestral de una semi-
domicializacion que implica, para el caso de los perros, que la mayor parte del dia
deambulen libremente sin supervision por lo cual estan expuestos a contagios y a
una reproduccion no controlada que afecta no solo a los propietarios, cuando
estos existen, sino que motiva un aumento en la poblacion de animales no
domiciliados, con el consiguiente impacto negativo en la salud publica y el
ambiente (Feldman, 1974) (Pliego, 1996) (OMS, 1992) (Ortega y colaboradores,
2003).

Los perros pueden transmitir numerosas enfermedades, destacando entre

ellas brucelosis, leptospirosis, tuberculosis, giardiasis, etc. De la misma forma, son



portadores de ectoparasitosis como infestaciones por pulgas, sarnas zoonéticas,
asi como dermatomicosis y procesos alérgicos (Garcia y colaboradores, 2004).

El perro callejero ha sido considerado como el principal vector y reservorio
del virus de la rabia; los programas de vacunacion intensiva han controlado dentro
de ciertos margenes esta transmision. Como resultado de la aplicacion de
alrededor de 10 millones de vacunas antirrabicas, por campana en el lapso entre
1994 y el afo 2000, la Secretaria de Salud en México reportd solamente 265
casos de rabia humana asociada a mordeduras por perros infectados (Galindo,
2000). Sin embargo, un aspecto poco considerado en este tipo de estudios son los
costos inducidos por traumatismos por mordedura en donde se requiere desde
cirugia reconstructiva hasta apoyo psicologico, principalmente en la poblacion
infantii que por su talla presentan lesiones faciales con mayor frecuencia
(Dominguez, 2001).

Diversos estudios realizados en urbes alrededor del mundo han permitido
establecer que el impacto de la sobrepoblacién canina y en general de los
animales de companhia, en la salud humana es muy importante pues no solo
permiten mantener la potencial propagacion de enfermedades especificas, sino
que incluso son responsables de un repunte en la prevalencia de enfermedades
que se consideraban controladas (Warner, 2002). Aunado a lo anterior es de
considerar el impacto ambiental que produce la contaminacion por los desechos
de la poblacién canina, ya que en México un alto porcentaje de perros orinan y
defecan en la via publica (Garcia, 2004).

Un estudio, estimd que el 73% de la poblacion canina del Distrito Federal

deambula por las calles y que cada perro defeca en promedio de 200 gramos de



heces por lo que se generan cientos de toneladas de excremento diariamente. Si
ademas se considera que un perro orina 500 ml al dia, la cantidad de orina
producida seria superior al millén de litros (Faulkner, 1994).

Si se toman los datos obtenidos por diversos autores, son aparentes las
fluctuaciones de la poblacion de perros no domiciliados o “callejeros” y la
poblacion humana. Hacia 1974 se estimd una proporcion de un perro por cada 10
habitantes (Higuera, 1974); Un lustro después esta proporcion fue de 1 perro por
cada 6 habitantes (Fuentes y cols, 1981).

La distribucion de estos animales no es uniforme. En 2000, mientras que la
Delegacion lztapalapa presento una relacion 1:4.4, esta proporcién en Ciudad
Nezahualcéyotl fue de 1:8 (Romero, 2001).

Al igual que en el caso de la zona metropolitana de la Ciudad de México, la
distribucion en diferentes regiones del pais es notoria, no-solo la proporciéon sino
incluso la forma en que se mantienen las poblaciones caninas. En un estudio
elaborado por la Secretaria de Salud en 1993, se comparo la poblacién canina de
158 localidades de Oaxaca y la zona metropolitana de Cuernavaca, Morelos. En el
primer caso, se encontré una proporcion de un perro por cada 6.6 habitantes, la
mayoria de los animales con caracteristicas de no domiciliado o semi-domiciliado.
En el estado de Morelos, se reporté que el 84.9% de viviendas contaban con
perro, es decir domiciliados. Esto refleja también las restricciones que implica la
adaptacion a las condiciones urbanas en las cuales, mientras disminuye el nivel
socioeconémico y cultural aumenta el numero de viviendas con perro (Romero,

2001).



En el ambito mundial, es posible encontrar una distribuciéon similar. Asi, en
una publicaciéon de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1995) se indican
proporciones variables desde 1 perro por cada 6 y hasta 10 habitantes en paises
americanos y europeos respectivamente. En otros estudios realizados en
California (Schneider, 1970) y Santiago de Chile, (Morales, 1993) esta razon es
incluso mayor llegando a tenerse una razén 1:10 y 1:17, respectivamente.

Por todo lo anterior existen razones para implementar estrategias de
control, sin embargo esto no siempre ocurre en regiones densamente pobladas.
En este sentido, la sobrepoblacion canina en islas o en urbes cuya poblacion
presenta una falta de cuidado e incluso abandono de los animales de compaiiia se
requiere de la intervencion y la busqueda de una solucion.

Durante la década de 1980, la proliferacion de perros no domiciliados en
Hawai llegd a un extremo en el cual, se le incluyo dentro de la fauna nociva, junto
con plagas como roedores e insectos que afectan los cultivos de pina, etc (Mahi-

Brown, 1985) (Mahi Brown, 1989).



Estrategias de control

Dentro del Programa de Reformas de 1994-2000 el Sector Salud del
Gobierno de México, se responsabilizd del control de la sobrepoblacién canina en
el ambito regional a través de los centros especializados, que a su vez contemplan
actividades como son: Programas permanentes de esterilizacion quirtrgica, asi
como campafnas de informacion para impedir “camadas indeseadas” y con ello
evitar el problema de sobrepoblacion (Robles, 2000) (Secretaria de Salud, 1994).

Sin embargo el costo de la esterilizacion quirdrgica de los animales de
compania de las clases sociales con menos recursos econoémicos, evita que se
use con la frecuencia deseada, por lo que se requiere de técnicas alternativas
(Serrano y Garcia-Suarez, 2001). Existen otras estrategias para el control
reproductivo de esta especie, como son los métodos farmacolégicos, sin embargo
esta solo es posible en el sector de la poblacion canina con propietario
“responsable” es decir domiciliada, por el manejo clinico que implican. (Shille,
1980)(Garza, 1996)(Ibarra, 2000) (Dharmacelan, 2000) (Rodasky, 2001) (Tamada,
2003) (Kutzler, 2003) (Fayrer-Hosken, 2000). También ha sido explorado el uso de
moléculas reguladoras del proceso reproductivo. En particular, la utilizacion de
hormonas gonadotropicas o los péptidos que las liberan como el factor liberador
de hormonas gonadotrépicas (GnRH) que representan un blanco adecuado para
explorar. Es conocido que tanto la hormona estimulante del foliculo (FSH) como la
hormona luteinizante (LH) intervienen en el proceso de foliculogénesis y
maduracion folicular que permite finalmente la liberacion de un évulo maduro
capaz de ser fecundado. Si se interrumpe ya sea su liberacion o su accion, este

proceso se encuentra alterado y por ende el potencial reproductivo del animal.



