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RESUMEN

La existencia de inmunidad cruzada entre los cisticercos de Taenia
solium y Taenia crassiceps, establece a la cisticercosis experimental murina,
causada por este Qltimo, como un modelo conveniente donde evaluar
antigenos promisorios para desarrollar una vacuna contra la cisticercosis
porcina por T. solium. Dado que los antigenos totales de T. crassiceps
inducen niveles significativos de proteccion contra la cisticercosis porcina,
desarrollamos el presente trabajo para identificar los principales antigenos
asociados a proteccién. Doce diferentes fracciones antigénicas, aisladas del
fluido vesicular de cisticercos de T. crassiceps, fuecron evaluadas en su
capacidad de inducir resistencia en ratones machos BALB/cAnN contra el
desafio con 10 cisticercos de 7. crassiceps. Se identificaron tres grupos de
fracciones antigénicas: protectoras (200, 123, 74, 66, 56, 40-50, 27 y 8-14
kDa), facilitadores (220-205 kDa), e irrelevantes (150-160, 108 y 93 kDa) de
acuerdo a su efecto sobre la carga parasitaria, Considerando su capacidad
protectora, las tres fracciones antigénicas mas promisorias (56, 66 y 74 kDa)
fueron recvaluadas en inmunizaciones subcutineas y se obtuvé un alto nivel

de proteccion.
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Las cisticercosis humana y porcina causadas por Taenia solium
representan un problema de salud y socieconomico respectivamente en los
paises en via de desarrollo, especialmente en dreas donde la falta de
instalaciones sanitarias favorece el ciclo de transmisién de este parasito,
como en el caso de muchas regiones de Asia, Africa y Latinoamérica
(Mzhajan, 1982; Schenone et al., 1982).

La permanencia del ciclo parasitario se favorece, en primer lugar, por
ta préctica del fecalismo al aire libre y por los métodos de crianza riistica de
cerdos, lo que aumenta la probabilidad del contacto entre el cerdo y las
excretas humanas contaminadas. Es asi, que la poblacion de cerdos criados
risticamente presenta la mayor incidencia de cisticercosis. Esto es de especial
interés en México, considerando que la crianza nistica representa
aproximadamente el 40 % del total de la producci6n porcina (Mazén, 1991).
' El problema de la transmisién se agrava puesto que la mayoria de los cerdos
criados nisticamente se introduce al consumo sin someterse a inspeccion
sanitaria (Aluja, 1982).

Ciclo de vida de T. solium

La teniasis-cisticercosis es una parasitosis que involucra una intrincada
relacién hospedero-parasito. En su ciclo de vida T. solium requiere dos
hospederos: cuando los hospederos intermediarios, el cerdo y el hombre, se
infectan con huevecillos del parasito, éstos se diferencian a metacéstodos
(cisticercos) en algin compartimento anatémico del hospedero. Cuando el
humano, que es el tnico hospedero definitivo, come came de cerdo infectada,

los cisticercos llegan al intestino delgado donde se desarrollan y dan lugar a
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium




la forma adulta del parasito (la tenia o solitaria). En el intestino, la tenia se
diferencia sexualmente y produce millones de huevecillos que salen al medio
en las heces. El ciclo se completa cuando el hombre o el cerdo ingieren los
huevecillos (Fig. 1). El requerimiento indispensable del cerdo como
hospedero intermediario para la mantenci6n del ciclo nos oftece 1a posibilidad
de interferir en la transmisién. Si pudiéramos modificar los niveles de
infeccion en los cerdos, reduciéndolos o anulandolos, incidiriamos en la
posibilidad del parasito para desarrollarse hasta la fase adulta y como

resultado podriamos reducir la transmisién de la cisticercosis.

La cisticercosis por 7. solium, un problema de salud y socioeconémico en
México

En el humano T solium afecta preferentemente.-al sistema-nervioso
central, causando neurocisticercosis, lo que puede originar perturbaciones
sensoriales o motoras leves, cefaleas, hipertensién endocraneana, epilepsia
(Del Bruto y Sotelo, 1988; Medina et al., 1990) y otros graves trastornos
neurolégicos que pueden llevar hasta la muerte (Sotelo et al, 1985; Grisoliay
Wiederholt, 1982). La cisticercosis ocular se presenta con menor frecuencia,
y es debida al establecimiento del parésito dentro del globo ocular o detras de
la retina; también exis{cn cisticercosis espinal, subcutinea y muscular
(Schenone et al, 1982). Es importante seffalar que muchos de los casos de
neurocisticercosis humana son asintomaticos, con valores que varian entre 25
y 80 % dependiendo de la fuente de obtencion de los datos, y que sélo se
identifican en la autopsia (Albores y Altamirano, 1971; Rabicla ef al., 1982).
La neurocisticercosis sintomdatica afecta también la economia, ya que el

enfermo se ve imposibilitado para desarrollar una vida activa, requiere
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cuidados médicos especiales no sélo para su diagnéstico sino también para su
tratamiento, 1o que repercute en sus ingresos monetarios y afecta la economia
individual y nacional. En el apéndice B de este trabajo se da informacién

sobre la respuesta inmune a esta parasitosis.

En cuanto a la teniasis humana, si bien no representa un grave
problema de salud, se asocia a sintomas leves como insomnio, anorexia o
bulimia y trastornos abdominales (Tay ef al., 1984). Es de gran importancia
en el mantenimiento del ciclo parasitario considerando que cada tenidsico
libera al ambiente millones de huevecillos que pueden ser ingeridos por

cerdos y humanos al contaminar, por ejemplo, las aguas de riego agricola.

Prevalencia de la enfermedad

Los primeros intentos por conocer la prevalencia de la cisticercosis
humana se hicieron a partir de autopsias y revelaron cifras de
neurocisticercosis del 1 al 3 % en México (Albores y Altamirano, 1971;
Rabiela et al., 1982). A finales de la decada de los 70 se realizo la Primera
Encuesta Serocpidemioldgica Nacional en donde se analizaron més de 18,000
sueros humanos a fin de conocer la prevalencia de diferentes padecimientos,
incluyendo la cisticercosis (Woodhouse et al., 1982). En esta encuesta se
encontré una seropositividad global del 1 % y que la prevalencia de los
positivos era mayor en las dreas relacionadas a la porcicultura, pero no se
encontré relacion con la clase socioecondmica. Recientemente se terminé en
Meéxico la Segunda Encuesta Seroepidemiolégica Nacional en donde se
analizaron aproximadamente 70,000 sueros humanos. Los resultados seifalan

*que el porcentaje de seropositividad promedio es del orden del 1.2 %, con
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Entidad muestral _ Poblacién  Porcentaje
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(a) Seroprevalencia de anticuerpos contra seroprevalencia de anticuerpos por
T. solium por entidad federativa, entidad federativa,

Figura 2. Distribucion de seropositividad a Taenia solium en la Republica
Mexicana (Larralde et al., 1992).




grandes y significativas diferencias segin los estados. Si bien la presencia de
anticuerpos en suero no es un marcador de enfermedad, si sugiere un gran
contacto con los antigenos de cisticercos en la poblacién mexicana (Fig. 2)
(Lamralde et al., 1992). Mientras tanto, la prevalencia de la teniasis sélo ha
sido determinada en comunidades pequefias de diferentes estados en donde
han trabajado distintos grupos de investigacién (Schantz y Sasti-Gutierrez,
1988; Keilbach, 1989). La falta de informacién mas precisa sobre esta fase de
la parasitosis probablemente se deba a que rara vez un tenidsico consulta un
servicio médico, aunado a la baja sensibilidad y especificidad de los métodos

de diagnéstico.

Con el fin de avanzar en el conocimiento sobre la prevalencia de la
cisticercosis humana y los factores de riesgo para su establecimiento y
transferencia, se han realizado estudios pilotos en comunidades pequeiias.
Estos estudios permitieron detectar nucleos familiares donde coexisten
individuos tenidsicos e individuos seropositivos, que ademds estin en
contacto con cerdos infectados. Estos resultados apuntan al contacto intimo
con el tenidsico como un importante facior en la transmision de la
cisticercosis (Sarti-Gutierrez et al., 1988; Diaz-Camacho et al., 1989; Lopez
Samano, 1990; Aguilera-Garcia y Galvan-Cervantes, 1989). Sin embargo,
dado que en el pais hay una amplia distribucion de personas seropositivas que
no estan en contacto directo con cerdos infectados ni individuos teniasicos, es
muy posible que, ademas del contacto intimo, existan mecanismos de
transmisién de los huevecillos dependientes de algin factor de distribucién
universal, como ¢l aire. Esto no seria sorprendente, dado que en México el

fecalismo al aire libre es altamente frecuente, inclusive en las zonas urbanas.
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Figura 3. Ciclo de vida de Taenia crassiceps.




Dadas las limitaciones para instalar un modelo de la cisticercosis por 7.
solinm experimentalmente, hemos contemplado el estudio de Taenia
crassiceps, y de la cisticercosis murina a fin de orientar la investigacién en la
cisticercosis por T. solium. Este céstodo [Taenia crassiceps (Zeder 1800)
Rudolphi, 1810] vive en su fase adulta en el intestino delgado de felinos y
cénidos, especialmente el zorro. En la etapa de cisticerco se reproduce en
roedores y menos frecuentemente en lagomorfos, insectivoros, camivoros y
primates (Fig. 3). En roedores infectados naturalmente, los cisticercos se
localizan subcutineamente cerca de la axila, cuello y menos frecuentemente
entre la escdpula o en la regidn inguinal. Ocasionalmente los cisticercos
poeden desacrollarse en la pleura o en la cavidad peritoneal. La infeccion
natural en la cavidad peritoneal generalinente acompaita la infeccién en otro
sitio. Ademas de la forma sexual de reproduccion, este parasito es capaz de
dividirse por gemacion polar muiiltiple (Freeman, 1962). Esta forma de
reproduccion asexual se ha utilizado para mantenerlo en el laboratorio a
través de la inoculacidn del cisticerco en la cavidad peritoneal de ratones,
localizacidn que en condiciones experimentales, permite que se reproduzca
optimamente (Kroeze y Freeman, 1982). Asi, este miodelo experimental de
cisticercosis resulta accesible y sencillo de mantener , y permite un estudio
sistematico y controlado de los fendmenos inmunologicos que se suceden en

1a relacion hospedero-parasito.

El uso de la cisticercosis murina como modelo experimental adquiere
mayor interés considerando las similitudes entre 7. solium y T. crassiceps,

entre las que figuran:



- Ambos requieren hospederos intermediarios (hombre y/o cerdo y
roedores respectivamente) donde se encuentran como cisticercos y en la fase

adulta requieren un hospedero definitivo (humanos y canidos o felinos).

- Existe una reaccién cruzada de mas del 90 % entre sus antigenos
(Larralde ef al., 1989).

- Los antigenos de 7. solium se pueden reemplazar por los de 7.
crassiceps en el inmunodiagnostico de la cisticercosis humana (Larralde ef
al, 1990; Kuntz er al, 1989; Ramos-Kuri et al, 1992), y en la

inmunoprevencion de la cisticercosis porcina (Sciutto ez al., 1994).

Sin embargo, no hay que olvidar que es un modelo experimental, y
como tal puede tener o presentar ciertas limitaciones, las cuales pueden

representar desventajas en relacion a lo que se pretende estudiar.

Utilizando la accesibilidad de este modelo de cisticercosis se evaluo la
factibilidad de una vacuna inmunizando ratones con un extracto total de 7.
crassiceps y con un extracto total de 7. solium y desafiando los ratones con
cisticercos de T. crassiceps. Los resultados indicaron que ambos tipos de
extractos antigénicos son igualmente eficaces en la protecciéon contra la
cisticercosis murina (Sciutto et al., 1990). Estos resultados sirvieron de base
para el desarrollo de protocolos de inmunizacién en cerdos, usando como
inmundgeno un extracto total de cisticercos de 7. crassiceps y desafiando con
T. solium. Las mejores condiciones de inmunizacién permitieron obtener una
reducién de la carga parasitaria de mas del 50 % (Sciutto et al., 1994).

Parece entonces factible que la cisticercosis murina pueda utilizarse como
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modelo donde evaluar antigenos para desarrollar una vacuna, Ademas, es
importante seffalar la capacidad de produccién de antigenos a partir de los
cisticercos de 7. crassiceps, considerando su rdpido y extenso crecimiento en

el ratén.
La respuesta inmune y la induccién de proteccion
Los pardsitos presentan epitopos diferentes al sistema inmune, capaces
de estimular en diferente grado un extenso conjunto de células que los
reconocen. Este reconocimiento activa diferentes sistemas efectores, Asi,
tenemos una gran diversidad de sistemas efectores disparados por estimulos

inducidos por epitopos reconocidos diferencialmente:

a) Epitopos estimuladores de células B y desencadenadores de una

respuesta humoral protectora.

b) Epitopos pobremente inmunogénicos.

c) Epitopos que presentan reaccion cruzada con moléculas del

hospedero y que pueden causar problemas de autoinmunidad.

d) Epitopos inductores de supresién de la respuesta inmune, que

favorecen el establecimiento del patégeno.

€) Epitopos reconocidos por células T citotéxicas (Tc) y/o por células
T cooperadoras (Th) (Roitt, 1989).

10



Actualmente los intentos para prevenir enfermedades virales,
bacterianas y parasitarias a fravés del uso de vacunas, consideran la
posibilidlad de obtener una respuesta inmune optima hacia epitopos
protectores y eliminar los que sean potencialmente desventajosos (en este
sentido, y considerando lo amplio de la informacion existente, en el Apéndice
A se incluyen algunos datos con relacion al desarrollo de nuevas vacunas).
Simultaneamente, los avances en el conocimiento de las moléculas y de los
mecanismos del sistema inmune aumentan la esperanza de mejorar las
vacunas y optar por esta forma de prevencién para un conjunto extenso de
enfermedades parasitarias (en el Apéndice B se incluye informacién sobre el
desarrollo de vacunas contra algunas parasitosis). Sin embargo, hay que
considerar que el uso de antigenos aislados tiene asociado un costo, tomando
en cuenta la complejidad de eventos inmunoldgicos asociados a la proteccion,
por ejemplo (a) la induccion de cooperacion entre células T, B y
presentadoras de antigeno, la cual requiere cierto grado de complejidad
antigénica, (b) la exposicién diferencial de antigenos inductores de proteccion
en diferentes fases del ciclo parasitario, y (c) la presencia de variacién
anligénica entre otros. Asi, la omisién de epitopos puede limitar la efectividad

de las vacunas obtenidas.

