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Abstract

Feral dog population control is not an easy task in highly populated cities, even when there are high cost
sterilization campaigns. Mexico City’s street dog population increases constantly, invasive sterilization
techniques are out of the regular family budget, and an alternative strategy to control this population is
needed. Since the early 70’s, the acellular egg coat named the zona pellucida has been considered as a target
for fertility regulation in human and animal populations. The goal of the present work was to analyze the
alterations in the ovarian histology of female dogs actively immunized with porcine ZP, protein. Results
obtained show that active immunization induces a significant reduction in fertility as indicated by the lower
amount of first and second degree follicles, and an increase in leukocyte infiltration in response to the
protein inoculation.
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Resumen

El control de la poblacién canina en ciudades densamente pobladas dista de ser simple a pesar de que se
instrumentan costosas campafias de esterilizacion, la sobrepoblacién canina se incrementa constantemente
en la ciudad de México. El costo de la esterilizacion quirdrgica de los animales de compaiiia de las clases
CON Menos recursos econdmicos, evita que se use con la frecuencia deseada por lo que se requiere del
desarrollo de una estrategia alternativa. Desde principios de la década de los afios 70, la zona pelUcida (ZP)
gue recubre a los ovocitos ha sido considerada como un potencial blanco para la regulacion de la fertilidad
de poblaciones tanto humanas como animales. En este trabajo, se informa acerca de los efectos que ejerce
la inmunizacion activa con la proteina ZP, porcina sobre la estructura del ovario de perras. Los resultados
muestran una disminucién en el nimero de foliculos primarios y secundarios, asi como un aumento en la
infiltracion de linfocitos de los ovarios de perras tratadas con distintas dosis de proteina.

Palabras clave: CONTROL DE LA FERTILIDAD, ZP,, OVARIO, ALTERACIONES HISTOLOGICAS,
PERRAS.

Introduccién poblacion canina es de gran importancia. Esto ultimo se
debe nosolo alacompetencia por espacio, sino al peligro

Enlaciudad de México,aligual queenlasgrandesciudades gue representa para el humano el hecho de que sea mor-

oinclusoen las islas densamente pobladas, el control de la dido por un perroy estar expuesto a contraer la rabia.
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Ademas, el fecalismoal aire libre de losanimales que
habitanen lacalle o el descuido de las personas que los
mantienen en espacios reducidosy que noles permiten
tener un lugar en el interior para que realicen sus
necesidadesfisiologicas, forman un foco de contamina-
cién adicional.

Enlospaisesenviadedesarrollo,oencomunidades
debajos recursos, laadquisicion de perroscomo anima-
les de compaiiia, no implica forzosamente que los ani-
males se encuentren dentrode lasinstalaciones ocupa-
das por las familias.

En Amecameca, Estado de México, es ain muy co-
mun observar animales que se mantienen en la calle,
pero que son alimentados por personas, que se consti-
tuyen en el entorno del animal.?

Podriapensarse que éste esun problemadel subde-
sarrollo. Sibienesto Gltimo es parcialmente cierto, los
paises desarrollados presentan una problematica se-
mejante; sobretodoen laetapaposreproductorade sus
animales, pues son descuidados y eventualmente es-
tas personas adquieren méas animales de compafiia.?
La presencia de perros en las calles de las grandes
ciudades es el reflejo del descuido tanto en la alimen-
tacion como en cuidados que mantiene este tipo de
poblacion canina.

Los métodos de control de lafertilidad de poblacio-
nesno humanas que se hantratado de instrumentar son
muy variados, van desde los métodos de barrera hasta
los de esterilizacion quirdrgica, pasando por los siste-
mas hormonales.

Entérminosgeneralesy conexcepciondelosmétodos
quirdrgicos, laeficienciade estosmétodoses muy varia-
ble. Asi mismo, los costos de laesterilizacion quirtrgica
estan alejados del presupuesto de la mayoria de los
habitantes de las zonas de bajos ingresos. Auny cuando
laesterilizacion la realice en las instalaciones del Sector
Salud, es muy bajo el niimero de personas que cubre el
importe querepresentalaesterilizacién de susanimales.

Desde hace varios afios, la utilizacién de moléculas
especificas de gametos hasido contemplada para utili-
zarse en lainstrumentacion de estrategias de control de
la fertilidad no so6lo de poblaciones caninas, sino de
otrosanimales,comoloscaballos. Lapresenciade estas
moléculasensitiosinaccesiblesal sistemainmuneesla
Zona Peldcida (ZP), cubierta compuesta por tres
glucoproteinas que sintetizan los ovocitos en creci-
miento, essecretadaal medioyensambladaenel espa-
cioque formanel propioovocitoy lascélulasfoliculares
gue le rodean.® El objetivo del presente estudio fue
observar lasalteraciones histologicas que promueve la
proteina ZP, al ser inoculada en perras adultas.

* Combelen, Bayer, México.
** Anestesal, Smith-Kline, México.