Con esta base, se estan desarrollando metodologias aplicables en animales de
compaiia (Trigg, 2002).

Otra metodologia es la que se ha venido desarrollando desde principios de
la década de los anos 70, que considera la zona pellcida como potencial blanco
para la regulacion de la fertilidad de poblaciones tanto humanas como animales.
La zona pélucida (ZP) es una capa de glicoproteinas que rodean al ovocito de los
mamiferos y constituyen la matriz extracelular del ovocito y sus constituyentes se
depositan totalmente durante la foliculogenésis temprana. La ZP es la region de
interaccion inicial entre el ovocito y el espermatozoide para que se lleve a cabo la
fertilizacion. Las evidencias experimentales han demostrado que la ZP es
altamente selectiva para los espermatozoides de la misma especie, es
pobremente aloantigénica pero fuertemente xenoantigénica, es decir tiene una
potente respuesta inmune cuando se utiliza ZP de una especie para inmunizar otra
(Wassarman y Albertini, 1994).

Se ha reportado que la inmunizacion pasiva (Naz, 2005) y /o activa con
proteinas de la zona pelucida (ZP) resulta en la alteracién de estructuras y
funciones ovaricas afectando directamente la fertilidad. Esto ha llevado al
desarrollé de estrategias basadas en la inmunizacion con proteinas de la zona
pelucida. Dicha inmunizacion, induce una respuesta del sistema inmune que
resulta en cambios en la histoarquitectura ovarica, induciendo un estado de
infertilidad. (Skinner, 1984) (Mahi Brown, 1988) (Jones, 1992) (Lou, 1995)
(Paterson, 1996) (Paterson, 2002).

Se han observado, alteraciones en el ciclo reproductivo de las hembras,

post inmunizacion, con disminucién en el numero de foliculos primarios vy



secundarios, asi como un aumento en la infiltracion de linfocitos de los ovarios a
distintas dosis de proteina (Serrano, 2001) (Bagavant, 1997) (Rath, 2005).

En un estudio realizado por Hasegawa, en el cual se demostré la capacidad
de inhibir la fertilizacion in vitro cuando se generan anticuerpos inducidos por la
inyeccion del péptido sintético CTYVLDPENLTLKAPYEA correspondiente a los
residuos 50 a 67 de la glicoproteina ZP del cerdo. Al comparar la de la proteina
homdloga de conejo, humano y ratén, se encontré que la secuencia entre el
conejo y humano al nivel de los aminoacidos 54 - 61 es casi idéntica variando
unicamente en la posicion 58 en el cual se presenta un residuo de lisina (K) en el
humano que es reemplazada por asparagina en el conejo. Este cambio de un
aminoacido polar grande por uno polar pequefio es suficiente para explicar la
unién de uno u otro tipo de espermatozoides a la zona pellcida correspondiente y
que al mismo tiempo explica la alta afinidad de los anticuerpos para zona pellcida
(Hasewaga, 2002).

Otros estudios en diversos modelos animales han demostrado que las
proteinas de la ZP son altamente inmunogénicas e incluso la presencia de
anticuerpos contra constituyentes de la ZP explica la infertiidad de parejas
humanas. Este enfoque puede explicar incluso aquellos casos de infertilidad en la
hembra en la cual las moléculas pertenecientes al espermatozoide o al évulo
actuan como autoantigenos con lo que se previene ya sea la union de los gametos
cuando son las moléculas del 6vulo las autoantigénicas (Serrano y Garcia-Suarez,

2001) o la implantacion, cuando son las del espermatozoide (Yanagimachi, 1994).



Como se muestra en la Tabla 1*, existen variaciones en el tipo de alteracién
inducida por el uso de los componentes de la ZP. En general, es evidente que este
tipo de inmundgenos alteran funciones ovaricas adicionales, lo que disminuye su
uso potencial. De manera ideal es necesario identificar la proporcion minima de
algunos componentes capaces de unirse especificamente al espermatozoide por
lo que anticuerpos dirigidos contra ella inhiban Unicamente la union sin alterar
otras funciones (Maresh, 1987) (Tesarik, 1995) (Sacco, 1997) (Carino, 2002)
(Barber, 2000) (Gupta, 2004)

Si se tomara Unicamente ese epitope es posible que no sea inmunogénico,
por lo que se requiere de la presencia de una proteina acarreadora que le brinde
al hapteno la posibilidad de inducir la formacién de anticuerpos pero que a su vez
por si sola no estimule la respuesta inmune por lo que la molécula especifica
actuaria como el epitope inmunodominante del complejo acarreador-hapteno.

Tratando de disminuir este efecto, se han desarrollado diferentes
investigaciones en las cuales se hace uso de proteinas acarreadoras que mejoran
la respuesta inmune a las cuales se acoplan los péptidos sintéticos (Dunbar, 1989)
(Hasegawa, 2002). La proteina acarreadora mas utilizada es la albumina bovina
por su disponibilidad. Sin embargo, se ha intentado incorporar caracteristicas
particulares de las proteinas acarreadoras tratando de tomar ventaja de ello. La
hemocianina de semillas pird (KLH) tiene actividad de lectina estimulante de la
respuesta inmune y particularmente de los macréfagos por lo que los péptidos
acoplados a ella seran preferentemente procesados y el propio macréfago actua

como célula presentadora ante los linfocitos B. Esta estrategia permite el

* Modificada de Dunbar BS, Kaul G, Prasad M, Skinner. 2002,



desarrollo de diversos tipos de inmunoglobulinas y ha sido utilizado eficientemente
con péptidos de ZP (Hasegawa y cols, 2002). Por otro lado, el uso de la subunidad
beta de la toxina de célera (CTB), como proteina transportadora que estimula la
respuesta inmune sin ser toxica. Uno de los enfoques para el desarrollo de
vacunas consiste en hacer uso de CTB como acarreador de epitopes foraneos, y
el conjugado resultante es utilizado para inducir una repuesta inmune (Mckenzie,

1984) (Sanchez, 1992) (Xin, 1997) (Chhabi, 2002).