Influencia del Complejo Principal de Histocompatibilidad en algunas

parasitosis

Entre los genes que se han estudiado respecto a su asociacion con la
resistencia a infecciones parasitarias figuran los del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (CPH) y se han encontrado, en algunas infecciones,

asociaciones con susceptibilidad. Asi, en el raton los penes del CPH
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(denominado H-2) influyen en la respuesta a la infeccion con Trichinella
spiralis. De esta forma, ratones con haplotipo H-24 son capaces de expulsar
del intestino a los parasitos rapidamente y los pardsitos hembras tienen una
baja fecundidad, en tanto que los ratones con haplotipos H-2k, H-2b, H-2d y
H-2m responden mas lentamente, retienen por mas dias a los parasitos adultos
y los parésitos hembras son mas fecundas. Los datos obtenidos con ratone;
recombinantes sugieren que los alelos del loci H-2K tienen una fuerte
influencia en la inmunidad, en tanto que los alelos del loci H-2D ejercen un
importante efecto modulador (Wakelin, 1980). En concordancia con la
influencia del H-2 en la resistencia a este parasito, Wassom y colaboradores
(1983) encontraron que estos genes influyen en la capacidad del hospedero
para resistir una infeccion primaria y que los genes que no pertenecen al H-2
influyen en la susceptibilidad, sobre todo en ratones con haplotipos H-2k y H-
2b, En las cepas congénicas de H-2 mas resistentes a 7. spilaris (haplotipos
" q, 'y s), las células presentadoras de antigenos exponen en su superficie los
antigenos del parasito asociados a los antigenos IA y estos ratones carecen de
la expresion de antigenos IE en sus células. Aquellas cepas de ratones que
expresan antigenos IE resultan mds susceptibles (haplotipos k, p, r y h), lo
que sugiere que estos antigenos estan mediando la activacion de poblaciones
linfoides supresoras. También se identificé al alelo Ts-1 del gene AP del
complejo H-2 que puede funcionar como un gene de respuesta inmune, y al
alelo Ts-2 de un gene localizado entre las regiones S y D que podria controlar
la respucsta de las células T (Wakelin, 1985; Wasson er al., 1987). Por otro
lado, en Trichuris muris, estudiando la expulsion de los helmintos del
intestino, se encontrd que el hapiotipo H-2k es mas susceptible que haplotipos
H-2b o0 H-29 (Else y Wakelin, 1988), y que los genes del H-2 y del fondo

genético tienen un papel importante en ¢l control de la respuesta inmune
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humoral hacia la infeccién (Else y Wakelin, 1989). El H-2 también influye en
la susceptibilidad a la infeccién por Schistosoma. Cepas congénicas en H-2
muestran diferencias en la mortalidad y en su respuesta inmune hacia este
pardsito, y se ha reportado que la respuesta inmune de ratones vacunados con
parasitos atenuados de S. mansoni es mas eficente si tienen haplotipos H-2b y
H-24 (Wakelin, 1985). Se ha propuesto ademas que podria existir control
genético a través del H-2 en el repertorio de anticuerpos hacia antigenos
secretados por Ascaris, sin descartar la posible influencia del fondo genético
(Kennedy er al., 1986). Existen evidencias que sugieren que el H-2 se asocia
a la eficiencia de la respuesta inmunc hacia bacterias de Salmonellla
typhimurium, y como en los ejemplos anteriores, también hay influencia de
genes fuera del H-2 (Nauciel et al., 1988).

En el caso de la cisticercosis experimental murina por T. crassiceps,
hemos observado que la susceptibilidad innata a la infeccion se asocia al
haplotipo del hospedero, siendo los ratones de haplotipo H-2d los méas
susceptibles mientras que los de haplotipo H-2b y H-2k son resistentes
(Larralde et al., 1989; Sciutto et al., 1991). También el sexo se relaciona con
diferencias de susceptibilidad a esta parasitosis, las hembras son mas
susceptibles que los machos en todas las cepas, y ésto se atribuye a una
influencia del sistema endocrino sobre el sistema inmune (Huerta et al., 1992;
Bojalil ef al., 1993). En la cisticercosis murina por 7. taeniaeformis también
sc ha reportado influencia del H-2 en la susceptibilidad (Mitchell, 1982).

Considerando las diferencias individuales en la capacidad de control de
infecciones parasitarias, es también esperable una amplia distribucién de
eficiencias de vacunacién en una poblaciéon geneticamente heterogénea. La

identificacion de antigenos asociados a proteccion, tanto en individuos
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susceptibles como en individuos resistentes, podria aumentar la eficiencia de

la vacunacién en la poblacién.

El objetivo del presente proyecto es contribuir al disefio de una vacuna
contra la cisticercosis porcina utilizando el modelo de cisticercosis murina

para identificar antigenos potencialmente interesantes.
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ABSTRACT: Cross immunity between Taenia solium and Taenia crassiceps

parasites points to T. crassiceps cysticercosis as a convenient model to test
promising antigens aimed at the development of a vaccine against T. solium
cysticercosis. Since total antigens from T. crassiceps metacestodes induce

significant levels of protection in pigs against T, solium cysticercosis, we

initiated this work to identify the most interesting antigens involved in
protection. Twelve different antigen fractions isolated from T. crassiceps
cysticerci were evaluated with respect to their capacity to induce resistance
against a challenge with 10 T. crassiceps cysticerci in male mice
BALB/cAnN, Mice were intraperitoncally immunized with 2 doses of each
antigen; 5 or 15 ug per mouse. The 12 antigen fractions were classified as
protecting (200, 123, 74, 66, 56, 40-50, 27 and 8-14 kDa), facilitating (220-
205 kDa) or irrelevant (150-160, 93, 108 kDa), according to their effect on
the parasite load. The 3 most promising antigen fractions were reevaluated
via subcutaneous immunization with Freund's complete adjuvant. High level
of protection was obtained when antigen fractions of 56, 66 and 74 kDa were
used together. Interestingly, antigens with similar molecular weights were

also detected in early steps of differentiation in T. solium cysticercosis. These

observations may be helpful in the development of a synthetic or a

recombinant vaccine against cysticercosis.



Taenia solium cysticercosis is an important sociceconomic problem in
Mexico, Latin America, Asia and Africa (Mahajan, 1982; Schenone et al.,
1982; Gemmell et al., 1985). In Europe it stopped being a health problem
during this century, having been eradicated by the application of sanitary

engineering, personal hygiene, effective inspection of slaughter-houses,

improved hog rearing and a general improvement in living conditions, In
contrast, in Mexico as in other developing countries, conditions which favor
transmission persist: more than 40 % of pork consumed in Mexico are from
areas where sanitation is poor (Mazon-Rubio, 1991), meat inspection is
inadequate and unsound environmental and behavioral habits prevail (Aluja,
1982; Sarti-Gutiérez et al., 1988; Keilbach et al., 1989). The life cycle of this
parasite includes a larvat phase which may ocour either in the pig or in man, or
both, and the cycle is completed when the man ingests infected pork. Porcine
cysticercosts is, therefore, indispensable in maintaining the life cycle. This
offers the possibility of interfering with this life cycle by modifying the
prevalence of pork cysticercosis through vaccination which is probably a more
realistic measure that those mentioned above to successfully interrupt -
transmission.

We used the experimental T, crassiceps murine cysticercosis as a model
to evaluate immunogens in the design of a vaccine. The value of this system
reflects the antigenic cross-reactivity between both cestodes (Larralde et al.,
1990; Kunz et al., 1990; Ramos-Kuri et al., 1992), the fact that the life cycles
of the 2 cestades are remarkably similar and that there is a high growth rate of
this parasite within the peritoneal cavity of the mouse (Larralde et al., 1988,
1989).
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MATERIAL AND METHODS

BALB/cAnN male mice of 4 to 6 wk of age were employed. They were
bred in our animal facilities by the brother-sister inbreeding system over 20
generations, starting with original stock from Jackson Labs in 1982. Taenia
crassiceps cysticerci used in this study were of the ORF strain, supplied by Dr,
B. Enders (Behringwerke, Marburg, Germany) in 1986, and maintained in our
laboratory by intraperitoneal inoculation of 20 small larvae in female
BALB/cAnN mice 4-6 wk old (Freeman, 1962). The parasites were harvested
after 60-90 days post-infection (pi).

Parasites from infected BALB/cAnN female mice were recovered in cold
0.01 M phosphate buffered saline, pH 7.2 containing protease inhibitors (0.006
% phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) and 0.04 % sodium p-hydroxi
‘mercuribenzoate (PCMB) (Sigma Chemical Co., St. Louis MO), and washed
in the same buffer with a 1:10 (parasite:PBS) ratio. To recover cysticerci
vesicular fluid, parasites were suspended in 2 minimal amount of buffer and
centrifuged at 25, 000 g for 60 min, at 4C. The pellet containing the cysticerci
membranes was discarded; the protein content of the vesicular fluid was

determined using Lowry's method (Lowry et al,, 1951).

Sera from T. crassiceps infected mice and from human
neurocysticercosis patients were used. Sera from pork experimentally infected
with T. solium (250,000 eggs/pig) were used 30 (early) and 60 (late) days after

infection.

18



Antigens from T. crassiceps cysticerci were separated by SDS-PAGE
following the protocol of Laemmli as described elsewhere (Larralde et al.,
1986). High (220 to 56 kDa) and low (50 to 8 kDa) molecular weight antigens
were separated in 7 % and 15 % polyacrylamide gels, respectively, to optimize
the resolution of the complex antigen mixture, using 3 or 8 mg of total antigen
for analytic or preparative gels. After protein separation the edge of the gel was
cut, fixed and stained with 0.1 % Coomasie/Blue R-250 and used as a
reference. Percentage quantitation of each identified antigen fraction relative to
the total protein in the mixture was calculated using a Beckman DU-8B

. Spectrophotometer. Bands to be cut were visualized with 4 M sodium acetate
for 20-40 min (Higgins and Dahmus, 1970). The cut bands were washed with
distilled water to remove the remaining sodium acetate before homogenizing
the gel for immunization, Immunoblotting of the vesicular fluid was performed
as described elsewhere (Larralde et al., 1986).

Eight to 16 mice per group were intraperitoneatly or subcutaneously
immunized. Intraperitoneal (ip) injections consisted of 5 or 15 ug/mouse of
each antigen fraction. Subcutaneous (sc) injections consisted of 5 ug of each
antigen fraction per mouse. Control animals were immunized with 7 % or 15 %

polyacrylamide gels containing total vesicular fluid antigens, or no antigens.

For sc immunizations, either Freund's complete adjuvant (FCA) was used
at aratio of 1:1 antigen/adjuvant, or muramy! dipeptide (MDP, 15 ug per
mouse) previously homogenized in incomplete Freund's adjuvant at a ratio of
11 antiéen/adjuvant. Aluminium hydroxide was also employed at 4 ug/mouse

for ip immunizations.



Mice were ip challenged 15 days after inmunization with 10 non-
budding cysticerci (2-3 mm). Thirty days after the challenge, mice were killed
and the number of cysticerci in the peritoneal cavity was determined by
counting the parasites recovered from each mouse. Results were statistically

analyzed by multifactorial analysis of variance ANOVA (Anonymous, 1985).
RESULTS

To identify the antigens of T, crassiceps involved in protective immunity
against murine cysticercosis, mice were immunized with several antigen
fractions and challenged with larvae 15 days later. The concentration of each
fraction was calculated by gel densitometry scan (Fig. 1). Mice were
immunized with 12 different antigenic complexes ranging from 220 to 56 kDa
_(Table I) and from 50 to 8 kDa (Table II). Both immunization doses, i.e., 5 and
15 ug, of antigens of 200, 74, 66, 56, 40-50 and 8-14 kDa provoked a
statistically (P <0.01) significant decrease in the parasite load when compared
with non-immunized animals; antigens of 150-160, 108 and 93 kDa at both
doses, i.e., 5 and 15 ug, and 220-205 kDa at the loW dose (5 ug) did not
significantly affect (P < 0.01) the parasite load. Antigens of 123 kDa induced
protection only with the higher dose and 27 kDa antigens protected with the
low dose. On the other hand, antigens of 220-205 kDa at 15 ug/mouse
significantly increased (P<0.01) the parasite load (Tables I, II). All the
cysticerci recovered both from immunized and non-immunized mice were

viable by appearance (cysts containing a clear transparent fluid). 7 % or 15 %
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gel injected mice were respectively used as non-immunized control with

immunizations of > 50 kDa or < 50 kDa.

From the 8 protective antigen fractions detected (56, 66, 74, 123, 200,
40-50, 27 and 8-14 kDa), the 3 most effective (56, 66 and 74 kDa) were
selected to reevaluate their protective capacity. These antigen fractions were
selected because they induced the highest level of protection independently of
the dose used and they could be cut without contamination of other antigen
fractions because they appeared in the gels as single bands (Fig. 1), although
densitometric scanning revealed some fractions have more than one component.
Since we observed that sc immunizations with total antigens induced protection
only when injected in FCA while no protection was observed when aluminium
hydroxide or muramyl dipeptide were used in incomplete Freund's adjuvant
(data not shown), we reevaluated these 3 most promising antigen fractions. Of
the 3 only 2, 66 and 74 kDa, maintained their protective capacity when injected
subcutaneously in FCA and were equally effective whether used individually
or in combination. Immunization efficicncy was also as high when the 3 antigen
fractions were used subcutaneously as with total antigens (74.5 vs 62%; Table
IIT). Antigens of similar size from T. crassiceps were recognized by sera from

humans and pigs infected with T. solium cysticerci as well as by sera from T.

crassiceps infected mice (Fig. 2). Interestingly, the 3 antigens are recognized
early in the cysticercus development as shown by Western blot performed with

sera from pigs with early T. solium infections (Fig. 2).
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DISCUSSION

The protective capacity of 12 different antigenic fractions of T.
crassiceps cysticercus vesicular fluid was evaluated in mice. In the present
study we identified 6 antigenic groups (8-14, 40-50, 56, 66, 74 and 200 kDa)
capable of inducing high levels of protection against experimental murine
cysticercosis, regardless of whether they were administered in high or low
doses. The protective effect induced independently of the dose used is of
special interest considering previous results which emphasize a strict
relationship between dose and protection inducing capacity. This was reported
for total cysticercus antigens used as immunogens to prevent murine
cysticercosis (Sciutto et al., 1990), or porcine cysticercosis. In pigs,
immunization with high antigen doses not only did not reduce parasite numbers,

but it clearly facilitated their increase (Rodarte, 1992).