222

Materialy métodos

La produccion del inmundgeno se realizé al obtener las
proteinas purificadasdeacuerdocon latécnicade Hedrick
yWardrip*convariaciones menores. Losovarios obteni-
dosde cerdas recién sacrificadas, se trasladaron al labo-
ratorio ensolucion salinaadicionadade gentamicinaen
bafio de hielo. En el laboratorio se maceraron conayuda
deun procesador de alimentosen unamortiguador PBS-
citratos-EDTA, el homogenado se filtré en mallas de
nailon de aperturadecreciente desde 1000, 500, 250, 125
y 54 um; este ultimo se lavo varias vecesenamortiguador
hasta que el anélisis al microscopio revel6 la presencia
deovocitosintegros ofragmentos de zonapelUucida (ZP).

Losfiltrosde 54 mm se colocaronenaguadesionizada
estéril por espacio de 30 minutos con el propdsito de
inducir la osmdlisis de los ovocitos; lo anterior se con-
firmo mediante microscopia.

Las ZP se calentaron 86°C en amortiguador de car-
bonatos pH 8 durante 30 minutos. Lasolucionseliofilizo
y sometié a desglucolizacion con &cido trifluorometen
sulfénico (TFMS), de acuerdo con la metodologia de
Karpetal.5LaZP liofilizada se incubé por seishorasen
unamezclade anisol-TFMS (9:1, v/v) en bafio de hielo
seco-acetona. La desglucolizacion se finalizé con
piridina. Se dializ6 contra NH,CO,5 mM. La proteina
ZP,_seseparo mediante electroforesis preparativaenun
sistema no reductor de poliacrilamida. La fraccion co-
rrespondiente a la proteina ZP, se cort6 y recuperd
mediante electroelusion.* La proteina recuperada se
liofiliz6 para concentrar y posteriormente se diluyo
para cuantificar con la técnica del acido bicinconico.

Lapreparaciondelinmunégenoserealizo utilizando
cantidades diferentes de proteina que mantuvieran un
volumen constante de 0.5ml consolucidénsalinaalaque
se le agreg6 un volumen igual de aluminato de sodio y
magnesio, que se utilizd como adsorbente. Laemulsion
se homogeneiz6 mediante la utilizacion de una jeringa
de doble barril y se inoculé intramuscularmente.

Se utilizaron perras criollas adultas mantenidas en
condicionesde semicautiverioenel Retiro Franciscano
para animales de compafiia localizado en la Carretera
Meéxico-Toluca. Se hicieron cinco grupos de cuatro ani-
males cada uno, de entre dos a cuatro afios de edad, a
los cuales se les inocul6 25, 50, 100, 150 ug de ZP, por
kg de peso. En cada caso, la cantidad de ZP, se inoculd
enunasoladosis. Al quinto lote se le administro por la
mismaviaunvolumensimilar del vehiculoenel quese
disolvio la ZP, y se tom6 como grupo testigo.

Losanimalesfueron dejadosen condiciones norma-
les sin evitar el contacto con machos durante un afio
calendario. Altérmino del estudio, losanimales fueron
ovariectomizados bilateralmente bajo tratamiento con
clorhidrato de propriomazina* y anestesia con
pentobarbital sédico.**



Los ovarios se incluyeron en formalina para ser
procesados histologicamente. El tejido se deshidrat6en
alcoholes graduales antes de ser incluido en parafina.
Losbloquessecortaronenun microtomoal5pdegrosor
y los cortes se tifieron con la técnica de hematoxilina-
eosina después de haberse rehidratado. Al final de la
elaboracién de doslaminillas por ovario, se codificaron
antes de ser analizadas.

En el analisis al microscopio se tomo en cuenta el
numerodefoliculos primarios, endesarrolloy atérmi-
no. Dentro de losaspectos de patologia, se tuvo particu-
lar interés en la presencia de quistes e infiltracion
linfocitaria, ya que son las principales lesiones
indicadoras de disminucion de la fertilidad.” Se anali-
zaronal menosseiscortesseriados paradeterminar las
caracteristicas de un determinado foliculo. La evalua-
cién estadistica se realiz6 mediante un andlisis de
Kruskal Wallis para variables discretas.®

Resultados

Lainmunizacioncon ZP, alteralacantidad de foliculos
endiferente etapade maduraciondelosovariosde las
perras inmunizadas en una forma dependiente de la
dosis utilizada. En el Cuadro 1 se muestran las canti-
dades de foliculos en diferentes etapas. Como puede
verse, losfoliculos primarios se reducen drasticamente
aun en las dosis mas bajas. Cuando se trataron a las
perras con la dosis de 50 mg/kg de peso, se afecto
ademasalosfoliculos secundarios. De maneraconco-
mitante, la cantidad de foliculos infiltrados con
leucocitos aumentd significativamente (P < 0.005),
indicando la alteracion inducidaen los ovarios de los
animales tratados. Por ultimo, el mayor dafio coinci-
dente con la disminucion de foliculos primarios y la
ausencia de foliculos secundarios o a término, se ob-
tuvo con la mayor dosis utilizada.