Caracteristicas de la subunidad beta de la toxina de célera

®  Figura 1. Subunidad beta de la toxina de célera

Es una proteina membranal de la bacteria Vibrio cholerae. Como se puede
observar en la figura, es una proteina con amplias regiones alfa helicoidales
separadas por pequefios segmentos de hélice al azar. La subunidad beta (CTB)
tiene un arreglo de anillo pentamérico con cinco sitios que actuan como receptores
de unién (receptor binding pockets) con gran capacidad de asociacién a residuos
de carbohidratos de las glicoproteinas de las células blanco. Se encuentra
asociada a la cadena A y su anclaje en la membrana bacterial se hace gracias al
residuo del gangliésido GM1. La estructura, composicion y especificidad para
interactuar con células derivadas del endodermo le permiten inducir una potente
respuesta inmune sin ser toxica. Tras su administracion se ha comprobado una

respuesta de anticuerpos sistémica (Douglas, 2001).



Desarrollo de estrategias basadas en zona pélucida

Las estrategias fundamentadas en el inmunocontrol se han estudiado en
diversos modelos animales, como aquellas que tienen como objetivo el control de
especies de vida silvestre o en aquellos que representen una posibilidad de
convertirse en fauna nociva (Kirkpatrick, 1996). Hardy y colaboradores (2002),
inmunizaron ratones de vida silvestres con un péptido de zona pelucida de raton
mZP3, logrando reducir en 50% la fertilidad respecto al grupo control.

Cuando se inoculé6 ZP de cerdo en una sola toma y en cuatro afos
consecutivos en yeguas de Mustang, se demostré que la disminucién en la
fertilidad del grupo tratado tenia una correlacion con los titulos altos de
anticuerpos’ circulantes y a pesar de que se presentaba una disminucion
importante en los niveles de estrogenos, esto no redundaba en un dano ovarico
importante (Kirpatrick, 1996).

En 10 especies de felinos de zooldgico, la sola aplicacién de 65 ug de ZP
porcina indujo la sintesis de anticuerpos cuyos titulos persistieron hasta por mas
de un ano, sin encontrar evidencia de inflamaciéon o dano ovarico. (Harrenstien,
2004).

En felinos, no solamente la ZP porcina es capaz de inducir la sintesis de
anticuerpos especificos pues se han inmunizado con proteinas de zona pelucida
de vaca (bZP), felino (cZP) canino (dZP) y chinchilla (mZP) encontrando titulos de
anticuerpos, sin embargo y a diferencia de ZP porcina, las hembras tratadas
quedaron gestantes (Levy, 2005). Esto indica que no es suficiente contar con un

buen titulo de anticuerpos, sino que es necesario que al menos de manera



estereoscopica puedan ocultar los determinantes presentes en la ZP del individuo
‘tratado con los cuales interactuarian los espermatozoides.

Hasta el momento las investigaciones realizadas alrededor del mundo, y en
diferentes modelos animales, no han reflejado una alternativa viable para el control
reproductivo de las poblaciones tratadas (Kirpatrick, 1992) (Barber, 2000) (Gorban,
2002) (Sivapurapu, 2005) (Sun, 1999).

Se ha tratado de mejorar las preparaciones de ZP con las cuales se hace la
inmunizacion. La inoculacién a ratas, ratones y macacos de una preparacion
combinada de ZP porcina y ZP de raton que causa un aumento de foliculos
atrésicos, relacionado a niveles hormonales que sugieren una disfuncion ovarica
(Mahi Brown 1992).

El uso de las proteinas constituyentes de la ZP porcina para evaluar su
potencial capacidad anticonceptiva ha permitido que preparaciones conteniendo
las familias ZP3; a y ZP3 B parcialmente desglicosiladas disminuyan el nUmero de
foliculos primarios, secundarios y terciarios en relacion directa a la concentracion
de proteinas que se esté utilizando (Jones, 1992).

Una de los cambios concurrentes en los diferentes estudios es que si bien
se esta tratando de bloquear especificamente la interaccion entre el ovocito y el
espermatozoide, el procesamiento del antigeno requiere de la participacion de los
linfocitos T, que de manera adicional induce una ooforitis autoinmune que resulta
en disminucion de la fertilidad (Lou,1995). |

Por otro lado Paterson (2002), encontré titulos de anticuerpos capaces de
suprimir la interaccion espermatozoide-ovocito hasta en un 60% in vitro. Sin

embargo este autor, menciona la importancia de identificar los epitopes de la zona
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pélucida, que induzcan infertilidad reversible y ausencia de disfunciones ovaricas.
Lo que se considera necesario para darle al método la caracteristica de reversible.

Para poder desarrollar un modelo de vacuna, Dunbar (2002), propone
evaluar la inmunizacion de diferentes especies animales, considerando, las
diferentes fuentes de zona peliucida, ya sea de forma nativa, purificada o
desarrollada a partir de ingenieria genética. Por su parte Gupta (2004), propone el
uso de esta estrategia para el control de fauna silvestre, mencionando la
conveniencia de reversibilidad del método.

El presente trabajo esta enmarcado dentro de las estrategias de control
reproductivo con base en la utilizacion de la zona pelucida y esta encaminado al
potencial desarrollo de una estrategia fundamentada que permita su utilizacion

posterior en el control de la poblacion canina no domiciliada.
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Hipétesis
La inoculacion de perras con el conjugédo 0ZP-CTB, induce la produccién
de anticuerpos especificos contra el péptido que alteran la morfologia del ovario
Objetivos
= Determinar la respuesta inmunolégica en perras tratadas con un
péptido derivado de zona pelicida de cerda conjugado a la
subunidad Beta de la toxina del célera, mediante la cuantificacion de
anticuerpos especificos contra el péptido.
= Evaluar el efecto de la inmunizacién con el péptido derivado de zona
pelucida de cerda conjugado a la subunidad Beta de la toxina de
célera mediante el analisis de las caracteristicas histologicas de los
foliculos ovaricos.
Justificacion
El problema de la sobrepoblacién canina requiere de la implementacion de
estrategias, viables que regulen la reproduccion de la especie de manera eficiente
y que representen inocuidad para la poblacion tratada. Los estudios
fundamentados en el principio de inmunocontracepcion, basado en la
administracion de proteinas derivadas de zona pellcida, representan importantes
avances para esta metodologia. Y a largo o mediano plazo su aplicacion resultara
en un impacto positivo, en materia de salud publica. Ya que es el control efectivo
de la reproduccion de esta especie, lo que puede minimizar la problematica

generada por el sector no domiciliado de esta especie.
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Materiales y Métodos

Los animales de experimentacion fueron obtenidos en la via pizblicé, en el area
camino a Desierto de los Leones, deambulaban libremente sin supervision o
identificacion alguna, ninguno de los animales fue capturado utilizando algun tipo
de agresion o maltrato fisico. Fueron atraidos por alimento, se sociabilizé con ellos
y se procedioé a su traslado. Se les proporciono agua y alimento, pasados 7 dias,
se les realiz6 una evaluacion clinica descartando procesos infecciosos o de otra
naturaleza que afecten su reproduccion.