Of the 6 protective antigenic fractions identified in this study, we selected
the 3 most promising (56, 66 and 74 kDa) to continue their evaluation as
candidates for protective immunization. These 3 antigen fractions were selected
because they were prominent bands in the polyacrilamide gels used for their
separation as single bands. This suggested that we were dealing with a simple
combination and opened possibilities regarding future production by means of
recombinant DNA techniques. Since it seemed scarcely possible that we could
affect the destiny of a complicated relationship such as that of host and parasite
with only 1 antigen, we considered combining the 3 antigen fractions.
Protection efficiency obtained is at least as high as levels achieved with total
antigen. The use of a combination of antigens, instead of a unique one,
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increases the probability of inducing a protective immune response capable of
controlling the parasite in its different developmental stages. Moreover, it
increases the probability of obtaining protection despite parasitic heterogeneity,
due to various genetic and environmental factors (Aluja and Vargas, 1988,
Correa et al., 1987). It is also relevant considering the variable susceptibility of
the host population which may be associated to the heterogeneous recognition
of parasitic antigens. Thus, important differences in susceptibility to
cysticercosis have been reported not only in porcine (Rodarte, 1992) and ovine
cysticercosis caused by T. ovis (Gemunel and Lawson, 1982), but also in
experimental murine models where a group of antigens recognized at higher
frequencies by antibodies from genetically resistant individuals have been
reported (Sciutto et al., 1991).

To evaluate the potential capacity of the identified T. crassiceps
antigenic fractions to prevent porcine cysticercosis, we investigated if T. solium
cysticerci shared them and found that sera from both cysticercotic humans and
pigs, recognize antigens with similar molecular weights. Since these possibly
shared antigens are recognized early in the infection, they are likely to be
present in oncospheres and young {arvae. This lends importance to our 3
antigenic fractions because they could induce an immune response capable of
interfering not onky with cysticercus proliferation but also with transformation
from oncosphere to cysticercus. In fact, some cysticercal antigens of T.
crassiceps are capable of effectively protecting rats infected with T,
taeniaeformis oncospheres (Ito etal., 1991).
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The identification of antigens of interest for immunization against
cysticercosis has not been limited to porcine cysticercosis. Fruitful efforts in the
development of immunogens against cysticercosis by T. ovis have been made
{Johnson et al., 1989). The production of this vaccine was based on the use of
rodent experimental models which allowed the identification of protection
inducing antigens. Johnson et al. (1989) identified and cloned an oncosphere

antigen of 45 kDa which efficiently prevents ovine cysticercosis.

Finally, the strategy of the present study allowed the identification of 3
antigenic fractions (56, 66 and 74 kDa) which seem promising for the
prevention of porcine cysticercosis. We are presently evaluating them against
the challenge of pigs with T, solium eggs and initial observations are
encouraging. Should this protection inducing capacity turn out to be effective
then we will consider antigen production with recombinant DNA techniques.
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Figure 1. SDS-PAGE (7 % and 15 %) chromatogram’ and densitometry
analysis after staining with 0.1 % Coomasie/Blue R-250 illustrate the protein
composition of soluble antigens of the T. crassiceps cysticercus. Bands
localized at 8-14 kDa represents 60.5 % of the total protein content and
appear systematically in all different cysticerci antigens tested. * Fraction

used for immunization.
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Figure 2. Western blots of vesicular fluid of Taenia crassiceps cysticerci

reacting with sera of cysticercotic and healthy humans, pigs and mice. C,
cysticercotic; N, normal .




TABLE I, Protection against murine Taenia crassiceps cysticercosis by

intraperitoneal immunization with T. crassiceps antigens separated and included in
7 % SDS-PAGE

Groups Dose *Number of tProtection  Number of
(ug) cysticerci efficiency  tested mice
™) (PE)
Total antigens} 100 63 + 7.8§ 82.3% 9
Separated antigens
(kDa)
56 86.5% 8
48.1% 8
66 58.8% 3
62.7% 8
74 5% 8
56.5% 8
93 44% 10
38.6 % 10
108 12.0% 10
SRR 3e7x 112% 10
123 o5 BIER2 0 3B6% 10
s 100k a1y 7% 10
150-160 s 28+ 89  B3% 8
15 350 + 127 1.9% 8
200 5 130 + 7.9% 63.5% 9
15 118 + 7.7% 66.9 % 8
220-205 5 275+ 94 29% 9
15 524 + 2448  497% 10
Controls - 357 + 126 - 17




TABLEI (Cont.)

* Mean and standard deviation of individual parasite load recovered after 30
days of infection from non-immunized (control) and immunized mice.

1 PE= (N in control mice) - (N in immunized mice) / (N in control mice)

} Total antigens include antigens of high and low molecular weight in 7 % gels.
§ Significant protective differences with control value at 99 % confidence level.
#  Significant facilitating differences with control value at 99 % confidence

level.



TABLE II. Protection against murine

Taenia crassiceps cysticercosis by

intraperitoneal immunization with T. crassiceps antigens separated and included in

15 % SDS-PAGE
Groups Dose *Number of fProtection Number of
. (ug) cysticerci efficiency  tested mice
@™ (PE)
Total antigensg 100 15.1 + 114§ 786 % 9
Separated antigens
(kDa)
8-14 5 33.0 + 16.5§ 533 % 15
15 16.2 +-12.3§ 77.1% 15
27 5 28.5 + 35.3§ 59.7 % 10
40-50 5 279 + 183§  605% 16
15 19.7 + 14.8§ 72.1% 14
Controls - 70.5 + 42.0 - 11

*  Mean and standard deviation of individual parasite load recovered after 30
days of infection from non-immunized (control) and immunized mice,

+ PE= (N in control mice) - (N in immunized mice) / (N in control mice)

1  Total antigens include antigens of high and low molecular weight in 7% gels.
§  Significant protective differences with control value at 99 % confidence level.



TABLE III. Combined use of electophoretically separated antigens in

subcutaneous immunization against murine cysticercosis

Groups Dose *Number of fProtection Number of -
(ug) cysticerci efficiency tested mice
) (PE)
Total antigens} 100 143 + 72§ 62.0 % 16
Separated antigens
(kDa)
56 s wszua2 o 278% 14
66 5 179 % 69§ 530% 13
74 s 16;6v ij_lo.'7§ . 564% 13
56+ 66 10 126%.708  669% 15
56 +74 10 142% 675 627% 15
66+ 74 10 126 £ 7.7§ 66.9 % 14
56+ 66+ 74 15 9.7 + 6.6§ 74.5% 11
' Controls - 38.1 + 20.3 9

All immunizations were carried out in Freund's complete adjuvant,

*  Mean and standard deviation of individual parasite load recovered after 30
days of infection from non-immunized (control) and immunized mice.

+ PE= (Nincontrol mice) - (N in immunized mice) / (N in control mice)

1 Total antigens include antigens of high and low molecular weight in 7% gels.
§ Significant protective differences with control value at 99 % confidence level.
§,ll, Datalabeled with the same letter are not significantly different at 99 %

confidence level.
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DISCUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS




La cisticercosis por T. solium representa un problema de salud y
socioeconomico en Meéxico, otros paises de Latinoamérica y Affica
(Mahajan, 1982; Schenone et al., 1982; Gemmell e al, 1985). La
persistencia de esta parasitosis en México se debe a que atin subsisten las
condiciones que propician la transmision: mas del 40 % de los cerdos que se
consumen son de crianza ristica (Mazon, 1991), se continua practicando el
fecalismo al aire libre en medios rurales y urbanos, la inspeccién sanitaria es
insuficiente y existe insalubridad ambiental y conductual (Aluja, 1982; Sarti-
Gutierrez ef al., 1988; Keilbach, Aluja & Sarti-Gutierrez, 1989; Larralde et
al., 1992). El requerimiento indispensable del cerdo para la mantencion del
ciclo parasitario de este céstodo, ofrece la posibilidad de incidir en la

transmision, modificando la incidencia de 1a cisticercosis porcina.

La vacunacion ha resultado ser una medida efectiva en el control y
erradicacién de algunas enfermedades infecciosas, sin embargo, parece més
dificil lograr modificar por vacunacién la incidencia de enfermedades
parasitarias. De hecho, a la fecha no existen vacunas contra parésitos
humanos recomendadas para su aplicacién, mientras’ que para animales de
consumo, recientemente se ha comenzado a utilizar una vacuna recombinante
contra la cisticercosis ovina producida por el gmpo de investigacion de
Johnson y colaboradores (1991). Asi, aunque el desarrollo de vacunas para la
prevencion de enfermedades parasitarias estd en general restringido a
evaluaciones experimentales (Apéndice B), este antecedente nos alienta a
considerar factible una vacuna efectiva conlra la cisticercosis porcina por 7.

solium.
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En esta tesis se reporta el trabajo de investigacidn realizado para
avanzar en el disefio de una vacuna eficiente contra la cisticercosis porcina
por T. solium. Utilizamos como estrategia continuar usando el modelo de la
cisticercosis murina por Taenia crassiceps, siguiendo un proceso de
investigacion que se inicio bajo la direccion del Dr. Larralde. El uso de esta
cisticercosis murina nos permiti6 avanzar en la investigacion de las
posibilidades de prevencion de la cisticercosis (Sciutto et al,, 1990, 1994).
Auin con las restricciones implicitas al uso de un modelo experimental,
consideramos la utilizacién de la cisticercosis murina como modelo de la
cisticercosis por 7" solium, basandonos en la extensa reactividad cruzada
entre ambos céstodos, la que ha permitido utilizar antigenos de 7. crassiceps
para inmunodiagnostico de neurocisticercosis por 7. solfum (Larralde et al.,
1989; Ramos-Kuri et al., 1992), y en la capacidad de los antigenos de ambos
céstodos de inducir inmunoproteccion cruzada contra ambas especies (Sciutto
et al., 1991, 1993). Asi, tanto los antigenos de 7. solium protegen contra T.
crassiceps en el raton, como los de 7. crassiceps contra 7. solium en el
cerdo. A fin de identificar antigenos de interés en vacunacién, decidimos
utilizar los antigenos de la fase larvaria considerando la disponibilidad de los
mismos, en especial los provenientes de T. crassiceps que, dada la ripida
capacidad de division y crecimiento del cisticerco, permite disponer de
gramos de antigenos a partir de cada ratén infectado. E! uso de antigenos
larvarios como vacuna a fin de interferir contra la fase de oncosfera o de
transformacion de oncosfera a cisticerco, se justifica considerando muy
probable 1a comparticién de antigenos entre ambas fases asi como resultados
obtenidos por el grupo de Molinari y colaboradores (1989, 1993) quienes
demostraron que la inmunizacién con antigenos del cisticerco de T. solium
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son capaces de prevenir efectivamente la cisticercosis porcina, con eficiencias

de vacunacién que van del 82 % al 90 %.

En la experiencia de nuestro laboratorio, los antigenos totales del
cisticerco de T crassiceps reducen la carga parasitaria, hasta ahora, en un
50 % en la cisticercosis porcina. También se observa que existe un efecto de
dosis sobre la eficiencia de la vacunacién inducida con antigenos totales del
cisticerco de T. crassiceps, que no sélo podia reducir sino favorecer el
crecimiento parasitario. Estudiando la respuesta inmune humoral después del
desafio en los cerdos vacunados y los no vacunados, observamos que la
proteccién mediada por vacunacién se asocia a una mayor frecuencia -de
reconocimiento a ciertos antigenos del extenso conjunto utilizado como
vacuna (Sciutto ef al., 1994). Asi, consideramos probable que el uso de
antigenos aislados, restringiéndonos a aquellos asociados a proteccion,
podria ofrecer una vacuna mas eficiente y controlable en cuanto a la

induccién de efectos no deseados.

A fin de avanzar en el disefio de una vacuna. contra la cisticercosis
porcina, contemplamos cvaluar fracciones antigénicas aisladas del conjunto
de antigenos del cisticerco de T. crassiceps en su capacidad de inducir
proteccién. Para ello, ai_slamos un conjunto de 12 fracciones antigénicas,
separadas en base a su peso molecular y las evaluamos en su capacidad de
inducir proteccidon en la cisticercosis murina. Identificamos fracciones
protectoras del hospedero, facilitadoras de la infeccion e irrelevantes para el
crecimiento parasitario. Los resultados obtenidos sugieren que de todos los
antigenos presentados por un parasito al hospedero, cada uno induce una

respuesta independiente con respecto a su efecto sobre la carga parasitaria.
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Probablemente cada antigeno pueda inducir diferentes mecanismos
inmunologicos en diferente extensién, y la suma de estas respuestas
determine su efecto en el destino de la parasitosis, propiciando o deteniendo
su desarrollo. Esto sefiala la existencia de intricados mecanismos
inmunoregulatorios involucrados en la inmunidad o la susceptibilidad a esta
parasitosis, y esta informacion resulta de utilidad en las consideraciones ai

respecto del disefio de una vacuna.

La evaluacion experimental de las doce fracciones antigémicas se
realizé utilizando cada una en dos dosis diferentes, 5 y 15 pg/ratén. Este
disefio nos permitié observar que existe un importante efecto de la dosis de
las fracciones utilizadas en la inmunizacién sobre la carga parasitaria,
Modificandola de 5 a 15 pg/ratén se puede convertir una fraccion antigénica
irrelevante en facilitadora (205-220 Kd). Este aspecto es especialmente
relevante para el disefio de esta vacuna y dicta la necesidad de establecer
adecuadamente la dosis y su nimero de aplicaciones a fin de evitar efectos
indeseables, como tolerancia o facilitacién (Sciutto et al., 1993; Grzych,
1984).

La evaluacion de las 12 fracciones antigénicas en su capacidad para
prevenir la cisticercosis, nos permitié seleccionar las 3 mas prometedoras (56,
66 y 74 Kd) para ser usadas como vacuna en base a la eficiencia de
proteccion inducida, a la independencia del efecto protector con respecto a
las dosis utilizadas y a que se visualizan como bandas sencillas, lo que
sugiere que probablemente no se trata de un grupo extenso de antigenos. Es
importante sefialar que la fraccion antigénica de 200 Kd también cumple estas

condiciones, sin embargo no fue posible reevaluarla por limitaciones en la
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disponibilidad de ratones. Con esta informacién decidimos evaluar estas tres
fracciones en su capacidad de inducir proteccién contra la cisticercosis
porcina. Los resultados fueron prometedores: de 18 cerdos infectados, en los
no inmunizados se recuperd un promedio de 5 parisitos, en los vacunados
con antigenos totales 2.5 parasitos en promedio y en los inmunizados con las
tres fracciones conjuntamente un promedio de 0.16. Mas interesante atin es
el hecho de que, mientras todos los cerdos no vacunados se infectaron, 2 de 6
de los inmunizados con antigenos totales no se infectaron y 5 de 6 de los
inmunizados con las tres fracciones aisladas no se infectaron. Estos
resultados estan actualmente confirmdndose y se ha iniciado el disefio para
obtener los antigenos existentes en estas fracciones por técnicas de DNA

recombinante.

