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1. RESUMEN

En este trabajo se evallan las posibilidades de la vacunacién con ADN en ia
cisticercosis experimental murina. Este tipo de vacunaciéon se basa en la inoculacién
directa del ADN en el huésped, con e! fin de lograr su entrada a las células, y la expresion
por el propio huésped de las proteinas de interés. Se analizé la capacidad protectora de las
construcciones realizadas en un vector de expresién para células eucariontes (pcDNA3),
usando el ADNc del antigeno recombinante KETc7 del cisticerco de Taenia crassiceps, el
cual ha sido reportado previamente como protector contra la cisticercosis murina. Las
construcciones evaluadas incluyeron: la secuencia del antigeno KETc7 (pTc-7) o la
secuencia para el péptido senal del receptor del betaglicano con la secuencia KETc7 (pTe-
sp7). Se confirmo la capacidad de expresion de ambas construcciones transfectando los
plasmidos a celulas eucariontes, y posteriormente realizando inmunofiuorescencia indirecta.
Se evaluaron diferentes protocolos, con el propdsito de encontrar las mejores condiciones
de inmunizacién. Se observd que la inmunizacién intramuscular con 3 inyecciones de pTc-
sp7 en la dosis de 200 ug, con un intervalo de 15 dias entre cada una de ellas, con o sin
previa inyeccién de bupivacaina, fue la mas efectiva para inducir anticuerpos, obteniendo un
85% de seroconversion. En estas condiciones de inmunizacién, pTc-sp7 indujo una
proteccion en contra de la cisticercosis murina del 58.63%. Los anticuerpos inducidos por
la inmunizacion con pTc-sp7 reaccionaron especificamente con la proteina nativa de 56
kDa, reportada previamente, la cual fue localizada por inmunofluorescencia en el tegumento
de los cisticercos de T. crassiceps, al igual que en la oncosfera, cisticerco y tejido aduito de
T. solium. Para confirmar la seguridad de este tipo de inmunizacion se corrobord que la
construccion se mantenia extracromosomal (episomal) en las células musculares.

Siguiendo las mejores condiciones de inmunizacién previamente encontradas, se
inmunizaron los ratones intramuscular o intradérmicamente. Se observé que con ambas
vias de inmunizacién se inducen niveles similares de proteccidon en contra de la infeccién
con T. crassiceps (63% y 79%, respectivamente).

Los esplenocitos de los ratones inmunizados intramuscular o intradérmicamente con
ADN inducen una proliferacion especifica de células T cuando se estimulan con antigenos
totales de 7. crassiceps o con un epitope sintético del propio antigeno KET¢7 (GK-1). Los
estudios de citometria de la poblacidn celular proliferada, demuestran que esta poblacién

estd enriquecida en linfocitos T CD8" CD4". Un incremento claro en el porcentaje de células



CD3" que producen IFN-y e IL-2 fue detectado midiendo la produccién de citocinas

intracelulares, e indicando la capacidad de pTc-sp7 de inducir una respuesta celular
efectiva.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la inmunizacién con ADN puede
ser considerada en la prevencién de la cisticercosis, y sefialan la relevancia de la respuesta
inmune celular en el control de esta parasitosis.



2. GLOSARIO

ADN Acido desoxirribonucleico

APCs Células presentadoras de
antigeno

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico
mensajero

BPH Bupivacaina, anestésico
local

bp Pares de bases

BSA Albumina sérica bovina

cADN ADN complementario

C Grados centigrados

CHCL; Triclorometano
(Cloroformo)

CH-0OH Metanol

CMV Citomegalovirus

Con A Concanavalina A (mitégeno)