La muestra animal incluyd 15 perras, y se aplicaron los siguientes criterios
de seleccion:

= Criterio de inclusién: Perras en edad reproductiva, que en esta especie esta

considerada, desde los 12 meses hasta aproximadamente 8 anos, todas
las perras se observaban, clinicamente sanas.

= Criterio de exclusion: Se excluyeron perras que a su evaluacion

presentaran hallazgos clinicos que afectaran su salud reproductiva, como

fuera el caso de resultar positivas a la prueba de microaglutinacion para

diagnostico de leptospirosis, a la que fueron sometidas antes de iniciar el

estudio. O perras en las que se encontrara evidencia (cicatriz quirurgica) de

ovariohisterectomia (OVH).

Se llevd a cabo una evaluacion reproductiva para todos los animales
mediante citologia vaginal exfoliativa, siguiendo los lineamientos para esta especie

citados en la literatura. (Shutte, 1967) (Jeffcoate, 1989) (Tammer, 1994).



Las perras seleccionadas, se mantuvieron en perreras individuales de cemento
y techadas con buena ventilacion, mismas que se ubicaron en el poblado de
“Santa Rosa” Km. 23 de la carretera Desierto de los Leones, México, Distrito
Federal, por un periodo de 12 meses. Fueron habituadas al manejo, se
mantuvieron en observacion clinica y posteriormente se les brindo medicina
preventiva y se registro su peso corporal, antes de iniciar el estudio. Las
caracteristicas particulares del manejo de los animales experimentales se
encuentran en el anexo metodolégico.

Para el desarrollo experimental, las perras se distribuyeron de manera aleatoria
en 3 grupos de 5 animales cada grupo. El grupo 1, se inoculd con el conjugado
(0ZP - CTB); Al grupo 2, se inyect6 con el acarreador (CTB) y finalmente un grupo
3, que sirvi6 como testigo de manipulacion el cual recibié Unicamente solucion
salina. Los grupos recibieron su respectivo tratamiento a los dias 0, 15 y 30.Y
todos los tratamientos fueron administrados via intramuscular (IM), en volumen de
1 ml.

La conjugacion del péptido sintético de 18 aminoacidos derivado de zona
pellcida porcina (0ZP) a la subunidad beta de la toxina de colera (CTB) se realizo
mediante el procedimiento de dos pasos del glutaraldehido segun lo reportado por
McKenzie (1984). Esta metodologia consiste en la activacion de la cadena beta de

la toxina mediante la incubacién a temperatura ambiente con glutaraldehido.



Después de retirar el exceso de glutaraldehido, se agrego el péptido en un
amortiguador que facilita la formacion de uniones covalentes. Finalmente, se
neutralizé los sitios reactivos no ocupados por el péptido y el conjugado se
resuspendio y congel6 hasta su uso. La técnica en extenso, citada por McKenzie

(1984) se presenta en el anexo metodolagico.



Inmunizacion y obtencion de muestras

En el grupo experimental 1, las perras fueron tratadas con el conjugado
(0ZP - CTB) recibieron una inyeccion intramuscular que contenia 200 ygen 1 mly
libre de adyuvantes; el grupo experimental 2 tratado con el acarreador (CTB)
recibié una inyeccion con 200 ug de la proteina en volumen de 1 ml. Finalmente, el
grupo 3 testigo recibid Unicamente 1 ml de solucion salina fisiolégica. Este
procedimiento se realizé en los dias 15 y 30, contado a partir de la primera
inyeccion denominado el dia 0.

Al iniciar el experimento y posterior a cada inyeccion, se obtuvieron 3 ml, de
sangre venosa por puncion radial. Y una vez colectada la muestra fue
transportada en refrigeracion para su procesamiento en el laboratorio, donde se
obtuvo el suero por centrifugacion y mantenido en refrigeracion hasta su utilizacion
para determinar la sintesis de anticuerpos por técnica de ELISA.

La titulacion de los anticuerpos presentes en el suero de los animales
tratados y testigos, se evalué por duplicado mediante la variacion de doble
sandwich de ELISA. Se adhirieron por evaporacién 0.5 ug del péptido o CTB en un
pozo de una placa de ELISA. Se colocaron 100 ul de suero, en diluciones triples
seriadas y se incubé a temperatura ambiente por 30 minutos. El exceso de
anticuerpos se retird mediante el uso de una solucion amortiguadora con Tween-
20.

La detecciéon de los anticuerpos dirigidos contra el péptido o la proteina
(CTB), se realizé con un anticuerpo secundario anti-lgG de perro conjugado a

peroxidasa de rabano. La union consecutiva de estos dos anticuerpos se revelo

18



mediante el uso de una solucion 40 mM de ABTS en amortiguador de citratos y
conteniendo 10 mM de H20..

El cambio de coloracion del ABTS se evalud espectrofotométricamente con
un lector para ELISA a 405 nm. Para la obtencién del titulo funcional se graficaron
las absorbancias de las diferentes diluciones después de habérseles restado la
oxidacion espontanea del ABTS y obteniendo la ecuacion de la recta de mejor

ajuste e interpolando la absorbancia al 50%.
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Histologia de ovarios