En el desarrollo de cualquier vacuna, un punto de especial interés y
consideracion es la relacion entre la eficiencia de vacunacion y Ia
heterogeneidad genética de la poblacion receptora de la vacuna. La vacuna
debe proteger a una poblacion hospedera heterogénea expuesta a una
poblacién parasitaria que también puede ser heterogénea. Dentro de la
poblacion hospedera es importante identificar a los individuos poco o no
respondedores, que contribuyen a la transmisién. Al respecto del disefio de
una vacuna, debera evaluarse si la misma protege eficientemente a individuos

. de diferente susceptibilidad innata a la parasitosis. Es asi, que considerando
este aspecto, utilizamos los individuos mas susceptibles dentro de Ia
poblacién murina para identificar antigenos de interés en vacunacion. En este
sentido, y en nuestro tema de estudio, no se ha estudiado sistematicamente las
diferencias de susceptibilidad en Ia cisticercosis porcina, aunque hemos

observado que cerdos con un alto componente genético proveniente de la raza
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Durok y Spott muestran alta resistencia a la cisticercosis en desafios
experimentales. Actualmente estamos confirmando esta observacion y
tratando de identificar las diferencias de susceptibilidad en un conjunto de
razas de cerdos a fin de, en un futuro préximo, evaluar la eficiencia de

vacunacion en individuos naturaimente resistentes y susceptibles.

En la cisticercosis murina observamos que las diferencias genéticas de
la poblacion pueden afectar importantemente la susceptibilidad. Durante mi
maestria he participado en la identificacion de los factores genéticos
involucrados en Ia determinacion de susceptibilidad a Ia cisticercosis murina.
Evaluamos la influencia de los genes Qa-2 (genes no clasicos del MHC)
sobre el desarrollo de la infeccién. Los resultados muestran que en un fondo
genético de susceptibilidad (BALB/cAnN) los genes del H-2 influyen pero
Qa-2 no es determinante en ¢l desarrollo de la parasitosis, en tanto que en un
fondo intermedio de susceptibilidad, 1a presencia combinada de los antigenos
H-2Db y Qa-2 esta asociada a resistencia. Estos resultados sefialan que éstos
genes influyen en Ja susceptibilidad innata a la cisticercosis murina, aunque

alin no conocemos a través de que mecanismos.

Adicionalmente, 1a transfeccion del gene que codifica para la proteina
Qa-2 en ratones de susceptibilidad intermedia aumenté significativamente la
resistencia innata a la cisticercosis murina (Fragoso et al., 1994). Este
hallazgo aumenta nuestra esperanza de acceder en un futuro a la produccion
de razas de cerdos naturalmente menos susceptibles a la cisticercosis porcina,
ademas de incidir en el aumento de la resistencia a través de la vacunacion.
Asi, utilizando ambas estrategias, vacunacion y transgenesis, esperamios

poder modificar la incidencia de esta parasitosis.
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APENDICE A

AVANCES EN EL DESARROLLO DE NUEVAS VACUNAS



Con el fin de enmarcar este trabajo de investigacién, presento a
continuacién una breve revision sobre los actuales enfoques en el desarrolio
de vacunas. Es importante sefialar el hecho de que la mayoria de los avances
en el desarrollo de vacunas se han obtenido contra organismos virales, lo
cual refleja la dificultad existente para €] desarrollo de estas medidas

inmunoprofilicticas contra patégenos complejos como parasitos.

Las llamadas vacunas de nueva generacion incluyen a aquellas que no
usan al patogeno completo, ya sea virus, bacteria, o parasito atenuado o
muerto. Su desarrollo incorpora tanto la informacion inmunolégica reciente
como los avances en las técnicas de biologia molecular y sintesis de péptidos.
Con este enfoque, las nuevas vacunas sélo incluyen algunas moléculas
nativas o recombinantes, péptidos sintéticos o en su defecto, anticuerpos anti-

idiotipo que mimetizan alguna estructura original del patgeno.

El desarrollo de vacunas que solo incluyan algunas moléculas del
patégeno (subunitarias), implica un primer paso de identificacién de los
anligenos relevantes en la induccién de proteccion, sin dejar de notar que las
moléculas mas inmunogénicas no estdn necesariamente involucradas en
proteccion. La identificacién de antigenos protectores se facilita si se dispone

de un modelo experimental apropiado.
En base al conocimiento actual sobre los procesos infecciosos,

podemos identificar tres caracteristicas de la respuesta inmune indispensables

para inducir proteccién de una manera optima:
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a) Activar apropiadamente las células presentadoras de antigeno, para
que éstas procesen los antigenos pertinentes y se de inicio a la produccién de
citocinas.

b) Activar linfocitos T y B para generar niveles adecuados de células
de memoria.

¢) Genera linfocitos T cooperadores (Th) (Ada 1990, 1991)

Idealmente, la vacuna deberia incluir un fuerte determinante de células
T cooperadoras (Th) que sea funcional en todos los haplotipos existentes del

Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH). Sin embargo, el repertorio

de células T potencialmente respondedor tiene diferentes jerarquias de

expresion y este repertorio esta determinado por el mismo CPH e incluye un
amplio conjunto de distintas versiones codificadas por este sistema
polimérfico (Klein, 1986). Asi, ciertas células T especificas a cierto
determinante se activarian slo cuando se expresa la molécula nativa. Dada la
alta diversidad del sistema CPH en humanos y que no hay una universalidad
en la respuesta de células T {es decir, no hay un determinante T universal), es
recomendable que haya mas de un determinante con altas jerarquias de
expresion en la vacuna para tratar de cubrir la capacidad respondedora de la
mayor parte de la poblacion receptora posible. También se podrian inducir
respuestas de memoria de células Th y B simultinea e independientemente a
través del uso de una vacuna con determinantes antigénicos para células T
dentro de un particular grupo de alelos del CPH y uno o mas péptidos o

moléculas idiotipicas asociados a un acarreador (Zanety ef ai., 1987)

Una de las ventajas mas importante de las vacunas' subunitarias es que

ofrecen la posibilidad de eliminar determinantes inductores de respuestas
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supresoras. La coexistencia de determinantes supresores (Ds) y de
determinantes cooperadores (Dh) en un antigeno puede provocar una no-
inmunogenecidad al dominar los Ds sobre los Dh e impedir la induccién de
células Th y B de memoria. Generalmente, los determinantes de cada tipo
estan separados y ésto podria permitir eliminar especificamente los Ds o bien
inactivarlos con tratamientos en base a moléculas anti-Ds, También es
importante eliminar determinantes supresores para determinados haplotipos
para tratar de proteger la mayor cantidad de haplotipos diferentes sin
restriccion por CPH, ain cuando no se han identificado Ds ni Dh universales,
ni hay que descartar que genes no-CPH influyan en determinar epftopos

supresores.

Aunque el avance en ¢l conocimiento sobre la respuesta inmune ain no
ha enriquecido sustancialmente el desarrollo de vacunas, es la esperanza que
este conocimiento mejore el diseiio de una vacuna en un futuro proxim. Entre
las tecnologias que han permitido contemplar nuevas estrategias para el

disefio de vacunas figuran:

1. Técnicas de DNA recombinante, a través de la produccion de
antigenos por clonacién, lo que permite (a) la manipulacién de vectores de
expresion como acarreadores in vivo de vacunas y (b) el uso de vacunas
basadas en vectores infecciosos recombinantes.

2. Vacunas basadas en péptidos sinteticos.

3. Vacunas basadas en la produccion de anticuerpos anti-idiotipo.
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1. VACUNAS OBTENIDAS POR DNA RECOMBINANTE

La tecnologia del DNA recombinante se ha aplicade para la
identificacién y aislamiento de antigenos protectores. Una vez identificada
la(s) molécula(s) protectora(s), se procede a su clonacién para poder
manipularla. Esto permite obtener cantidades suficientes de un antigeno puro
y su aplicacién masiva, Las técnicas de ingenieria genética, ofrecen ademas la
posibilidad de producir antigenos del patégenc sin riesgo. Por medio de
técnicas de DNA recombinante ha sido posible el desatrollo de cepas
atenuadas y avirulentas que pueden ser usarse como vacunas vivas,

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS A PRODUCIR
La estrategia general para obtener vacunas recombinantes implica:

(1) El andlisis inmunolégico e inmunoquimico del sistema, ya sea a
través de un modelo experimental o in vitro. Puede utilizarse un modelo
animal para identificar las moléculas potencialmente protectoras. Los
sistemas /1 vitro son importantes sobre todo si no se cuenta con grandes
cantidades del agente infeccioso o no se puede experimentar directamente en
el hospedero natural o un anidlogo. E! aislamiento de las fracciones

protectoras permite su caracterizacion quimica y su posterior sintesis.

(2) Produccion de anticuerpos policlonales o monoclonales con el fin
de utilizarlos para la purificacion de los antigenos de interés o para identificar
clonas recombinantes productoras del antigeno protector. Estos reactivos

biolégicos sirven también como sondas para localizar epitopos en antigenos
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complejos y de esta forma identificar regiones consenso que permitan obtener
determinantes especificos que den una mayor proteccion. Dado que los
anticuerpos monoclonales identifican cualquier epitopo antigénico, sin
importar su naturaleza quimica y que la ingenieria genética sélo permite la
clonacion de genes que codifican para antigenos de origen proteinico, es
importante el analisis quimico del determinante identificado con el anticuerpo
monoclonal, ya que ésto determina la estrategia a seguir para su aislamiento y

produccién como vacuna.

{3) Produccion y tamizaje de bibliotecas de cDNA vy bibliotecas de
expresion gendmica.

(4) Obtencion de epitopos relevantes a través de la produccion de las

proteinas recombinantes correspondientes.

(5) Optimizacion del protocolo de vacunacién, incluyendo el uso de
adyuvantes o moléculas acarreadoras que aumenten la inmunogenicidad de
los antigenos recombinantes. Es importante conocer las caracteristicas
biolégicas y la inmunologia de I infeccion contra la cual se dirige la vacuna

para poder determinar la mejor estrategia de inmununizacion.

La tecnologia del DNA recombinante ha permitido expresar y purificar
porciones seleccionadas del genoma de patogenos que codifican pare;
determinantes antigénicos supuestamente involucrados en la induccién de una
respuesta inmune protectora. De esta forma se han obtenido diversos
productos, candidatos a ser usados como vacunas. La subunidad B de la

toxina del colera (Mekalonos et al., 1983), la glicoproteina D del virus simple

49



del herpes tipo 1 (Berman, 1984), proteinas del circumsporozoito de
Plasmodium  falciparum (Enea, 1984) y antigenos inmunogénicos de

Mycobacterium leprae (Young, 1985) entre otros.

Un problema en la aplicacion de esta tecnologia es que no se pueden

obtener productos con procesamiento tales como glicosilacion o fosforilacion.

AVANCES EN EL DISENO DE VECTORES
DE EXPRESION

Otra forma de desarmrollar vacunas es a través de la formacion de
microorganismos recombinantes formados por cepas vivas en las que se
clonan los genes que codifican a los antigenos del agente patégeno
heterélogo. Estas cepas funcionan como vectores de expresion. Entre los més
cominmente usados se encuentran el virus de la vaccinia, el bacilo se
Calmette y Guérin (BCG), Salmonella, Escherichia coli, Vibrio colerae y
mas recientemente las levaduras y los bacilovirus. Entre sus ventajas figuran
poder aumentar la inmunogenicidad, ser ficiles de administrar y almacenar,
ser de bajo costo y no requerir ¢l uso de adyuvantes. Sin embargo, se pueden
tener efectos secundarios por el vector ya que su replicacion puede suprimirse

por haber sido usado antes como vacuna.
VIRUS DE LA VACCINIA

Su uso como vector se implento por Mackett (1982). Este virus puede
infectar mamiferos y aves, se produce a bajo costo, es termoestable,

resistente a la liofilizacion, fécil de administrar y permite la induccién de
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inmunidad continua a lo largo de la vida del individuo. Este virus ha sido
modificado genéticamente para impedir reversibilidad en su patogenicidad y
actualmente los métodos para insertar un gene extrafio en una secuencia de
vaccinia, asf como su replicacion y expresion especifica son de uso corriente
(Smith G.L., 1983; Brown, 1986). En vaccinia se han podido expresar
antigenos protectores y epitopos inmunogénicos del virus B de la hepatitis
(Paoletti e al., 1984; Yilma et al., 1988), virus del herpes simple ( Cremer et
al., 1985 ), virus de la influenza ( Smith et a/., 1983 ), de 1a rabia (Kieny et
al., 1988) y malaria (Tartaglia et al.,, 1990). Para el caso de la influenza
(Bennink et al., 1984) y la hepatitis en chimpaces (Zahradnik et al., 1987) se
logré la expresion adecuada de antigenos inductores de buenas respuestas de
linfocitos T citotéxicos, adicionando los promotores adecuados para la
replicacién de vaccinia (Brown et al, 1986). La ruta de inmunizacién
utilizando vaccinia también es importante en el tipo y magnitud de la
" respuesta protectora (Galosso et al., 1977).

VECTORES INFECCIOSOS RECOMBINANTES
Salmonella

El uso de cepas atenuadas de Salmonella como vectores de expresién
para desarrollar vacunas orales (Dougan et al., 1987) ha sido especialmente
importante para el control de enfermedades gastrointestinales y estd
fundamentado en el hecho de que estas cepas pueden colonizar y proliferar en
los intestinos, invadiendo la mucosa e induciendo asi respuestas inmunes
humorales, celulares y secretorias localizadas, y al conocimiento y control de

los genes responsables de su virulencia.
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Para poder usar Salmonella, como vector de expresion, se requiere que
las cepas sean totalmente avirulentas y muy inmunogénicas, conferir
proteccién con dosis unicas, poder colonizar el intestino sin causar
enfermedad, que ningin factor interno o externo al individuo vacunado cause
reversibilidad en su avinlencia y que se asegure la expresion de los genes
clonados para inducir inmunidad protectora, Existen muchas cepas
avirulentas ya caracterizadas y aisladas que han sido usadas para obtener
cepas recombinantes factibles de ser usadas como vacunas, por ejemplo, se
han expresado proteinas de Vibrio cholerae (Newton et al., 1989), de
Streptococcus pyogenes (Poirier et al., 1988) e incluso del circumsporozoito
de Plasmodium berghei (Sadoff et al., 1988). Las complicaciones que pueden
presentarse con el uso de esta bacteria como vector de expresion es que no
expresen al antigeno por inestabilidad del gen clonado, que no sobrevivan las
cepas recombinantes, y su expresion diferencial segun las diferentes

circunstancias individuales del entorno.
BACILO DE CALMETTE Y GUERIN (BCG)

Este bacilo, con una cepa diferente a la de la vacuna humana contra la
tuberculosis, se usa actualmente para desarrollar vacunas recombinantes que
permitan expresar simultineamente multiples antigenos protectores, contra

diferentes patogenos.