CTLs Linfocitos T citotdxicos

DMEM Medic de cultivo

IFN-y Interferén Gamma

IL-12 Interleucina 12

i.p. intraperitoneal

KD Kilo Dalton

ng Microgramos

wl Microlitros

wm Micrémetros

Min Minutos

MHC Complejo Principal de
Histocompatibilidad

mm Milimetro

mM Milimolar

mo Mes

NaCl Cloruro de sodio

NaOH Hidréxido de amonio

OD Densidad éptica

PBS Amortiguador de
fosfatos/salina (0.01M,
NaCl 0.15) pH 7.2

PBS-T PBS - tween 20 al 0.5%

pH Potencial de Hidrogeno

PM Peso molecular

RPMI 1640 Medio de cultivo para
células eucariontas

SD Desviacién estandar del
promedio

S8 o S8l Solucidén salina
isotonica

TGF Factor de crecimiento
transformante

Tris-HCL Trizma hydrochioride

Tritén x-100 t-
Octylphenoxypolyethoxy
-ethanol

viv Volumen/volimen

wk Semana

w/iv Peso/volimen

10




3. INTRODUCCION

La cisticercosis causada por Taenia solium es una enfermedad parasitaria que afecta
al hombre y al cerdo, produciendo serios problemas de salud y socioecondmicos en paises
en desarrollo, siendo las zonas de alta prevalencia Asia, Africa y Latinoamérica (Gemmel et
al., 1982, 1989; Sotelo et al., 1996; Larralde et al, 1992). Aunque la cisticercosis se
encuentra parciaimente erradicada en paises desarrollados e involucra principalmente a
paises en desarrollo, se ha observado un resurgimiento en paises desarrollados debido a
los inmigrantes de las zonas endémicas a Estados Unidos (Richards and Schantz, 1991;
Loo and Braude, 1982; McCormick, 1982, 1985; Grisolia and Wiederholt, 1982). En el
hombre, la presencia de la larva en el sistema nervioso central (neurocisticercosis),
representa un problema de salud frecuente en México (Del Brutto and Sotelo, 1988), con
importantes implicaciones sociales y econémicas.

La transmision de esta parasitosis se encuentra claramente relacionada con las
condiciones sanitarias que prevalecen en las dreas endémicas y con la crianza rdstica de los
cerdos que se practica extensamente en los sectores pobres de la poblacién. La factibilidad
del control de la transmision mediante el mejoramiento de la calidad de vida a nivel social,
econdmico y educativo, no se contempla como una alternativa factible a corto plazo
(Keilbach et al., 1989). La porcicultura se ve afectada de manera importante, en especial la
que se practica de manera rastica, ocasionando no sélo importantes pérdidas econémicas
por decomiso de came infectada, cuando ocasionalmente llega a inspeccién sanitaria, sino
también permitiendo la persistencia del ciclo de esta parasitosis, cuando se consume came
de cerdo sin previa inspeccién o no es detectada la infeccion durante la inspeccién sanitaria
(Aluja et al., 1982).

La elevada frecuencia con la que se presenta esta parasitosis asi como los dafios
que ocasiona, justifican los intentos para prevenirla. Debido a las limitaciones para controlar
la transmisién mejorando el nivel de vida de la poblacién en los paises subdesarrollados, y
tomando en cuenta el papel esencial del cerdo como huésped intermediario en el ciclo de
vida de T. solium, el desarrolio de una vacuna efectiva en el cerdo ofrece la posibilidad
realista para el control de esta parasitosis, interfiriendo la transmision mediante la
modificacién de la prevalencia de la cisticercosis porcina. Asi, diferentes grupos de
investigacién han comenzado a identificar antigenos de interés para el desarrollo de una
vacuna contra la cisticercosis porcina (Molinari et al., 1983, 1983, 1997; Sciutto et al., 1990a,
1995; Nascimento et al., 1995; Manocutcharian, et al., 1995, 1996; Evans et al., 1997).
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La experimentacion con cerdos involucra dificultades econémicas y experimentales.
Un analisis sistematico de los factores bioldgicos que participan en la susceptibilidad del
huésped al parasito requiere de la instalacion de un modelo experimental de cisticercosis
por 7. solium, que no ha sido factible desarmollar. Con el fin de disponer de un modelo
experimental de cisticercosis, se comenzé a estudiar un modelo experimental de
cisticercosis murina causado por Taenia crassiceps (Larralde et al., 1990; Sciutto et al.,
1995a).

Segin las observaciones realizadas, la cisticercosis por T. crassiceps presenta
caracteristicas atractivas para ser considerada como un buen modelo experimental, entre
las que se puede mencionar:

a. Su capacidad de infectar ratones, especie muy estudiada tanto genética como
fisiolégicamente, o que facilita el estudio de los mecanismos de proteccién asociados a esta
parasitosis, y la posibilidad de extrapolarlos al hombre y al cerdo.

b. Se reproduce por gemacién en la cavidad peritoneal de los ratones, propiedad que le
permite mantenerse facilmente en ratones de laboratorio por pases intraperitoneales
sucesivos (Freeman, 1962; Dorais and Esch, 1969), ademas de ser un compartimento muy
accesible de estudiar y de ser modificado, dando la oportunidad de evaluar los procesos de
vacunacion de forma sistematica y controlada.

c. Existe una extensa similitud antigénica entre T. solium y T. crassiceps (Larralde et al.,
1989), por lo que estos antigenos compartidos pueden ser importantes tanto para el
diagnédstico como para la vacunacion.

d. El ciclo de vida de T. soliumy T. crassiceps es muy semejante, aunque T. crassiceps
presenta la caracteristica adicional y diferencial de reproducirse por gemacién

e. Practicamente no ofrece riesgos potenciales de infeccion para el humano.