Concluido el experimento los animales se sacrificaron de manera
humanitaria con sobredosis de anestesia (Pentobarbital s6dico) y de inmediato se
obtuvieron los ovarios de cada animal para realizar su estudio histologico. Las
muestras de tejido ovarico se fijaron en una solucién de paraformaldehido al 4%
(pH 7.4) y posteriormente se procesaron en un histoquinette automatico y se
incluyeron en bloques de parafina. A continuacion se realizaron cortes histologicos
de 6 um de grosor los que se tineron con Hematoxilina y Eosina para determinar
las condiciones de fijacion del tejido. En cortes pareados se realizé una tincidon
tricromica de Gomori para evaluar la estructura histolégica ovarica (Banks, 1993).
La evaluacion de la histologia ovarica se efectué con un analizador de imagenes
(Motic® images 2000; adquirido con PAPIIT IN212101) que incluye una camara
conectada a un microscopio fotonico (axiostar-Zeiss, PAPIIT IN212101) mediante la
observacion de 5 campos microscopicos en la corteza ovarica con el objetivo 10X
(0.1 mm? por campo). En estos campos, se identificé el tipo de foliculos presentes
(foliculos primarios, secundarios, terciarios y atrésicos) y posteriormente se
efectu6 el conteo de los mismos. Los resultados histologicos obtenidos se
sometieron a analisis estadistico “t de student”, con el objeto de identificar
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos tratados y el grupo

testigo.
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RESULTADOS

Como se muestra en la grafica 1, los animales del grupo experimental 1
inmunizados con el conjugado (0ZP - CTB), desarrollaron anticuerpos detectables
pasados 15 dias, de la primera inmunizacion. En los 5 animales pertenecientes a
este grupo persistieron los titulos hasta el dia 30 post-tratamiento. En la grafica se
muestran las variaciones en el titulo funcional promedio del grupo experimental 1
(oZP - CTB). Cada suero fue evaluado por duplicado, por lo que cada punto
representa el promedio de 10 observaciones por dia / por grupo. Las barras de
error corresponden a las desviaciones estandar obtenidas.

A pesar de que es posible detectar anticuerpos en todas las muestras, del
grupo 2 tratado con (CTB) y al grupo testigo, estos no son significativos Y dada la

escala en que se encuentran no son visualizados en la grafica.
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Grafica. 1. Determinacién del titulo funcional de los anticuerpos dirigidos en contra del
péptido oZP presentes en el suero de perras. El titulo funcional se obtuvo por
interpolacién al 50% de las absorbancias obtenidas por cada animal en muestras por
duplicado. Cada punto representa el promedio de 10 determinaciones por dia / grupo. ¢

Conjugado; ? Proteina acarreadora (CTB). | Testigo.
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Efectos de la inmunizacion en la estructura ovarica

Los foliculos de las perras del grupo testigo presentaron una estructura
histologica caracteristica, con un numero abundante de foliculos en diferentes
estadios de maduracion (figura 2A y 2B). Por el contrario, los foliculos de las
hembras tratadas con el conjugado presentaron una morfologia alterada. Los
foliculos con caracteristicas de terciarios, presentaron un antro poco estructurado,
con una proliferacion escasa de las células cumulo y con las células que podrian
conformar la corona radiada del ovocito no estructuradas (figura 2C). Asimismo,
los foliculos secundarios contenian ovocitos poco turgentes, con el contenido
citoplasmico baséfilo y en su mayoria con células de la teca separadas (figura 2D).

En la grafica 2, se muestra un concentrado de los hallazgos histologicos. Si
se toma como histoarquitectura normal al grupo testigo como el 100% de los
distintos tipos de foliculos presentes en un ovario, el efecto principal del
tratamiento con el conjugado fue un aumento en la cantidad de foliculos primarios
y un descenso en el numero de foliculos secundarios y terciarios. El tratamiento
con CTB la proteina acarreadora también induce cambios en la distribucion de los
foliculos presentes en los ovarios de las perras, sin embargo, mientras que se
presentd un aumento en la cantidad de foliculos primarios, este aumento no es tan
importante como el que se presenté en el grupo experimental 1, tratado con el

conjugado (oZP - CTB).
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Figura 2. Efecto de la inmunizacion activa con el conjugado oZP-CTB. La estructura de
los foliculos de perras del grupo testigo (A y B) es caracteristica de foliculos en
crecimiento dentro del ciclo normal de foliculogénesis ovarica. Los ovarios de las perras
del grupo experimental presentaron foliculos atrésicos, en foliculos terciarios (C) y
secundarios (D). Las flechas indican las principales alteraciones en cada foliculo.
Observaciones realizadas con el objetivo 10X.
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En la tabla 2. Se muestran las variaciones en el numero de foliculos
atrésicos inducidos en el grupo experimental 1, por el tratamiento con el conjugado
(0Zp-CTB) y el grupo experimental 2, tratado con la proteina acarreadora (CTB).
Estos resultados histologicos, sometidos a un analisis estadistico, muestra que en

ningun caso, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05).
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200 | B Conjugado
0O Acarreador

150 O Testigo

100 -

% Respecto al Testigo

50 -

Primarios Secundarios Terciarios

Tipo de Foliculos

Grafica 2. Estadios de maduracién de los foliculos ovaricos de perras tratadas con el
conjugado (0ZP-CTB) o contra la proteina acarreadora (CTB). Los ovarios se procesaron
para su evaluacion histolégica como se describe en material y métodos. Se cuantifico el
nimero de foliculos presentes en 5 campos microscépicos tomados al azar de ambos
ovarios. Cada barra corresponde al promedio de 10 ovarios.
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Grupo Tipo de Foliculos Atrésicos

Secundarios Terciarios
Testigo 3.8 +2.6 0.8+1.8
Acarreador 22+39 1.4+11
Conjugado 4.2 +3.27 0.8+0.8

Tabla 2. Alteraciones en el nimero de foliculos atrésicos inducidas por el tratamiento con
el conjugado (oZP - CTB) y la proteina acarreadora (CTB). Los ovarios de los animales
experimentales se trataron como se describe en materiales y métodos. Se observaron 5
campos aleatorios por ovario, para hacer la evaluaciéon y se determiné por conteo los
foliculos atrésicos presentes en esos campos. Los resultados son el promedio y
desviacion estandar de 10 ovarios por grupo.
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Discusion

El tratamiento con zona pelucida ya sea en forma solubilizada, a partir de
fragmentos, de sus proteinas constituyentes e incluso de proteinas cuyos genes
fueron clonados y las proteinas expresadas en bacterias, ha demostrado su
utiidad y capacidad antigénica. Los resultados obtenidos en este estudio
confirman la potencialidad de utilizar péptidos pequefos que a pesar de ser
sintetizados mediante métodos quimicos, son capaces de inducir la formaciéon de
anticuerpos especificos, y ademas sugieren la capacidad de inducir alteraciones
en la manera en que se estructura el érgano en el cual se presentan los
determinantes antigénicos particulares. El péptido obtenido comercialmente que
se utilizd en este trabajo también es inmunogénico, de manera similar al péptido
aislado de ZP porcina utilizado en otros estudios (Millar, 1989). En su estudio,
Millar y colaboradores demostraron su eficacia en ratones inmunizados con un
péptido de 16 aminoacidos correspondientes a ZP;. El péptido utilizado en nuestro
estudio corresponde a la fraccion central de ZP3 3 de la zona pellcida porcina.