El uso de este bacilo ofrece varias ventajas: (1) es la vacuna mds usada
en el mundo y tiene baja incidencia de complicaciones, (2) se puede
administrar en cualquier momento después del nacimiento y no es efectada

por anticuerpos maternos, (3) se da en una sola dosis, (4) es un potente
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adyuvante per se en animales y humanos, (5) se puede administrar oralmente,
(6) es estable al calor y (7) su produccién no es muy cara (Stover et al,,
1991). La estrategfa para lograr la introduccién, mantenimiento y expresién
estable de genes ajenos es a través del uso de plasmidos multi-infectivos
(shuttle) que repliquen en ZEscherichia coli como plasmidos y en
micobacterias como fagos que permitan expresar DNA ajeno en
Mpycobacterium smegmatis y cepas vacunables de BCG (Snapper et ai.,
1988). A través de la seleccion de secuencias regulatorias de plasmidos y de
Mycobacterium ha sido posible clonar y expresar en BCG genes
recombinantes de antigenos patogenos diversos, en donde se logré aumentar
la expresion cuantitativamente, tener un refuerzo continuo con una sola
inmunizacion y posiblemente se puedan inducir también células T
cooperadoras para inducir la produccién de IgG y células T productoras de
IFN-y. Se sabe también que si antigenos virales expresados en BCG no
inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes, si pueden en cambio
inducir memoria inmunolégica que da una eficiente respuesta secundaria ante
1a infeccién natural (Stover et al., 1991).

OTROS VECTORES

Actualmente se estd investigando la posibilidad de obtener sistemas de
expresién génica que produzcan grandes cantidades de proteinas
recombinantes pero que estén modificadas en forma similar a su composicién
natural, ésto es, que sean productos glicosilados y/o fosforilados,
modificaciones postranscripcionales que no realizan los sistemas procariotes.

En este campo los candidatos mas fuertes como vectores de expresion son las
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levaduras y los baculovirus. Estos sistemas, como todos los anteriores,

dependen criticamente de los promotores génicos seleccionados.
2. PEPTIDOS SINTETICOS COMO VACUNAS

La sintesis de péptidos correspondientes a la secuencia antigénica de
un patégeno, representa otro camine para construir vacunas no infecciosas.
Se cuenta actualmente con la tecnologia necesaria para su produccion. Las
vacunas de péptidos sintéticos deben mimetizar tanto epitopos continuos
como discontinuos para activar ¢élulas T y B, ser especificas, no inducir
anticuerpos de reactividad cruzada con tejidos ni componentes propios
nonnales, ser capaces de unirse al mayor nimero de secuencias de CPH clase
IT e incluir una secuencia o disefio que incremente su inmunogenicidad ya que
generalmente son de pequefio tamafio (Steward y Howard, 1987). La mayor
compliéacic’m para producirlos es que para muchos organismos no se saben
ain las secuencias de aminoidcidos ni de los determinantes antigénicos
relevantes. La efectividad de una vacuna formada por péptidos sintéticos se
refleja generalmente en su habilidad para inducir la formacion de anticuerpos

neutralizantes y/o de memoria inmunolégica (Zanetti et al., 1987).

Ya que la respuesta protectora contra antigenos timo-dependientes
mediada por anticuerpos requiere que las células B y T reconozcan diferentes
determinantes (epitopos) de la misma molécula (Roitt 1990), en una vacuna
de este tipo es deseable incluir epitopos para ambos tipos celulares. Esta
simultaneidad de determinantes puede incluso generar mejores respuestas que

cuando sélo se usan determinantes para células B,

54



El problema esencial es determinar y seleccionar cual de los
numerosos epitopos presentes en un patégeno va a ser usado para tratar de
inducir inmunidad protectora. Algunos epitopos para células B son lineales,
pero la mayoria son conformacionales, es decir, se encuentran formados por
diferentes partes de una misma molécula con localizaciones no
necesariamente contiguas y su funcion depende de su estructura espacial, En
cuanto a los epitopos para células T, se sabe que no se traslapan con los de
las células B en la misma molécula y que su repertorio esta limitado por la
restriccion por moléculas del CPH (Roitt, 1990).

Para tratar de identificar sitios potencialmente inmunogénicos se han
desarrollado diversos métodos de prediccion. Estos se basan en un conjunto
de diferentes cn;terios tales como hidrofobicidad e hidrofilicidad, movilidad,
anfipaticidad y prediccion de estructura secundaria. Estos criterios son
considerados por estar relacionados con antigenicidad, sobre todo para
determinantes para células B. Para células T se considera principalmente la
biisquedad de homologia con secuencias de determinantes ya conocidas. Con
la identificacton de sitios potencialmente inmunogénicos otra estrategia de
utilidad ha consistido en la determinacion de la afinidad de los péptidos por
anticuerpos obtenidos con el antigeno nativo. Esto se extendio a la
identificacién de residuos importantemente involucrados en el reconocimiento
y funcién del péptido sintético a fravés de estudios de sustitucion de
aminoé4cidos y fonmacion de péptidos sobrelapados (Steward y Howard,
1987).

Hasta el momento, la mayoria de las vacunas basadas en péptidos

sintéticos han dado resultados alentadores en varios sistemas como en el caso
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del polivirus tipo 1 (Emini er al., 1983) y el virus VIH-1 (Javaheriank ef al.,
1990). Esta aproximacién para producir vacunas ha permitido desarrollar
protocolos de inmunizacién en humanos, especificamente para el caso de la
malaria se han producido péptidos sintéticos correspondientes al antigeno del
circumsporozoito de Plasmodium falciparum (Patarroyo et al., 1988; Zavala
et al., 1985) donde se obtuvo proteccién y del esporozoito (Herrington ef al.,
1987) que si bien no indujo proteccion, demostrd que la vacuna es tolerada

por el humano e induce anticuerpos.
3. ANTICUERPOS ANTI-IDIOTIPO COMO VACUNAS

Una alternativa al desarrollo de vacunas recombinantes y sintéticas es
la inmunizacién con anticuerpos anti-idiotipo para determinantes no
proteinicos, los cuales son seleccionados por mimetizar la conformacion del
antigeno nativo. Primero, se produce un anticuerpo monoclonal especifico al
antigeno deseado. Este anticuerpo es usado como inmunégeno para obtener
anticuerpos especificos al idiotipo del primer anticuerpo, es decir, son
anticuerpos anti-idiotipo dirigidos contra epitopos que representan la imagen

en espejo del antigeno (Roitt, 1989).

Los idiotipos pueden representar a epitopos por (a) tener, por un factor
fortuito, secuencias de aminodcidos idénticas al epitopo inmunogénico
(Zanetti et al., 1987; Bruck ef al., 1986), (b) por mimelizar estereoquimica-
mente al epitopo, sin tener su secuencia o (c) por originar uniones ionicas
hidrofébicas, hidrofilicas y de Van Der Waals similares a las que genera el

epitopo (Roitt ef al., 1989).
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Se han podido sustituir antigenos por anticuerpos que los mimetizan,
ya propios o aloantigenos exdgenos, logrando inducir inmunidad especifica
protectora en el caso del virus de la hepatitis B (Kennedy ef al., 1984), virus
de la polio tipo I (Uytdehaag er al., 1985), de E. coli (Stein y Eichmann,
1984), Listeria monocytogenes (Kaufmann er al., 1985) asi como con
Trypanosoma rhodesiense (Sacks et al., 1982), Schistosoma mansoni
(Grzych et al., 1985) y Trypanosama cruzi (Sacks et al., 1985). En todos
estos casos se producen anticuerpos neutralizantes del patdgeno incluso en
casos de dosis letales, ademés de demostrar que no siempre se requiere
adyuvante. También se han podido obtener respuestas celulares especificas
sin restriccién por CPH para ciertos virus (Sharpe ef al., 1984; Ertl et al.,
1984).

AVANCES EN EL USO DE INMUNOPOTENCIADORES

El uso de vacunas subunitarias permite eliminar los componentes
adversos presentes en agentes patogenos complejos. Dado que los antigenos
definidos usados como vacunas pueden tener la .especificidad pero no
necesariamente la potencia inmunogénica dada por la arquitectura antigénica
nativa, frecuentemente se¢ requiere la presencia de adyuvantes e

inmunopotenciadores para restaurar y aumentar sy inmunogenicidad.

El efecto potenciador dado por los adyuvantes se induce a través de (a)
la capacidad de liberar lenta y gradualmente al antigeno, lo que aumenta su
vida media y por lo tanto su capacidad estimulatoria, (b) inducir la
acumulacién de células inmunocompetentes en érganos linfoides estimulados

por el antigeno, (c) activacion de macréfagos y linfocitos, (d) estimulacién
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directa de procesos de proliferacion y diferenciacién, (€) modificar la
permeabilidad de linfocitos facilitando la captacion del antigeno, (f) modificar
la cinética de la respuesta inmune humoral y celular, (g) aumentar del AMP
ciclico que influye en la sintesis de aminodacidos y la proliferacion celular.
Estas actividades cn general dependen del tipo y via de administracion del
adyuvante, Existen muchos adyuvantes, aunque la mayoria no se pueden usar
en humanos, de hecho, por ahora, solo esta permitido el uso del hidréxido de

aluminio. Entre las nuevas opciones figuran:

a) Proteosomas con anclas hidrofébicas. Son vesiculas de membranas
proteinicas altamente hidrofébicas, que no causan dafio ni efecto colaterales y
son potentes mitogenos de linfocitos B humanos. Su hidrofobicidad y el ancla
peptidica con el que unen al antigeno evita que éste se degrade ripidamente y
favorece su orientacion espacial permitiendo, incluso, que queden rigidos. Se
pueden usar con péptidos sintéticos y proteinas recombinantes (Lowell ef al.,
1988)

b) Complejos inmunoestimulantes (ISCOM). Compuestos formados
por una matriz de saponina glicdsida (Quill A), proteinas y lipidos
membranales (colesterol) (Morein et al., 1984, 1987). Se les puede
incorporar el antigeno mediante interacciones hidrofébicas, produciendo
respuestas celulares y humorales aumentadas hasta 20 veces, lo que permite
utilizar concentracciones bajas de antigeno. Desafortunadamente, dosis de 10
a 50 pg de Quill A son toxicas, por lo que se debe determinar

cuidadosamente 1a dosis a usar.
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c) Liposomas. Son vesiculas artificiales con bicapas lipidicas formadas
por adyuvantes como lecitina, estearilamina y fosfodilcolinas. Los antigenos
pueden estar dentro o sobre la bicapa (Estrada, 1992)

d) Inmunosomas o Virosomas. Son liposomas que contiene proteinas
virales. Pueden incrementar importantemente la inmunogenicidad de
antigenos superficiales o membranales, que con sus anclas naturales se
adhieren a los liposomas adquiriendo una forma mas parecida a la natural, Se
pueden formar con hemaglutinina del virus de la influenza y con proteinas
membranales del virus de la rabia (Estrada, 1992). Ademas, si les agregan
moléculas clase I del MHC pueden activar in vitro células T cititoxicas (Loh
et al., 1979)

e) Actualmente se estd considerando el uso de microesferas construidas
con poli DL-lactidil-coglicolil, un copolimero biocompatible y biodegradable
donde se pueden depositar los antigenos vacunables en estado seco,
permitiendo controlar el grado de liberacion facilmente a través del tamafio y
la cantidad de glicolil y lactidil (Eldridgc ef al., 1991)..

CONCLUSIONES

A pesar del notable avance de las técnicas de DNA recombinate, de la
sintesis quimica y del conocimiento de los procesos y relaciones
inmunoldgicas en enfermedades humanas y animales, es notable el atraso
existente en el desarrollo de nuevas vacunas para controlarlas, sobre todo en
el caso de enfermedades parasitarias. Sin embargo, no hay que menospreciar

el potencial de todas estas innovaciones, que si bien no han llevado atn a la
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obtencion de nuevas vacunas aplicables, han permitido acceder a la reducion
de las desventajas y riesgos que se presentan con las vacunas tradicionales, y
se espera que en un plazo no muy largo permitiran el control efectivo de un.
mayor nimero de enfermedades infecciosas.
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APENDICE B

AVANCES EN EL DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA
PARASITOS )



La vacunacién como medida profilactica ha resultado muy efectiva en
en ¢l control de algunas enfermedades humanas. Asi, ha permitido el control
de la fiebre amarilla, 1a poliomelitis, el sarampién y erradicar la viruela. Aun
cuando los nuevos conocimientos en inmunologia, biologia celular y
molecular, bioquimica y genética molecular han permitido avanzar en el
desarrollo de nuevas vacunas, no han permitido aun desarrollar nuevas
vacunas eficientes. Este punto es mds notorio ain en el control de
enfermedades parasitarias, Probablemente la dificultad para desarrollar
vacunas contra enfermedades parasitarias se deba a la complejidad de los
pardsitos, su capacidad de modificar al hospedero y su respuesta inmune,
aunado a los problemas intrinsecos del desarrollo de una vacuna. Entre las
caracteristicas del parasito podemos citar (1) la complejidad estructural y de
los ciclos de vida de los parésitos, de los que atn falta por conocer muchos
aspectos de su biologia basica, asi como de la naturaleza de los mecanismos
* inmunes que activan, (2) la cronicidad de las infecciones probablemente
determinadas por una respuesta inmune controlada y la alta eficiencia de
diversos mecanismos de evasién y (3) dificultades para evaluar la eficiencia
de la vacunacion en pobiaciones, dadas principalmente por la carencia de
estudios epidemioldgicos adecuados para medir efectos reales en el campo
(Mitchell, 1989). Asi, el desamrollo de vacunas contra enfermedades

parasitarias esta casi totalmente restringido a fases experimentales.

Los siguientes aspectos se consideran relevantes en la obtencién de

vacunas contra enfermedades parasitarias:

(a) Evaluar si existe resistencia natural a la enfermedad. Con la

vacunacion se intenta inducir una resistencia similar a la encontrada en
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hospederos que se han recuperado de la infeccion natural. Aqui es importante
diferenciar entre inmunidad concomitante (resistencia hacia la reinfeccion
homéloga en individuos infectados) y la resistencia relacionada con factores

circunstanciales y genéticos asi como la no exposicion al parasito.