Estas caracteristicas han alentado la utilizacion de este modelo experimental, y han
pemitido orientar la investigacion en cisticercosis en base a las observaciones realizadas en

-

él.
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3.1 Ciclo de vida de Taenia solium

El ciclo de vida de la T. solium incluye una fase larvaria (cisticerco), que afecta tanto
al hombre (huésped definitivo) como al cerdo (huésped intermediario) y se adguiere por la
ingesta de huevos presentes en alimentos contaminados con heces humanas (Fig. 1).
Cuando el hombre consume carne de cerdo mal cocida e infectada, Ios cisticercos pueden
desarrollarse en el intestino al estado adulto del parasito, la ienia, la cual puede producir
cientos de miles de huevos capaces de transformarse en cisticercos cuando son ingeridos

por el hombre o el cerdo, completandose asi el ciclo de vida del parasito.

3.l1 Fases del ciclo de vida de T. solium
3.ll.a Huevos

Los huevos son excretados en las heces de los portadores del parasito adulio, y es la
Unica fase del parasito que se puede encontrar en el medio ambiente, por io que presentan
una serie de envoituras protectoras. En el huevo maduro, la envoliura mas exiema se le
denomina vitelo o capsula externa; la cual se forma a partir de la envoliura externa, de la
cual solo se observan remanentes o desaparece por completo en el huevo maduro. La
capsula extemna rodea una estructura llamada embriéforo. Este consiste en una serie de
tabiques proteicos (bloques embriofdricos), unidos mediante una proteina cementante. El
embriéforo se forma en el interior de la envoltura intema, la cual desaparece en el huevo
maduro. la capa mas intema (membrana oncosferal), envuelve directamente al embrion
hexacanto (el cual cuenta con tres pares de ganchos) maduro, llamado también oncosfera.
Cuando el huevo es ingerido por el hombre o su huésped intermediario (el cerdo), el vitelo o
cépsula es removido mecanicamente, estimulando la actividad de los ganchos de la
oncosfera. Posteriormente, fas enzimas proteoliticas del huésped actian directamente
sobre el embridforo, provocando la liberacion de los bloques embrioforicos. La oncosfera
liberada penetra la pared intestinal, alcanza vasos sanguineos o linfaticos, por cuya
corriente es transportada a cualquier tejido (muasculo, tejido infradémico, sistema netviosos,
ojos}, en donde se desarrolla a cisticerco (Coil, W. H., 1991).
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3.Lb Cisticerco

El estadio larvario {metacéstodo o cisticerco) se encuentra constifuido por una
vesicula o bolsa que contiene fluido vesicular, en la cual se encuentra el vestibulo, que
contiene un protoescolex invaginado (algunas veces indistinguibles del escolex adulto), al
final del canal en espiral. La pared de la bolsa consta de tegumento, subtegumento, y
parénquima. bLa superficie de la pared vesicular representa la superficie mas expuesta al
huésped, y a través de la cual se relaciona con él, metabdlica e inmunologicamente. Cabe
sefialar que el cisticerco carece de sistema digestivo (tiene un sistema de nuiricién por
difusion), posee una inetvacién extensa (placas neuromusculares), y en el parénquima
pueden observarse corpusculos calcareos, los cuales almacenan material organico como
glicégeno y proteinas, y material inorganico como calcio y fosforo. El sistema excretor se
encuentra compuesto por ductos con tabulos, gue terminan en células en flama (Coil, W. H.,
1991).

3.ll.c La Tenia

Cuando el hombre ingiere al cisticerco en came de cerdo cruda o mal cocida, las
enzimas y sales biliares del aparato digestivo inducen la activaciéon del parasito, el cual
evagina, y se ancla en la pared del intestino delgado para desarrollarse en un gusano
adulto.

La T. solium es un helminto hermafrodita, de cuerpo aplanado y alargado. Se fija al
intestino por el escdlex, que presenta un ganglio nervioso, una doble corona de ganchos
(rostelo), y cuatro ventosas. Posteriormente al cuello, continda el estrébilo, que se conforma
por cientos de segmentos (progiétidos), llegando a medir hasta @ meiros. Cada proglotido
maduro es un 6rgano de reproduccién independiente, en donde se lleva a cabo la
fecundacion y la produccion de miles de huevos. Los proglétidos se producen
inmediatamente detras del cuelio (area de estrobilacion), por lo que los proglétidos mas
viejos y maduros se desprenden continuamente del extremo posterior de la tenia, siendo
eliminados por el intestino.