Sin embargo, nuestros resultados difieren de los obtenidos por Gupta,
(1994). Al igual que en nuestro caso, este autor utiliza un péptido sintético de solo
19 residuos que corresponde a ZP3 unido covalentemente a la toxina diftérica. En
su estudio, a pesar de que en algunas especies se detectan anticuerpos, en el
caso de las perras tratadas con su preparacion, no se detectan anticuerpos
especificos. Esta diferencia puede deberse tanto a la secuencia especifica,

ademas de la diferencia en el tipo de proteina acarreadora que se utilizo.
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Si bien en este estudio pareciera que hay un exceso de proteina
inmunizada, Serrano y Garcia-Suarez (2001) encontraron una relacion entre el
dano histolégico y la concentracion de ZP solubilizada utilizada, en perras vy, si
bien los efectos pueden presentarse utilizando 150 ug de ZP / kg de peso, esta
cantidad difiere de la dosis utilizada en este estudio. En nuestro caso, se
inocularon 200 pg de proteina total (hapteno-acarreador) / animal, incluyendo el
péptido sintético sin necesidad de utilizar un adyuvante adicional cuyos efectos
pueden ser nocivos, para cualquier especie tratada.

El aluminato de sodio utilizado por Serrano y Garcia-Suarez, si bien es
menos agresivo que el adyuvante completo o incompleto de Freund, no evita el
manejo posterior del inmunégeno.

Cabe seialar que tras la inmunizacion, no se observé ningun tipo de lesion
generada por el tratamiento. Esta estrategia brinda entonces la ventaja adicional
de carecer de efectos secundarios, relacionadas a la utilizacion del adyuvante de
Freund. Estan bien documentados sus efectos colaterales tras la aplicacion
intramuscular, incluso han indicado cambios conductuales como irritabilidad y
agresion asociada a las lesiones post-inmunizacion (Harrenstien 2004). Estas
consideraciones permiten proponer que CTB podria utilizarse como un acarreador
e inmunomodulador eficiente en lugar del adyuvante completo e incompleto de
Freund, disminuyendo con ello lesiones locales y efectos debidos al propio
adyuvante. Una de las posibles limitaciones para el uso de CTB es la posibilidad
de que pueda ser téxica al organismo. Sin embargo, es necesario recordar que la

toxicidad de la toxina de colera se debe a la subunidad alfa y no a la beta.
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El hecho de que en este estudio hubiésemos encontrado la presencia de
anticuerpos capaces de reconocer a CTB, indica que son necesarios estudios
posteriores, enfocados a la induccién de una respuesta, que no solo neutralice la
inmunizacién sino que incluso pueda poner en riesgo la integridad del organismo,
sobre todo con el uso repetido y prolongado.

Al igual que en el caso de Hardy y colaboradores (2002), la respuesta
generada por el conjugado, nuestro péptido comercial es equivalente al conjugado
de un péptido sintético de zona pélucida de raton derivado de mZP3 a la proteina
acarreadora KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin). Al igual que CTB, KLH interactua
con células del sistema inmune y principalmente con macrofagos. Esta
caracteristica permite un procesamiento eficiente del inmunégeno. En el caso de
la utilizacion de KHL, es necesario adicionar un adyuvante aumentando entonces
las variaciones que se requieran hacer al agente basico, y los riesgos de un efecto
colateral indeseable, entre los aspectos mas relevantes.

Las estrategias para desarrollar un inmunégeno adecuado han sido muy
variadas, incluso utilizando las ventajas que proporcionan las herramientas de la
Biologia Molecular. Ejemplo de esto es el estudio realizado por Zhang (1997) en el
cual se utilizd la clonacion de los genes de ZP en una cepa de Salmonella
typhimurium atenuada es decir, no virulenta, La estrategia se basaba en que
cuando se expresaran las proteinas de ZP, las proteinas podrian localizarse en la
superficie de la bacteria por lo que al ser administradas por via oral, el organismo
estaria siendo vacunado. Esta estrategia se aplicé para el control reproductivo de

roedores. Los resultados aunque interesantes, son poco prometedores pues si
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bien se detectaron IgG séricos, e IgA en secreciones vaginales, su efecto fue solo
en tres de los 6 animales utilizados (Zhang, 1997).

La alteracion en la estructura del ovario, la constitucion de los foliculos son
algunos de los efectos, que se han observado cuando se introducen como
inmunégeno componentes de ZP. Inmunizando activamente con ZP porcina
solubilizada o parcialmente purificada a perras, se presentan ademas de ciclos
estrales anormales, quistes foliculares (Mahi-Brown, 1988). Estos quistes se
correlacionaban con el tipo de preparacion utilizada, el grupo inmunizado con ZP
solubilizada present6 quistes foliculares con una delgada capa de células de la
granulosa, el grupo inmunizado con ZP purificada presento quistes con células
cumulo luteinizadas. En nuestro estudio, no se presentaron quistes, sino
alteraciones indicadoras de atresia folicular. Al igual que en nuestro caso, en el
estudio de Mahi-Brown (1988) se observaron ovocitos en los foliculos primarios.
En su estudio Mahi-Brown, demostroé pérdida de uniones comunicantes entre el
ovocito y las células de la granulosa. El uso del conjugado oZP-CTB
aparentemente permite el establecimiento de las uniones comunicantes, pero no
permite la acumulacion de material extracelular del tipo del acido hialurénico que
permita formar arreglos multicelulares como la corona radiada que deberia rodear
al ovocito en los foliculos en desarrollo.

Una explicacion que pueda basarse en la formaciéon restringida de las
uniones comunicantes permite establecer el posible origen de la disgénesis
folicular pero no permite explicar la razon de encontrar basicamente foliculos
primarios. Una posibilidad seria que hubiese un efecto inductor que permitiera la

estructuracion de foliculos primarios. Sin embargo, y dado que esta perfectamente
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establecido que al nacimiento las hembras de los mamiferos cuentan con una
cantidad limitada de ovocitos cuya division meidtica se encuentra detenida en
dictiado, la posibilidad de proliferacion y estructuracion puede restringirse. Una
explicacion alternativa podria ser que el efecto del conjugado interrumpe la
foliculogénesis y el desarrollo folicular posterior deteniendo a los ovocitos dentro
de los foliculos primarios. Esta interrupcién no implicaria que el ovocito no pueda
iniciar las etapas posteriores en respuesta al estimulo hormonal, sino que se ve
impedido en mantenerlo por lo que los foliculos secundarios y terciarios que se
hubiesen formado tendran finalmente un desarrollo anémalo que les forzara a
iniciar el proceso apoptosico con lo que se obtendrian la morfologia clasica de la
atresia folicular.