(b) Identificar la fase parasitaria mas susceptible al control del sistema
inmune del hospedero. Esto permite también la identificacion de los eventos
moleculares criticos y vitales para la invasién, diferenciacién, persistencia y
propagacion del pardsito en el hospedero, los cuales al ser determinantes
probab]emen.te puedan ser blancos para el ataque inmune inducido por

vacunacién,

(c) Identificacion de los componentes antigénicos presentados por el
parasito que inducen proteccidn pero no patologia. Para la identificacion de
epitopos asociados a la respuesta inmune protectora ha sido sumamente
importante el uso de (i) anticuerpos monoclonales, (ii) clonas de lineas
celulares de células T especificas (jii) identificacion de la respuesta inmune en
individuos genéticamente resistentes, (iv) utilizacién de modelos relevantes,
particularmente los murinos para los cuales existe amplia informacidn
inmunogenética e inmunologica, asi como reactivos bioldgicos disponibles,
(v) identificacién y caracterizacion de epitopos relevantes invariantes en
antigenos variantes que puedan cambiar ante presiones evolutivas hacia
respuestas inmunes potencialmente protectoras, (vi) identificacion de los
antipenos expuestos al sistema inmune en los distintos estadios de la
parési(osis, (vii) fraccionamiento progresivo de extractos de antigenos crudos

que sean candidatos a vacunas, (viii) construccion de librerias de expresion

69



de las proteinas del pardsito e identificacion y seleccién de clonas que

expresen antigenos protectores.

(d) Identificacion de secuencias de epitopos protectores. Para ello se
utilizan metodos de sintesis biolégica y/o quimica que permitan excluir
secuencias no deseables por ser inmunopatol6gicas, inmunodominantes pero
irrelevantes, inductoras de respuestas supresoras, autoepitopos, etc. Atin
cuando extractos crudos de parasitos pueden ser efectivos confiriendo altos
niveles de proteccion en hospederos naturales, su complejidad probablemente
influya en el poco éxito obtenido cuando se usan como inmunégenos (Sciutto
et al., 1990, Molinari e al., 1983), ademas de que los extractos crudos
puedan contener epitopos adversos. También se pueden combinar varios

epitopos protectores para disefiar antigenos protectores miltiples.
(e) Seleccién de inmunopotenciadores seguros y aplicables.

(f) Caracterizacién de la respuesta inmune asociada a infecciones
cronicas y a la susceptibilidad a la parasitosis que pucda scr salvada por

preprogramacion del sistema inmune por vacunacion.

(g) La presencia y relevancia de mecanismos de evasion. Parasitos
causantes de enfermedades crénicas utilizan una variedad de estrategias para
evitar la induccién y expresion de respuestas inmunes agresivas. Estas
incluyen desde ocupar sitios inmunolégicamente privilegiados (mucosas o
superficies cutdneas) o sitios intracelulares donde expresan un minimo de
antigenos o epitopos, hasta la variacion antigénica y heterogeneidad

poblacional.
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(h) Identificacion de genotipos de parasitos que permitan conocer la
heterogeneidad genética en la poblacién parasitaria.

(i) Identificacion de los factores genéticos y ambientales que influyen

en la respuesta hacia la vacunacion.

(j) Desarrollar protocolos adecuados para la administracién 6ptima de

la vacuna.

En esta revisién se resumen los principales aspectos del desarrollo’
actual de vacunas para algunas de las enfermedades parasitarias mds
importantes por su incidencia, prevalencia y por los transtornos que causan en
la salud. S6lo se describe un nitmero limitado de antigenos candidatos a ser
usados como vacunas, aquellos que han sido explorados en disefios de
vacunas humanas o en extensas pruebas experimentales en diferentes

sistemas o modelos.
MALARIA

El paludismo es una enfermedad febril que afecta a millones de
personas en el mundo, especialmente en paises donde las condiciones
climaticas favorecen la mobilidad de los vectores criticos para la mantecion
del ciclo. Existen cuatro especies que infectan al hombre, Plasmodium
Jaleiparum que es el principal responsable de muertes, P. vivax con
distribucién media y morbilidad considerable, y las menos prevalentes P.

ovale y P. malarie. Todas las cepas tienen numerosos fases en el ciclo
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biolégico y en cada uno son morfolégica y antigénicamente diferentes. Asi,
cada fase presenta diversos blancos antigénicos en diferentes moléculas que
pueden ser ttiles para usar como vacuna, y obviamente ésta debe ser
multivalente y producida por técnicas de DNA recombinante o por sintesis de
péptidos, ya que el material bioldgico sélo puede ser producido por cultivo en*

cantidades limitadas y tienen alto riesgo de contaminacién,

El paludismo induce una respuesta inmune muy débil, mediada en parte
por anticuerpos y es fase y especie especifica (Miller et al., 1986). Se puede
adquirir resistencia parcial en adultos por infecciones constantes a lo largo de
toda la vida (Rodriguez, 1992). Existen tres corrientes en el desarrollo de

vacunas anti-malaria.
(a) Inmunidad contra el esporozoito

Las vacunas contra el estadio de esporozito tienen como objetivo
bloguear la infeccion controlando la entrada del esporozoito y su desarrollo
en el higado. Se ha logrado “obtener resistencia parcial a la infeccién
inmunizando con esporozoitos irradiados en ratones, monos y humanos
(Rodriguez, 1992) mientras los anticuerpos calostrales de madres asi
inmunizadas inducen resistencia total (Orjih et al., 1981). Los esporozoitos
son altamente inmunogénicos y la respuesta inmune inducida por esta fase
parasitaria es la mds estudiada. A través de la reaccion de CSP se puso6 en
evidencia la presencia de una proteina superficial que cubre al parasito. La
protefna CSP del esporozoito (circunsporozoite protein) tiene propiedades
bioquimicas e inmunologicas muy especiales. Esta formada por una serie de

aminodcidos repetidos en tandem en su parte media, diferente en tamafio y
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secuencia para cada especie y constituyen los epitopos dominantemente
reconocidos por los linfocitos (Zavala ef al., 1983). En P. falciparum los
anticuerpos contra su tandem, denominado (NANP)3, evitan la invasion de
hepatocitos in vitro y su desarrollo dentro de estas células. Personas
inmunizadas con (NANP)3 de diferentes tamaiios acoplados a toxoide
tetanico e hidréxido de aluminio como adyuvante, denominado (NANP)3tt,
fueron completamente resistentes a la infeccién por esporozoitos, en una
forma dosis-dependiente (Herrigton ef al., 1987). Se han desarrollado otras
dos vacunas basadas en la secuencia de (NANP)3. Una es una proteina de
fusion hecha en E. coli con 32, 16 y 48 repeticiones de esta secuencia. En
ratones indujo altos titulos de anticuerpos que reaccionan con la CSP natural
y bloquean la invasion de hepatocitos humanos in vivo, La otra, llamada FSV-
1, que ha sido probada en ratones y conejos, esta constituida por una proteina
acarreadora y el repetido (NANP)3, reconocido por sueros de humanos de
- zonas endémicas y de animales inmunizados con esporozoitos. Esta vacuna
produjo altos niveles de anticuerpos que también reconocen a la CSP natural
y bloquean la infectividad del parasito (Miller et al., 1986). Actualmente,
estas dos vacunas se estan evaluando en humanos. Los primeros resultados
han dado respuesias similares a los obtenidos en los sistemas experimentales.
Las evaluaciones de ambas proteinas confirman la posibilidad de proteger
contra esporozoitos utilizando una vacuna subunitaria derivada de CSP. Sin
embargo, estas evaluaciones son sesgadas pues se utilizo para el desafio a
subgrupos que se sabia responderian con el mas alto titulo de anticuerpos.
Aun dejando esto de lado, s6lo un voluntario en cada caso fue completamente
protegido, y en los que se dio la parasitemia su curso no se altero, sélo se
retardé. Otro punto importante es la dependencia dosis antigeno-titulo de

anticuerpos y la ausencia de una respuesta secundaria eficiente con los

73



refuerzos. Con FSV-1, dosis de 800 mg indujo titulos similares a los
obtenidos en poblaciones de zonas endémicas, y algunos de los receptores
desarrollaron anticuerpos capaces de mediar la reaccién de CSP y la
inhibicion de esporozoitos in vitro. Sin embargo, no hubo correlacion entre el
nivel de inmunidad inducido y el titulo de anticuerpos o la dosis (Ballou et
al., 1987). Con la vacuna (NANP)3tt la mayoria de los que recibieron dosis
de 100 6 160 pg seroconvirtieron y fueron positivos en inmunofiorescencia
(IF) contra esporozoitos, pero no producen la reaccion de CSP, respuesta
secundaria ni proliferacién linfocitaria (Herrington et al., 1987). Esta falta de
estimulacion de células T sefiala la necesidad de obtener vacunas constituidas
por epitopos inductores de células CD4+ y CD8+ cuando se usan péptidos de
(NANP)3, ya que es necesaria la estimulacién de ambas respuestas celulares
para la generacion de optimas respuestas humorales de memoria y efectoras,

asi como para el reforzamiento de éstas por la exposicién natural al parésito.

Se han identificado determinantes para células T cooperadoras en la
CSP (Good et al., 1988). Un inmunogéno constituido con uno de estos
determinantes unido a un péptido de (NANP)3 induce altos titulos de
anticuerpos en ratones que no responden a (NANP)n solo (Mitchell, 1989).
Ademas, la CSP es capaz de inducir respuestas de linfocitos T citotoxicos
(Kumar et al., 1988).

Se han probado otras proteinas superficiales del esporozoito, como la

p2 que cuando se administra junto con CSP induce proteccién totat contra P.

yoelii en la infeccion murina (Khusmith et al., 1991).
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(b) Inmunidad contra fases asexuales.

El parasito asexual (merozoito) que infecta eritrocitos es el causante de
tedos los sintomas de la enfermedad. Una vacuna basada en antigenos del
merozoito tendria la ventaja de inducir inmunidad que se reforzaria con las

infecciones naturales subsecuentes.

Se han identificado diversos antigenos del merozoito, superficiales,
integrales de la membrana, de reconocimiento del eritrocito, de adhesién y de
los organclos, asi como receptores y proteinas estructurales del eritrocito,
aunque atn no han sido probados (Perkins, 1984; Perkins 1989; Holder &
Freeman 1984; Holder ef al., 1985). Entre los mecanismos de proteccién mas
estudiados figuran aquellos mediados por anticuerpos de accion neutralizante
que bloquean la invasion de los eritrocitos y los que reconocen eritrocitos

" infectados.

Se ha obtenido proteccién de monos contra la infeccion fatal con P.
Jalciparum con diferentes proteinas, pero todas requieren FCA (Miller et al,,
1986), lo cual scfiala la necesidad de encontrar un adyuvante equivalente para

su uso en humanos que sea seguro y efectivo.

Una de las proteinas més estudiadas del merozoito es la RESA (ring-
infected eythrocyte surface antigen) que también estd constituida por
secuencias repetidas inmuncdominantes (Holder et al., 1985). Anticuerpos
contra la molécula nativa o contra su porcion C-tenminal son capaces de
bloquear la invasién in vitro (Udomsangpetch et al., 1986; Ruangjirachuporn

et al., 1988). Cuatro polipéptidos correspondientes a diferentes regiones de
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RESA, obtenidos como proteinas de fusién en E. coli, fueron utilizados en
inmunizaciones de monos Aofus. Los resultados muestran que hubé diferentes
niveles de proteccion, con correlacién directa entre titulo de anticuerpos y
nivel de proteccion. El antigeno més prometedor es el ag632, que representa

la secuencia repetida del estremo 5' (Collins et al., 1986).

De las moléculas membrales identificadas, la mas promisoria para ser
usada en vacunacion es la PMMSA o MSA (precursor of the major merozoite
surface antigen o merozoite surface antigen) de peso molecular entre 185-220
Kd (Holder & Freeman, 1984; Holder ef al., 1985). Esta molécula varia en
tamafio y en sus epitopos antigénicos. Algunos anticuerpos que reaccionan
con protefnas de! PMMSA pueden inhibir la invasion por el merozoito in
vitro, probablemente por aglutinacién o por bloqueo del receptor en el
eritrocito (Miller, 1986), como por ejemplo los fragmentos Fab o F(ab') de
anticuerpos contra el complejo de 66-44-42 Kd de P. knowlesi (Thomas,
1984), Las inmunizaciones con esta molécula intacta o con diferentes partes
de ella han dado diferentes grados de proteccion (Perrin ef al., 19885). Los
protocolos con los que se han obtenido mejores resultados son con el uso de

grandes dosis de 1a molécula intacta (Mitchell, 1989).

Es importante mencionar que cuando se usaron las proteinas
superficiales de 140/143 y 66 kd, que se sintetizan separadamente del
PMMSA, no se obtuvo proteccion, a pesar de que anticuerpos monoclonales
contra ellas inhiben la invasion del merozoito. Ambas proteinas habian sido
identificadas como invariantes, sin embargo, cuando se encuentran bajo
presiones inmunes sufren una rapida variacion antigénica que impide que los

anticuerpos especificos bloquear su invasion a los eritrocitos (Klotz et al.,
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1987; Deans ef al., 1988). Este mecanismo de evasi6n le permite escapar de
la respuesta inmune y lo habilita para establecer la infeccion, Este fendmeno
no es raro, por lo que es necesario identificar epitopos que sean expresados

en todas las cepas naturales con nula o baja variacién antigénica.

También en el organelo apical del merozoito, el rodopcito, se han
identificado moléculas que inducen protecciéon parcial en monos Saimiri,
como el doblete de 41 kd, con parasitemias que no necesitan ser tratadas
{Cooper et al.,1989; Perrin et al., 1985; Holder et al., 1985, Certa et al.,
1988).

En la superficie de los ertrocitos infectados se desarrollan
protuberancias de adhesion a células endoteliales o melanocitos, con lo cual
impiden que sean arrastrados a tejidos donde pudieran ser destruidas, como
en bazo, y aseguran su permanencia en compartimentos adecuados para su
desarrollo. En la superficie exterior de estas protuberancias se ha identificado
una proteina de tamaiio variable de 250-350 kd (Leech ef al., 1984; Aley et
al., 1984). Los anticuerpos contra esta proteina aglutinan las células
infectadas y bloquean la adhesion in vitro de una manera cepa-especifica. A
pesar de tener mucha variacién antigénica, presenta epitopos conservados
inmunogénicos y existen anticuerpos contra ellos en sueros de pacientes de
zonas endémicas (Leech'et al., 1984; Marsh ef a/., 1986; Marsh & Howard,
1986).