La T. solium posee una cubierta exiema llamada tegumento (antes llamada cuticula),
que tiene funciones de absorcidn, digestién y proteccion. El tegumento envuelve a todo el
gusano, actuando como interfase entre el gusano, y el contenido del intestino delgado. El
tegumento esta conformadeo por un epitelio, donde ia parie mas exiema es anucieada,
denominandosele citoplasma distal. Por debajo se encuentra la lamina basal, que contiene

proteinas similares al colégeno vy fibras estriadas. Posteriormente se encuentran capas
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musculares subtegumentarias, y justo por debajo se encuentra el citoplasma proximal
nucleado. El citoplasma proximal se conecta con el citoplasma distal por finas
protuberancias celulares (exiensiones protopldsmicas), que cruzan las finas capas
musculares, y la lAmina basal (Coil, W. H., 1981).

3.1l La enfermedad

La alta frecuencia de infecciones humanas ocasionadas por el metacéstodo de 7.
solium resulta probablemente a consecuencia de la ingestién de huevos de T. solium a
traves de:

a. Ingestion de los huevos en alimentos o agua contaminados (heteroinfeccion).

b. Autocontaminacion por personas que tienen un gusano adulto en el intestino.

c. Posiblemente por autoinfeccion interna producida por un peristaltismo inverso, que
hace retroceder los huevos al duodeno o el estdmago para que eclosionen, y tras la
migracién al interior de tejidos somaticos o viscerales, produzcan cisticercosis (Gemmel et
al., 1985).

El estadio larvaric de este gusano se ha encontrado practicamente en todos los
organos v tejidos del cuerpo humano. Asi, se le ha encontrado en tejidos intradérmicos e
intramusculares, en ojo y también en el cerebro, donde se puede desarrollar en los
ventriculos del tejido cerebral o en capsulas quisticas superficiales (McCormick et al., 1982,
Rabiela-Cervantes et al., 1982). Los sintomas que producen varian de acuerdo al nimero
de parasitos y del tejido invadido. Por ejemplo, la presencia de ia larva en crecimiento,
provoca una secuencia tipica de reacciones celulares locales, incluida infiltracién de
neutréfilos, eosindfilos, linfocitos, células plasmaéticas, vy a veces células gigantes. Las
alteraciones histopatolégicas son muy variables en tipo, severidad, y localizacién
topografica. Los signos y sintomas causados son rara vez diagndsticos, excepto cuando la
cisticercosis es cutanea, intradémmica u ocular, en donde el parasitc es facilmente
identificable. En zonas de alta prevalencia, en un adulto que presente epilepsia, se debe
descartar la probabilidad de que sea causada por neurocisticercosis.

El tiempo entre la infeccion inicial y la aparicion de los sintomas es también muy
variable, y puede ser de algunos meses o hasta de afios (Aluja et al., 1986).
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3.IV Control sanitario

El cerdo, huésped intermediario de este parasito, desempefia un papel fundamental
en la transmision de la teniasis-cisticercosis por T. sofium. La porciculiura ristica constituye
un factor de suma importancia en la transmision de la cisticercosis, ya que la crianza de
cerdos mantenidos en libertad facilita que los animales tengan una mayor oportunidad de
consumir heces de humano contaminadas, mientras que en la porcicuitura altarmente
tecnificada la posibilidad de infeccién es muy baja. Una forma de evitar la transmision de
teniasis es la inspeccion sanitaria para evitar el consumo de came de cerdo parasitada. De
acuerdo al codigo sanitario, las canales afectadas por cisticercosis deben ser decomisadas.
Numerosos estudios demuestran la elevada frecuencia de decomiso de canales de cerdo en
México, lo que representa pérdidas econdmicas importantes (Aluja et al., 1986).

Son varios los factores responsables del control ineficiente del consumo de cerdos
criados rusticamente, como el consumo directo, la falta de rastros suficientes, la corrupcion
que frecuentemente se presenta en los mismos, la evasién de rastros premeditada, Ia poca
efectividad de las formas de identificacion de canales infectados, etc (Aluja, 1982). Dada la
importancia de la cisticercosis en la salud humana y en la porcicultura en México, ha sido
objeto de numerosos estudios refacionados con aspectos clinicos y patolégicos, asi como

con su diagnéstico, tratamiento y prevencion.