Como se menciond con anterioridad, las metodologias de ADN
recombinante permiten visualizar el posible uso de proteinas o péptidos
provenientes de organismos transformados genéticamente para el desarrollo de
vacunas especificas. En este sentido, Govind (2002), utiliza la union del péptido
derivado del gen ZP; con proteinas de E. coli. Sin una evaluacion inmunolégica de
su aplicacion, se encontré6 un efecto de degeneracion ovarica y aumento de
foliculos atrésicos, razéon que explica la infertilidad de los animales utilizados.
Analizando los resultados de estos dos ultimos estudios, la produccion del
inmunogeno, pareciera relativamente econdmica, las etapas iniciales de clonacion,
seleccion y analisis que involucra la ingenieria genética, requieren de una
inversion en infraestructura y consumibles importante, ademas de la capacitacion

particular del personal que intervenga.
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Por otro lado, el desarrollo de una metodologia que permita la obtencion de
insumos prefabricados para que puedan unirse con un método simple permite no
solo su uso en el laboratorio de investigacion, sino incluso puede escalarse a
planta piloto o proceso industrial.

Un punto negativo de la estrategia que se utilizé en este estudio radica en la
disponibilidad de CTB. Dado que forma parte de un agente téxico, CTB tiene un
uso y fabricacion restringidos, sobre todo después de los atentados terroristas en
paises como Estados Unidos y Espafa. Sin embargo, actualmente se cuenta tanto
en estos dos paises y otros, incluyendo México, laboratorios en los cuales se esta
utilizando el gen clonado de CTB para acoplarle determinantes antigénicos
especificos como el gene E2 del virus del papiloma humano, causante del Cancer

cérvico uterino, por lo que su produccion a nivel industrial es posible (Choi, 2005).
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Conclusiones

La informacion obtenida en este estudio es valiosa ya que se comprobé la
eficiencia inmunogénica del péptido sintético conjugado a la toxina, y sugiere que
esta estrategia es adecuada. La técnica de conjugacion empleada es eficiente, por
lo menos en lo que respecta a la respuesta inmune generada en los animales
tratados con el conjugado.

Se concluye que la dosis de péptido sintético oZP derivado de ZP; porcina
unido covalentemente a la CTB como eficiente acarreador, es capaz, de generar
una respuesta por parte del sistema inmune.

De manera general se concluye que la sintesis de anticuerpos generada en
la perra, post-inmunizacién, se presenta en las dos primeras semanas. La
inmunizacion activa, sugiere la capacidad del conjugado de inducir cambios
morfolégicos en los ovarios que pudieran repercutir en la fertilidad de las perras.

Lo que representaria un avance importante en el control reproductivo de
esta especie ya que, esta variante le confiere a la estrategia basada en el
inmunocontrol la caracteristica de no generar efectos colaterales indeseables por
lo cual se puede esperar una mejor aceptacion por parte de los propietarios, asi
como de las asociaciones protectoras de animales, por las problematicas antes
mencionadas que implica el control reproductivo de esta especie ya sea

farmacoldgico o quirargico.
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Recomendaciones y Sugerencias

En el presente estudio se evalué Unicamente la respuesta inmune y su
efecto a nivel estructural en el ovario. Sin embargo, es necesario llevar a cabo
investigaciones acerca del posible efecto del tratamiento sobre la funcion
esteroidogénica del ovario, la integridad del eje hipotalamo-gonada, la
reversibilidad de las alteraciones, el efecto que tiene estas sobre la conducta
reproductiva, los posibles efectos sobre la periodicidad del estro asi como la
relacion entre las alteraciones histolégicas, sobre la fertilidad de las perras
tratadas cuando sean cubiertas por un macho de fertilidad probada, atendiendo
tanto el nivel conductual, de fertilidad temprana in vitro e in vivo, asi como los
efectos en el desarrollo embrionario temprano.

Es importante mencionar que el uso de CTB como proteina acarreadora
genera la problematica en cuanto a su disponibilidad y bioseguridad por lo que es
necesario explorar el uso otras proteinas acarreadoras, que representen
posibilidades viables para la generacion de una vacuna que permita regular la

fertilidad en perras no domiciliadas.
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Grupos Experimentales

Grupo Conjugado Acarreador Testigo
(0oZP-CTB) (CTB) (Solucion Salina)
Caracteristicas
Numero de Animales 5 5 5
Peso en Kg ( x £ d.s) 13.2+8.78 1342357 178277
Tratamiento 200 pg 200 pg Solucién salina
Dosis fisiolégica
Volumen 1 mi 1ml 1mil
Numero de sangrados 3 3 3

Se presenta el promedio y desviacion estandar obtenida por el registro de peso en

kilogramos de los animales de experimentacion. La dosis de tratamiento de cada -grupo, fue

dosis total no por ug / kg de peso vivo. La toma de muestras se realizé durante un periodo

de 30 dias, realizando tres colecciones de suero con intervalo de 15 dias.



Manejo de los animales de experimentacion

Las perras fueron alojadas individualmente. Se les habitu6é al manejo por
parte de las personas encargadas de su cuidado favoreciendo su socializacién,
se pasearon semanalmente, y se mantuvieron aseadas. El area fue
previamente desinfectada y se realizo un control de roedores 20 dias antes de
su ingreso a las instalaciones, se les proporcionaron, platos, cubetas y collares
que permitieran en su momento hacer mas sencillo su manejo y su
identificacion.

Se mantuvieron en observaciéon por periodo de 30 dias, Y durante este
periodo Unicamente se les habitlio a la presencia humana, realizando como
unico manejo la rutina de pasear en las instalaciones donde se mantuvieron,
esto con el proposito de disminuir el estrés, generando confianza en los
animales, en este tiempo se realizaron observaciones clinicas con el fin de
descartar cualquier proceso infeccioso.

Se utilizé dieta comercial para mantenimiento, con 26 % de proteina,
administrando 500 gramos diariamente, dos veces al dia y proporcionando
agua limpia ad libitum.

Se les proporcioné tratamiento antihelmintico con mebendazol a dosis de
22 mg / kg, cada 24 horas durante 3 dias via oral, repitiendo el tratamiento a
los 21 dias. Posteriormente se inmunizaron contra la rabia, y se realizé examen
clinico general a cada una de ellas. Con el fin de descartar cualquier alteracion
de caracter reproductivo, se realizaron citologias vaginales exfoliativas, de
manera seriada por un periodo de 4 meses. Ademas de tener especial cuidado
en observar cualquier cambio fisico o conductual que requiriera atencion

medica.