Atn cuando no se han realizado pruebas en humanos con PMIMSA ni
RESA solos, se han probado combinaciones que incluyen secuencias de éstas
y de NANP. Después de ensayar diferentes combinaciones de polipéptidos,
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se eligieron las proteinas de 83, 55 y 35 kd (Rodriguez, 1990). Estas tres
proteinas fueron sintetizadas en una sola molécula con secuencias de NANP,
lo que se llamé SPF66 y se probd en monos (Patarroyo ef al., 1987) y en
humanos (Patarroyo et al., 1988). En el caso de los voluntarios humanos, en
la inmunizacién sin adyuvante sélo un individuo de 13 no desarrollé
anticuerpos y presenté parasitemia alta. Cuando se administré con hidroxido
de aluminio se obtuvieron diferentes niveles de proteccion, desde completa
hasta nula. Los anticuerpos obtenidos bloquean Ia invasion y bajan el
crecimiento del pardsito i vitro. Ademas, se identificd un epitopo que
interacciona con eritrocitos humanos con alta afinidad y que esta presente
también en una proteina de 200 kd de P. vivax, presentindose proteccitn
cruzada. Esta vacuna, inocua y eficaz en parte en humanos, se aplicé en
estudios poblaciones, en donde protegié contra . falciparum y contra P.
vivax en un 44-85 %, con dos o tres dosis. Sin embargo, estos experimentos
sélo han permitido avanzar concluciones parciales. Asi, las parasitemias
debieron ser interrumpidas, no se incluyeron grupos controles adecuados, y
los resultados no han podido ser reproducidos en otros laboratorios
(Rodriguez, 1992; Mitchell, 1989).

(c) Inmunidad dirigida a las fases criticas de la transmision.

Dade que no todos los gametocitos sanguineos son tomados por el
mosquito, muchos son presentados al sistema inmune, lo que origina la
formacion de anticuerpos y tal vez de células T especificas contra antigenos
internos y externos. Cuando los gametos se localizan en el intestino del
mosquito, quedan expuestos a estos anticuerpos. El efecto se manifiesta por

un bloqueo en la infeccién de los mosquitos y aparentemente puede ser
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mediado por inmunidad celular en roedores (Miller et al., 1986). Este tipo de
inmunidad humoral y celular también se da en humanos (Graves ef al., 1988;
Mendis er al., 1987, 1990; Good et al., 1987).

Se ha identificado un complejo polipéptidico de 23,48 y45kden la
superficie de gametos y cigotos de P. falciparum y P. gallinaceum que es
blanco de anticucrpos menoclonales bloqueadores, no tienen elementos
repetidos, y el reconocimiento depende de la estructura terciaria de los
epitopos (Vermeulen et al., 1985; Quakyi et al., 1987; Rener ¢f al., 1983;
Ong et al., 1990). También se ha identificado una proteina de 25 kd en los
oocinetos de P. falciparum blanco de anticuerpos monoclionales bloqueadores
de efecto postfertilizante (Vermeulen et al., 1985). De esta forma, los
antigenos usados para obtener inmunidad previenen la fertilizacion de los
gametos y su desarrollo. Sin embargo, existe el riesgo potencial de que estos
antigenos potencien la transmision, ya que anticuerpos monoclonales y sueros
humanos que bloquean la transmisién de P. vivax a altas concentraciones
(periodo avanzado de la infeccion), la aumentan a bajas concentraciones
(primeros dias de la infeccion) (Mendis et al., 1992; Peiris et al., 1988). Asi,
una vacuna basada en estos antigenos debera originar una inmunidad que se
estimule rapidamente por las infecciones naturales, al iniciarse la temporada

de propagacion.
CISTICERCOSIS

El estado inmunologico de los hospederos intermediarios tiene un

importante papel en la regulacién de la transmisién de parasitos, y se han
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hecho varios intentos a fin de desarrollar vacunas para ser usadas en este tipo
de hospederos.

La cisticercosis es una enfermedad causada por céstodos del género
Taenia, y las més importantes a nivel socioecénomico y de salud son la
cisticercosis humana y porcina causada por T, solium, la ovina por T. ovisy y
la bovina por 7. saginata.

Sobre la respuesta inmune a esta parasitosis, se sabe que se desarrolla
una respuesta humoral en pacientes humanos y diferentes modelos
experimentales con anticuerpos especificos circulantes, pero no parece ser lo
suficientemente eficiente en el control de la infeccion o en el establecimiento
del parasito ya que el cisticerco logra sobrevivir por periodos prolongados
(Sciutto et al., 1994; Correa et al., 1991). El sistema del Complemento
parece jugar un papel importante en la destruccion de la oncosfera (Mitchell,
1982). En cuanto a la respuesta celular, se presenta una respuesta
inflamatoria, que varia entre hospederos y con la localizacién de los parasitos
en estos, y en la que generalmente se identifican eosindfilos, macrofagos,
células granulomatosas, linfocitos y células plismaticas (Willms & Merchant,
1980; Aluja, 1989; Bogh et al., 1990, Flisser ef al., 1982).Sin embargo estas
respuestas inmunes no parecen estar asociadas a proteccion en la cisticercosis
murina por 7. crassiceps (Sciutto et al., 1991, 1994), probablemente debido
a la forma de reproduccién del pardsito. La caracterizacion de
poblaciones celulares ha permitido detectar diferencias en la relacién de
células CDA+/CD8+ y células B, dependiendo del érgano estudiado y
la especie animal. Atn cuando existen controversias a este respecto,

parece ser que se induce un alto nimero de células CD4+ en animales
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‘ TABLAI
Resumgn de datos pliblicadés de proteccién homéloga en el estudio de Ia

... cisticercosis,
: ;Esp ecie Antigeno  viade Adm. Proteccién Ref.
T, pisiformis  Extracto im, 94 %

R oncosferal . Rajasekariah
Oncosferas ’ et al., 1985
solubilizadas  im. 97 %

T. taeniaeformis Cultivo de i.p. 31%
metacéstodos  or. 93 %
Metacéstodos  i.p. Ayuwyaetal,
solubilizados  oral 93 % 1979
T. crasssiceps Metacéstodos Siebert &
vivos ip. 37-99 % Good, 1980
T. solium s.C. 82% Molinari
Extracto de : etal,, 1983
metatéstodo , L.
im, 99 % Molinari
etal., 1993

i.p. Intraperitoneal
s.c. Subcutdnea
i.m. Intramuscular



inmunizados (Meeusen ef al., 1990). Asi, los estudios inmunolégicos
realizados sugieren que, en la cisticercosis porcina, existe una convivencia
pacifica entre el hospedero y el parasito. ‘

Los primeros experimentos para desarrollar vacunas contra la
cisticercosis fiteron usando antigenos obtenidos de cultivo de oncosferas in
vitro y probados en infecciones experimentales en ovejas y ganado vacuno.
Estudios subsecuentes mostraron que no era necesario cultivar las oncosferas
para obtener antigenos vacunables, ya que al solubilizarlas por diferentes
procedimientos se podian obtener antigenos inmunogénicos (Rickard, 1982).
Sin embargo, el uso de antigenos de metacéstodos (larvas) también ha dado
resultados prometedores, tanto en inmunizaciones heterdlogas (Ito et al.,
1991) como homgblogas (Tabla 1) ainque no se han explorado tan

extensamente.

Muchas evidencias apoyan la existencia de inmunoproteccion cruzada
entre diferentes especies de tenias, ain cuando los niveles de proteccion
obtenidos por inmunizacién con antigenos de especies-heterélogas (Tabla II,
Lightowers, 1989) no es tan efectiva como la inmunizacién con productos
antigénicos de especies homologas (Tabla I). Resalta el hecho de que Ia ruta
de administracién, la naturaleza de los adyuvantes empleados y la dosis
tienen una importante y definitiva influencia en la efectividad de los
protocolos de inmunizacion. La caracteristica més evidente de estos estudios
es el hecho de que la mayoria de los experimentos han sido usando antigenos
oncosferales, probablemente por ser estructuralmente mas accesible al ataque

por la respuesta inmune y constituir el primer contacto, y suponiendo que al
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TABLAL

Resumen de datos publicados de proteccién cruzada entre diferentes especxes
de tenidos (Lightowlers M.W., 1989),

Crallenge Immuniziog  Immunizog Protection Refesence Challenge lmufnnizinl lmr_uunin'ng B Protection -* - Reference
specien apecies regimen/antigen afforded pecies species regimen/antigen :ﬂ'ordt'd’
F.pusyjormis T hydatigess  eggs (V), 013) 338% » Tsoginaia gravid proglonid
cggs (V) IM 19.3% i (NV), M- -
onc. {V), IM .1% 21 adult warm (NV),SC
4055 13 adult worm (V), SC
anc. V), DE! 9.4% 20 "aduls worm (NV), IP
onc. ES (NV), IM
T. ovis eggs (V) oral 29% 20 one. ES (NV), ora)
eggs (V), 1M 4 2 - . :
onc. (V). IM 0.67 b] T. serialis metacesiode (NV), SC
4535 18 N
onc. {V),0C 0 20 7. solium adul: worm (V), SC
anc. ES {NV), IM ] E) . L
T.saginuta Tocrassicept  mesacestodes (V), 1P 2.3% n . Abbreviations: DC diffusion chamber; ES excretory/sccretonys . 3
. . metacesiodes (NV), [P 206% n 1 P i i Wi N iable; onc. sC
N subcuiancous; V viable, Y i
T. hyidatigena  eggs (V). oral 15.6% n .
one. (V). 1M 9.5 2 ¢ Originat data indicate that the immunization resulied in a de‘ms:d Viability of me-
25.7% n facestodzs cxtablished following the challenge infection compared with eantzols.
one. (V), IV 26.8% 2 *  Prior infection via the normal route of infection as distinct from .upnnl infection which
onc. ES(NV), IM 55060 b2 may occur a5 a result of oher i ization protocols ¢.g. d of cestodes
0% 25 intramuscalarly, in drining lymph nodes etc., following intramuseulas injection of
5% i3 oncospheres.
¢ Percent protection caleulated on transformed ata, see original seference.
T. ovis one. ES (NV), IM G.9% Ed *  Egginfection with “challenge species™ and *i species” given simul
20.1% n *  -Supematant from i vitro culture ol’qn:owhcm. i
; P ot Acivated implanted in diffusion chambers.
T. tacniaeformis onc. ES (NV), [M BA% . + with cultute plus fi h: icate of cultured
T. 1aeniacformis T. crassiceps  mesacestode (V). 1P B5% ]
metacestode (NV], 1M % 2
T hydatigens  egas (V) onal 8345 1
onc. (NV), onal 126% .o 5
one. (NV),SC 30.4% -z
Topisiformis cpgs (V) 0nal 41.3% »
. HS% n
one. (NV), orsl 459% -
one. {NV),5C 10.6% 2
adult worm (V), 1P 365 2
metacestoge (NV), SC 563% 30



dirigir Ia respuesta inmune contra éste, se detendra 6 evitars la infeccion en
etapas tempranas (Mitchell, 1982).

Los estudios para desarrollar vacunas contra 7. ovis han permitido
identificar y producir por clonacién, un antigeno oncosferal que induce
proteccion altamente efectiva contra la infeccién por esta especie en ovejas,
lograndose niveles de proteccion de hasta el 94 %. El antigeno estd formado
por una molécula recombinante simple llamada GST-45W y el nivel de
proteccion es el més alto y prometedor reportado hasta ahora por vacunacion
contra parasitos (Johnson et al., 1989).

En cuanto a 7. saginata, M. Parkhouse y colaboradores ha identificado
un antigeno oncosferal de superficie de 100-200 kd. A través de un
anticuerpo monoclonal dirigido a este antigenos se obtuvieron niveles de
proteccion altos en ganado vacuno (Harrison & Parkhouse, 1986).
Actualmente se estd clonando para obtener una proteina recombinante y

utilizarla en las pruebas de inmunizacion correspondientes,

Si bien existen grandes y exitosos avances en el desarrollo de vacunas
contra 7. ovis y T. saginata, en el caso de la cisticercosis por 7. solitm es un
aspecto menos desarrollado. A través de estudios de inmunizaciones
heterdlogas con antigenos totales del cisticerco de Taenia crassiceps, se ha
logrado reducir en mas del 50 % la infeccion en cerdos (Sciutto et al., 1993).
Recientemente se identificaron tres antigenos del fluido vesicular de T.
crassiceps que inducen un 74 % de proteccién en ratones y los primeros
resultados de inmunizacién en cerdos los sefialan como fuertes candidatos

para ser utilizados como vacuna (Valdez et al., 1994).
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Otras alternativas de control han sido desarrolladas a través de la
transferencia pasiva de anticuerpos especificos a antigenos oncosferales que
confieren proteccién o con suero de animales inmunizados naturalmente por
infecciones primarias. Los resultados son controversiales ain en sistemas
homélogos, pero a pesar de ésto se ha podido sefialar la importancia de la
inmunidad humoral en la resistencia hacia estados tempranos de infeccién
(Harrison et al.,1986).

TOXOPLASMOSIS

Toxoplasma gondii es un protista intracelular ampliamente distribuido
en todo el mundo y capaz de infectar todas las especies de mamiferos.
Mientras la infeccion en adultos causa una enfermedad leve o no aparente, en
nifios infectados congénicamente por via. transplacentaria (por infeccion
durante la gestacion) y en individuos inmunodeficientes infectados oralmente
causa serias complicaciones ¢ incluso la muerte. En los individuos con
sistema inmune competente la infeccién induce inmunidad protectora a la
reinfeccién de por vida, lo cual no es comtin en parasitosis. En este caso es
importante desarrollar una vacuna que confiera inmunidad a la infeccién en
mujeres para impedir la transmision al feto y en animales domésticos para

bloquear la via de transmision al humano y otros animales.

En cuanio a la inmunidad contra 7. gondii, las células T sensibilizadas
con extractos totales exhiben tanto fenotipos cooperadores como supresores
ante la estimulacion con antigenos in vitro ( McLeod et al., 1988). El IFN-y
activa macrofagos capaces de destruir al pardsito, ademds de bloquear su

crecimiento en fibroblastos y aumentar la poblacién de células Natural Killer
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(NK) (Minato ef al., 1980; Suziki et al., 1988, 1989). La IL-2 induce
proteccién parcial contra taquizoitos virulentos i vivo aumentando la
poblacién de células NK (Sharma ef al., 1985), y también se ha demostrado
la presencia de células NK directamente citotoxicas en ratones (Hauser &
Tsai, 1986).