Como consecuenciade las alteraciones histologicas
inducidas por el tratamiento, ninguna de las hembras
utilizadas quedo prefiada. En los animales del grupo
testigo se presentaron al menos dos ciclos estrales,
mientras que en el caso de los grupos experimentales
esto no sucedid, aun en los que recibieron 25 mg/kg.
Obviamente, el comportamiento caracteristico del celo
en las perras y las alteraciones en la conducta que
provocan en los machos no se presentaron en el grupo
experimental. Dos de los cuatro animales del grupo
testigo quedaron prefiadas en el primer celoy unamas
lo hizo en el segundo celo que presento.

Discusién

La esterilizacién representa una alternativa para con-
trolar las poblaciones de animales domésticos. Sin
embargo, gran cantidad de animales que “viven” enla
calle hahechoineficienteslos esfuerzos paradisminuir
y mantener en un ndmero intermitente estos animales.
Esto ultimo se debe tanto ala practicade mantenimiento
deanimales de comparfiiaen México,comoal costo que
implica la esterilizacion quirurgica; este proceso debe
ser realizado por personal capacitado y bajo condicio-
nes adecuadas.

En otros paises, principalmente en Estados Unidos
de América, se ha tratado de controlar poblaciones de
animales, silvestres o domésticos, con la aplicacion de
una estrategia de inmunizacidn activa.® Esta ultima
implicalainyeccion de extractos de ovarios heterdlogos
odeovacitos. Lacubiertaglicoproteinicaque rodeaalos
ovocitos del cerdo ha sido utilizada como principal
agente parael desarrollo de vacunas capacesde regular
la fertilidad. EI método cubierto por la patente de
Gwatkin® implica lainmunizacién con zona peltcida
de ovocitos de diversas fuentes para inducir un estado
deinfertilidad.

Cuadro 1
EFECTO DE LA INMUNIZACION CON ZP, PORCINA EN OVARIOS DE PERRAS ADULTAS

ZP, (uglkg)

Tipo de foliculos

Primarios Secundarios Terciarios Infiltrados
0 15 (12-16)2 12 (10 -15)* 1 (0 -5 3 (0 -4y
25 8 (6 -12)° 10 (6 - 15)° 1 (0 -4y 5 (0 - 7)P
50 6 (5 - 10) 4 (0 - 6)P 0 (0-73)p 20 (15 - 38)°
100 6 5-298)r 2 (0-5)p 0 (0-73)p 43 (35 - 58)¢
150 6 B3-9)P 0 (0-23F 0 (0-1p 60 (55 - 70)¢

Nota: Se inocul6 ZP, en aluminato de sodio en una dosis Unica a lotes de cuatro animales. Después de un afio calendario, las perras de cada grupo fueron
ovariectomizadas y los cortes histolégicos se analizaron. Los resultados son la moda de los ocho ovarios por grupo y el rango en el que se distribuyeron los
datos individuales. Los subindices diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes (P < 0.005)
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Cuando este método de purificacion se utiliza en
perras, se obtienen titulos altos de anticuerpos especi-
ficos,!* con ciclos estrales anormales®? y sangrados
prolongados.®® Las estrategias alternativas de
inmunorregulacion de lafertilidad en animales domés-
ticos han comprendido igualmente la utilizacion de
antisueros antiidiotipicos;** sin embargo, su efectivi-
dad es muy reducida.

La zona pelicida porcina ha sido utilizada en dife-
rentes especies paralainmunorregulacién de la fertili-
dad. Enconejas, lahistologiaovaricase alterade mane-
rasimilaralaqueseindujoenlosgruposexperimenta-
les,® aunque la diferencia en el presente caso fue la
utilizacion de so6lo una de las tres glicoproteinas que
componen a la zona peltcida.

Enyeguas®lainoculacionen varias aplicacionesda
resultados prometedores. Sinembargo, parapoder lle-
garaunainfertilidad deal menosunano, se deben hacer
al menostresinmunizaciones. Paraeste caso, laaplica-
cion de dosis relativamente altas de glicoproteina en
una sola aplicacidn, es suficiente como para alterar el
estado reproductivo en perras, si bien es necesario
ampliar el periodo de observacion.

Unadelasalternativas que setiene en este momento
para la produccién a escalas adecuadas con el propo-
sito de utilizar alaZP,comoinmunogeno, es mediante
la produccion a partir de los genes clonados en bacte-
riast”® o expresada como glicoproteina recombinante
en cultivos de células de insecto.’ Los resultados obte-
nidos en diferentes especies utilizando estas estrate-
giasindican que laglicoproteina, que actiacomo recep-
tor primario o secundario del espermatozoide, es capaz
deregular lafertilidad de especies tan diferentescomo
elraton? oel conejo.2 Ladosis de proteinaconlaquese
obtuvo mejores resultados fue de 100 mg/kg de peso.
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