Se realizd coleccién de muestras serologicas para realizar la prueba de
aglutinacién microscépica con el objetivo de descartar leptospirosis, ya que
dicha enfermedad ademas de ser zoondtica afecta directamente la fertilidad. El
resultado de estos anadlisis fue negativo para todos los animales que
participaron en el proyecto. Se hizo un registro de los pesos de todos los
animales al iniciar los tratamientos este registro se realiz6 tras la aplicacion de
la primera inmunizacion. Para dicho manejo fue necesaria una sedacion ligera

administrando clorhidrato de xilacina a dosis efecto.



Grupo 1
Experimental
ZP+ CTB

n=>5

Primera aplicacién
Dia Cero.

Obtencion de suero.

Dia 15.
Segunda Aplicacion.

Obtencion de suero.

Tercera Aplicacion
Dia 30.
Obtencion de suero.

Diseno Experimental

Grupo 2
Experimental
CTB

n=>5

Primera aplicacion
Dia Cero.

Obtencion de suero.

Dia 15.
Segunda Aplicacion

Obtencidén de suero.

Tercera Aplicacion
Dia 30.

Obtencion de suero.

Grupo 3
Testigo
Sol. Salina

n=>5

Primera aplicacion
Dia Cero.

Obtencion de suero.

Dia 15
Segunda Aplicacion.

Obtencion de suero.

Tercera Aplicacion
Dia 30.
Obtencion de suero.




Caracteristicas de la subunidad beta de la toxina de colera

Esta estrechamente relacionada en estructura y actividad con la
enterotoxina termo labil producida por E. coli. Ambas se reportan como
fuertemente inmunogénicas por la via oral, nasal y parenteral encontrandose
una rapida respuesta con la produccion de anticuerpos anti-toxina tras su
administraciéon. La toxina de coélera es reconocida tanto como potente
adyuvante en la administracion de tratamientos orales tanto responsable de la
respuesta inmune asociado o coadministrado con otros antigenos. La toxina es
un complejo hetero-oligomérico, un complejo enzimatico, la subunidad A y
cinco unidades idénticas que rodean a la subunidad A, denominada subunidad
B. La subunidad A es la responsable del incremento de los niveles de
adenosin mono fosfato ciclico cAMP, produciendo la pérdida de fluidos
caracteristica de la enfermedad del célera.

La subunidad B muestra diferentes fases de actividad inmunomoduladora,
estas actividades incluyen la elevaciéon de Th1 y Th2 tipo citotoxicos CD8+,
CD4+, activacion del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MCH II),
moléculas de adhesion intracelular 1 (ICAM), CD 25, CD 40. Y modulan la
presentacién del antigeno por células B y macrofagos. Asi la subunidad B, se
ha encontrado como buen estimulante para la produccién de anticuerpos,
donde la GM ; cumple con la funcion acarreadora lo que le otorga sus

caracteristicas inmunogénicas y su actividad como adyuvante. (Douglas, 2001).



Metodologia de Conjugacion

Se recibi6 el péptido en presentacion de liofilizado con un peso molecular
de 20.36 kDa, y una pureza de 78%, con propiedades hidrofébicas, y puede ser
detectado a una lectura 214 nm. Fue manejado bajo las indicaciones del
laboratorio fabricante almacenado a -20 ° C y por sus caracteristicas
hidrofébicas fue disuelto en un volumen minimo de DMSO, teniendo la
alternativa de utilizar cualquier solvente organico que fuera compatible con el
experimento.

El péptido sintético de 18 aminoacidos derivado de zona pellcida porcina
(ZPp) en 100 ul de DMSO, del cual, se tomaron 2.63 pl con una concentracion
de 400 g, y se agregaron a 200 pl de buffer de fosfatos (PO 4°Buffer) con pH
6.8. Se disolvieron por agitacion, anadiendo 10 pl de glutaraldehido al 25%, la
mezcla se mantuvo por un periodo de 18 horas, en ausencia de luz y
temperatura ambiente.

La subunidad beta de toxina de colera (CTB) se reconstituyo quedando a
una concentracion de 1 mg/100 pl, a la mezcla se le agregaron 40 pul con una
concentracion de 400 pug de CTB y 200 pl de buffer pH 9.5 después de agregar
la toxina se dejo en agitacion 24 horas a 4 °C. Pasado este periodo se agregd
Biogel G-100, hidratado en 2 ml de buffer pH 9.5 y se agregaron a la vacuna
615 pl, manteniendo en agitacion para remover el glutaraldehido. Para la
eliminacion de los reactivos se agregd Sephadex G-100 (Sigma) sometiendo la
mezcla a agitador magnético a 4 °C por 1 hr, posteriormente a centrifugacién a
1000 Xg/5 min., Considerando el sobrenadante (conjugado) y el precipitado (los
reactivos utilizados para la conjugacion). (McKenzie, 1984). Se realizo la lectura
de conjugado en el espectrofotémetro (spectrometer lamda 2 UV/ VIS).

Después de los calculos de la concentracion de proteinas contenidas en el
conjugado, se calculo la dosis para cada grupo, por lo cual se prepararon
soluciones madre, con cada tratamiento hasta su dilucion, al momento de ser

aplicadas.



Deteccién de anticuerpos por técnica de ELISA.

Se realizé la prueba de ELISA indirecta para deteccion de anticuerpos. Se
preparo una solucién con una concentracion de .5 pg de antigeno en 50 ul de
agua desionizada. Se colocaron 50 pl en cada pozo de la placa, para cada
dilucién se incubdé a 37° C hasta evaporacion por 14-16 horas, pasado este
periodo se reconstituyo y lavo con .1% de BSA en PBS.

Se agrego 100 pl del suero problema diluida apropiadamente 1:100 en la
solucion para diluir anticuerpo y se incubd por 20 minutos a temperatura
ambiente sin agitacion, lavando nuevamente con tween 20 en agua destilada
agregando 50 pl de solucion conteniendo el anticuerpo anti IgG de perro
producido en conejo, incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente
nuevamente sin agitacion. Preparando diluciones decuples seriadas con un
volumen final de 100 pl. Lavando nuevamente y se agreg6 100 pl de la solucion
del sustrato. Incubando por 30 minutos, en los pozos positivos esperando una
coloracion verde claro, la intensidad de la coloraciéon es proporcional a la
cantidad de sustrato hidrolizado revelado. Posteriormente se utilizé el lector de
ELISA a 405 nm. Obtenidos estos resultados, se graficaron y se obtuvieron los

titulos funcionales para cada tratamiento.
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