Se ha demostrado que algunos antigenos citoplasmaticos o
superficiales del taquizoito pueden proteger ratones contra cepas
moderadamente virulentas, como los antigenos de 58 y 28 Kd (Sharma e al.,
1984; Sibley & Sarma 1987). Del mismo modo, anticuerpos contra estos
antigenos, asi como contra los antigenos de 35 y 14 Kd, inducen proteccién
(Johnson et al., 1983). En tanto, un antigeno dominante del taquizoito de 30
Kd aumenté la mortalidad ante una cepa poco virulenta, al igual que los
anticuerpos monoclonales especificos a dicho antigeno (Kasper et al., 1985)

Darcy y colaboradores (1988) reportaron que antigenos de secresion-
excresién del taquizoito inducen buenos niveles de proteccién de tipo
humoral. Ademds, la transferencia pasiva de antisucros inmune o anticuerpos
monoclonales especificos a estos antigenos induce en ratones niveles

significativos de proteccion contra la cepa RH, la mas virulenta de T. gondii,

Como en la mayoria de los protocolos de inmunizacién, la via de
inoculacién y desafio son determinantes en la induceién de inmunidad
protectora. Asi, en vacunaciones subcutaneas o intraintestinales de ratones
con una cepa atenuada de 7. gondii (ts4) se desarrollé inmunidad protectora
parcial al desafio parental con dosis letales de taquizoitos (cepa M7741) y

también con desafios orales de bradizoitos, observandosc un mayor nivel de
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proteccion en inmunizaciones subcutdneas. En tanto, ratones neonatos de
madres inmunizadas intraintestinalmente son protegidos, pero no cuando
fueron inmunizados subcutineamente (McLeod e al., 1988).

En cuanto a antigenos aislados, la proteina de membrana p30 del
taquizoito de 7. gondii, induce en raton una respuesta especifica
predominantemente de células citotéxicas CD8+, que es parasiticida a
parasitos extracelulares en ausencia de opsonizacion por anticuerpos,
secresion de linfocinas, actividad de células NK y aparentemente sin
restriccion por MHC (Khan et al., 1988). En tanto, la deplecion de células
CD4+ en ratones con infecciones agudas y cronicas tiene diferentes efectos,
para los primeros se da una infeccion sistémica severa con poco dafio al
cerebro, en tanto que para los segundos se reactiva la infeccién llevando a la
muerte, como ocurre con pacientes con SIDA, (Vollmer et al.,, 1987). Sin
embargo, Israelski (1989) encontré lo contrario, en ratones cronicamente
infectados con las mismas carateristicas no sélo no se desarrolld tal respuesta
inflamatoria, sino que decrece, a menos que se suspenda el tratamiento con
anticuerpos especificos a células CD4+, en cuyo caso si se presenta la
histopatologia reportada. Estas diferencias pueden deberse a la tiempos de
infeccion en que se realizaron los estudios. Asf, el mis fuerte candidato a ser
usado como vacuna es la proteina superficial p30 del taquizoito. Esta proteina
es dominante y es reconocida predominantemente por sueros de infecciones
agudas y de convalescientes, induce la formacién de anticuerpos especificos
que protegen en inmunizaciones pasivas, y también induce la produccion de
IFN-y y células T citotéxicas, y tiene efecto parasiticidad in vitro cuando se
usan sueros poli y monoclonales especificos a ella. Cuando esta proteina es

administrada con Quil-A, se obtiene proteccion del 90 al 100 % en ratones,
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dependiendo de la cepa de éstos, Se confiere proteccién por transferencia de
células inmunes de ratones vacunados, demostrando ademas que la poblacion
de células de CD8+ esta directamente involucrada en la protecci6n, en tanto
que las CD4+ parecen ser irrelevantes. Este protocolo de inmunizacién
ademas produce un incremento importante de IL-2 y de IFN-y, y las células
CD8+ son tambiém capaces de lisar parasitos extracelulares e intracelulares
en macrofagos peritoneales (Khan et af., 1991). Cuando la p30 es obtenida de
la cepa RH, la mis virulenta, y usando liposomas como adyuvante se
obtienen niveles de proteccion cercanos al 93 % ante el desafio de la cepa C,
que alin mantiene todas las propiedades de una cepa silvestre (Bulow &
Boothrogd, 1991).

ESQUISTOSOMIASIS

La esquistosomiasis es una infeccién intravascular cronica causada por
los tremétodos del genero Schistosoma. Esta parasitosis es una de las mas
importantes por su incidencia en el humano, registrandose los mas aitos
indices de infeccion en zonas tropicales. Las especies principales son S.

mansoni, S. japonicum 'y S. haematobium .

La informacién més importante con respecto a la naturaleza de la
inmunidad ha sido obtenida de modelos experimentales con roedores. Los
m4s empleados son el ratén (altamente susceptible), la rata (susceptibilidad
media) y el conejillo de indias (susceptibilidad media), Se¢ han identificado
dos tipos de mecanismos principalmente involucrados en la inmunidad contra
la esquistosomula (fase infectiva), (i) mecanismos dependientes de

anticuerpos, donde IgG e IgE median la proteccién en ratas, en conjunto con
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eosindfilos, macréfagos y plaquetas (Capron ef al., 1987) (ii) mecanismos
mediados principalmente por células dependientes de linfocitos T que
funcionan a través de la actividad citotéxica directa de macréfagos activados
por linfocitos T cooperadores, como se ha observado pricipalmente en el
raton (James et al,,1985; James & Cheener, 1985; Lewis et al., 1987). Sin

descartar que se den ambas respuestas.

La mayoria de los antigenos candidatos a vacuna han sido identificados
a través de la transferencia pasiva de inmunidad. Se ha obtenido proteccién
parcial en inmunizaciones homoélogas con antigenos membranales de la forma
adulta de S. mansoni (Smithers er al., 1989). Esta proteccion se da por
anticuerpos que reconocen un antigeno de 25 Kd que actualmente estd en
proceso de clonacion (Smithers ef al., 1989; Knight et al., 1989).

Entre los més fuertes candidatos se encuentra la P28 (Gluthathione-S-
transferase) de S. mansoni, la P26 de S. japonicum (Smith et al., 1987,
Balloul et al., 1976; Wolowczuki et al., 1989a, b). El antisuero anti-P28
transfiere altos niveles de proteccién en ratas, al.igual que la proteina
recombinante, dando en ralon proleccion de 40 %, en rata de 65 % y en el
conejillo de Indias del SO % (Capron et al., 1987). Ambas proteinas son poco
inmunogénicas en el ratén, pero su inmunogenicidad puede aumentarse con
hidréxido de aluminio. Se han identificado epitopos para células B y T en

P28, lo cual lo refuerza como candidato vacunable (Auriault ef al., 1988).

La GP38 es otro candidato, esta es una glicoproteina de membrana
altamente inmunogénica identificada por anticuerpos monoclonales

protectores de rata (Capron ¢f al., 1987; Kelly ef al., 1986). La inmunizacion
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activa contra este antigeno fue lograda usando un anticuerpo anti-idiotipo
dirigido contra el monoclonal protector IPLSm1, que desventajosamente es
inhibido por anticuerpos inducidos por este mismo antigeno y esta
glicosilado, lo que limita su produccién por técnicas de DNA recombinante.
Ambos, el IPLSm1 y su anti-idiotipo, inducen proteccién en un rango del 70
al 90 % (Grzych et al.,1984; Grzych et al., 1985; Omer-Ali et al., 1988).

Otra de las moléculas que se destacan por su nivel de proteccion (60
%) es la paramiosina 0 Sm97 (Pearce ef al., 1986; Lanar él al., 1986). La
proteina pura o recombinante induce niveles de proteccién en ratén,
equivalentes a los obtenidos por extractos totales de parasitos, y la inmunidad
esta dada por respuesta de células T y la produccion de altos titulos de
anticuerpos (Sher et al., 1989). Esta molécula no se expresa en la superficie y
parece ser un factor determinante en la inmunidad adquirida hacia S. mansoni

en el hombre.

Finalmente, la molécula GP18, que parece expresarse establemente en
la superficie membranal de la esquistosomula, y que reconocida
principalmente por anticuerpos de ratones vacunados con cercarias irradiadas,
estd siendo estudiada ya que en su forma nativa induce proteccion

significativamente (Sher ef al., 1989).
TRIPANOSOMIASIS

Trypanosoma es un protista flagelado, pardsito de humanos y otros
mamiferos. La profilaxis de 1a enfermedad de chagas es a través del control

de los vectores de transmision, como los animales domésticos que cohabitan
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con chinches Triatoma infestans, el vector mas importante de T. cruzi en

Latinoamérica (Barnes, 1985).

No se conocen completamente los mecanismos inmunes involucrados
en la proteccion, pero se sabe que en infecciones murinas participan los
linfocitos T contra la forma aguda (Nogueira et al., 1986; Nickell e al,,
1987), que el parisito puede ser destruido in vitro por macréfagos activados
por productos de linfocitos (Nogueira & Cohn, 1978), lo que se asocia con
procesos oxidativos (Nathan et al., 1979). Un componente importante en la
destruccion del pardsito es el [FN-y, que administrado en ratones in vivo e in
vitro aumenta la capacidad de los macrofagos peritoneales para matarlo, al
igual que en monocitos periféricos y macréfagos humanos, aunque en menor
grado (Reed er al., 1987; Reed, 1988). En Animales protegidos por
infecciones activas se inducen anticuerpos protectores o liticos, que se
detectan en ensayos de lisis mediada por complemento y/o
inmunofluorescencias realizadas con tripanomastigotes de cultivo o formas
sanguineas viables. En tanto, en animales inmunizados con diferentes
antigenos de 7. cruzi s6lo se detectan anticuerpos seroldgicos
convencionales, los cuales se unen s6lamente a parasitos fijados, sin generar
lisis y no se asocian a resistencia (Brener, 1986). Esto ticne fuertes
implicaciones en el hecho de que hasta ahora todos los intentos por vacunar
animales con los varios tipos de antigenos probados (organismos vivos,
atenuados o no priliferativos, parasitos muertos, glucoproteinas membranales
purificadas, homogenados celulares o fracciones subcelulares) han fallado en
conferir proteccion, ya que los anticuerpos serologicos convencionales no se

pueden unir a formas viables y por lo tanto no inducen mecanismos inmunes
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efectores que dependan de la presencia de anticuerpos en la superficie de las

células blanco.

Tal vez los resultados més alentadores son los obtenidos en estudios de
control de la transmisién en pruebas de campo con sistemas naturales de
dispersién. En este aspecto, inmunogénos constituidos por tripamastigotes
vivos protegen mejor que los constituidos por tripamastigotes muertos. De

esta forma se logré reducir la transmisién en un 60 % (Basombrio, 1990).
LEISHMANIASIS

La Leishmania es trasmitida por las moscas del género Phlebotomus e
infecta células fagociticas mononucleares en hospederos vertebrados, y en el
hombre causa principalmente leishmaniasis visceral, que es fatal, y cutdnea
que no es fatal pero puede causar severas mutilaciones (Barnes, 1985). Su
localizacién intracelular, en los fagolisosomas, le permite evadir la lisis.
Actualmente se sabe que la inmunidad protectora esta mediada por células
CD4 Th-1, a través de la produccion de [FN-y y de IL-2 que activan
macréfagos. Por otro lado los linfocites Th-2 exacerban la enfermedad a
través de la produccion de IL-4 (Modabber, 1989, Murray et al., 1988;
Heinzel et al., 1989; Scott er al., 1988). En humanos se ha observado el
mismos papel para el [FN-y (Modabber, 1989), y también se atribuye la
participacién de las células CD8+ en proteccién por accién citotoxica directa
(Playfair et al., 1990).

La practica profilictica mis usada en humanos es la leishmanizacion

que es la infeccion provocada deliberadamente a partir de la transferencia de
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organismos cutaneos, a partir de la cual se obtienen inmunidad esterilizante
por largo tiempo. Este procedimiento es ampliamente aplicado en Iran y
Rusia. El inéculo (aproximadamente 2-3 x 105 parasitos de L. major en 0.1
de sobrenadante de cultivo) es inyectado intradérmicamente y desarrolla
pequefias lesiones cutaneas que sanan rapidamente sin presentar
complicaciones. De esta forma, en los tltimos aftos han sido protegidos mas
de 200, 000 civiles y 1.25 millones de soldados (Modabber, 1989). Aun
cuando no protege en 100 % de los casos y pueden producir efectos
colaterales que requieren tratamiento por afios, su uso es aceptable en
situaciones extremadamente criticas en las cuales la incidencia de la

parasitosis es muy alta y no existen metodos alternativos.

También se han probado en humanos parasitos muertos, obteniendose
proteccion desde el 33 % al 84-90 % en diferentes estudios donde se evalué
el efecto de la vacuna através de pruebas cutaneas de conversion (Modabber,
1989), prueba que en humanos parece funcionar indicadora de respuesta

inmune asociada a proteccion.

Ofro intento para controlar la leishmaniasis cutdnea localizada es a
través del uso de parasitos muertos de L. mexicana en BCG. Los resultados
indican, en sus primeros intentos, que tres inmunizaciones a lo largo de 32
semanas son suficientes para obtener niveles de cura similares a los obtenidos
por quimioterapia, y con menos efectos colaterales (Modabber, 1989). Atn se
esta investigando este tipo de vacunacion y la respuesta inmune generada por

quimioterapia a fin de identificar los mecanismos protectores involucrados.
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En cuantoe a los modelos experimentales, en los cuales la
susceptibilidad varia dependiendo de la especie parasitaria y que esta
controlada genéticamente, se han probado promastigotes vivos ¢ irradiados,
clonas no patdgenas y macréfagos infectados muertos. El aspecto més
sobresaliente de estos estudios es la caracterizacion de las células T
involucradas en proteccion in vivo, que funcionan directamente o por
transferencia pasiva. Asi, las células T cooperadoras Th-1 son protectoras y
las Th-2 inhiben la proteccién (Liew et al., 1985a, b; Liew et al., 1987; Scott
et al., 1987, 1988). Esta informacién permite delimitar las caracteristicas que
debe cumplir una vacuna para funcionar adecuadamente contra la

leishmaniasis.

En cuanto a productos moleculares, la glucoproteina de membrana del
promastigote, gP63 (Rusell & Wilhelm, 1986) y el glicoconjugado mayor de
superficie del factor de excrecion, estdn involucrados en la unién de esta
forma parasitaria al macréfago, e inducen protecciéon que puede ser
transferida por células T (Russell & Alexander, 1988).

CONCLUSIONES

El principal desafio para el desarrollo de vacunas parasitarias es la
eleccion del antigeno relevante y la presentacion de éste para que el sistema
inmune responda pronto y de manera efectiva y duradera. Para lograr este
propésito, la inmunidad debera estar dirigida contra todas las cepas del
parasito en cuestion, debe inducirce con pocas dosis y ser reforzada por las
infecciones naturales. La inclusién de epitopos para células T, no sélo para

inducir respuestas citotdxicas sino también de memoria, podrd también
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favorecer los resultados esperados. Sin embargo, los mayores obstaculos para
el desarrollo de vacunas antiparasitarias estin dados por las interacciones

hospedero-parasito sobre las cuales falta atin mucho por conocer.
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