3.V Ciclo de vida de Taenia crassiceps

T. crassiceps (Zeder, 1800; Rudolphi, 1810) es un gusano platelminto de ia clase cestoda,
que se encuentra comunmente en el intestino de los zorros rojos de Europa y Norteamérica.
El estado larvario de T. crassiceps es el Cysticercus longicollis, sus huéspedes naturales
son roedores pequefios de Europa y Norteamérica, los cuales adquieren la infeccidn al
ingerir los huevos presentes en las heces de canidos infectados. Dentro del roedor, los
huevos se transforman en cisticercos que pueden ademas reproducirse por gemacion polar
miitiple. La forma aduita de T. crassiceps se desarrolla cuando un roedor con cisticercos es
ingerido por un predador cénido. La tenia alcanza la edad madura después de 6 semanas
de haber ingresado los cisticercos en el intestino de zorros y perros (Freeman, 1962),

completandose de esta forma el ciclo de vida de T. crassiceps. (Fig. 2).
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l reproduccidn

Figura 2. Ciclo de vida de Taenia crassiceps
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4. ANTECEDENTES

Para tratar de controlar esta enfermedad, se han contemplado diferentes alternativas
de prevencién, como son:

1. Campafias de educacién y mejoramiento sanitario, pues la cisticercosis es frecuente en
paises en desarrollo, donde prevalecen condiciones inadecuadas de vivienda e higiene que
favorecen la transmision (Gemmet et al., 1982).

2. El desarrollo de vacunas contra la cisticercosis porcina (Molinari et al., 1983, 1993, 1997;
Sciutto et al., 1990a, 1995; Nascimento et al., 1995). Considerando que el cerdo es el
huésped intermediario en el ciclo de vida de éste parasito, resuita el candidato ideal para
controlar esta enfermedad.

3. Modificacion genética de huéspedes naturalmente susceptibles, mediante transferencia
de genes de resistencia por transgénesis (Fragoso et al., 1996).

En el grupo de investigacion de la Dra. Edda Sciutto (Instituto de Investigaciones
Biomedicas, UNAM), se estan explorando las dos Gltimas estrategias, las cuales pueden
eventualmente ser complementarias. Respecto al desarrollo de una vacuna eficiente para la
proteccion del huésped, en los dltimos afios se ha encontrado que los antigenos del
cisticerco de T. crassiceps son capaces de proteger en contra de la infeccién experimental
murina (Sciutto et al., 1990a), asi como a los cerdos desafiados con huevos de T. solium
(Sciutto et al., 1995b).

En el avance del desarrollo de una vacuna, se comenzd con la evaluacién de la
capacidad de proteccion de antigenos totales del cisticerco de T. crassiceps, en contra de Ia
cisticercosis murina y porcina. Se encontré que se podia inducir proteccién en contra de
ambas parasitosis en la dosis apropiada (90% de proteccién en contra de la cisticercosis
murina y 50% en contra de la cisticercosis porcina) (Valdez et al., 1994; Manoutcharian et
al., 1995), aunque esta dependia de la dosis empleada (Sciutto et al., 1995b). En dosis
altas se podia inducir facilitacién a la parasitosis. Este resultado sugiri6 la presencia de
proteinas que pudieran inducir facilitacién y no-proteccién en el extracto total. Para poder
identificar a los antigenos protectores presentes en este extracto antigénico total, éste fue
separado electroforéticamente, obteniéndose 12 fracciones antigénicas (8 kDa-220 kDa),
las cuales fueron utilizadas para evaluar su capacidad protectora en ratones. De estas 12
fracciones antigénicas, se seleccionaron 3 fracciones (56, 66 y 74 kDa), que indujeron
proteccion en contra de la cisticercosis murina y porcina (Valdez et al., 1994; Manoutcharian

et al.,, 1995). También se observé que estos antigenos fueran capaces de ser reconocidos
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por sueros de cerdos infectados con cisticercos de T. sofium (Valdez et al.,, 1994). Con
base en estos resuitados y con el fin de contar con cantidades adecuadas de estas
fracciones para vacunacion, se construyé una biblioteca de cADN en el vector Uni-ZapXR,
partiendo del ARNm del cisticerco de T. crassiceps. Por procesos de inmunodeteccion con
sueros hiperinmunes de conejo, que fueron inmunizados con las fracciones antigénicas
protectoras previamente mencionadas, y con sueros tanto de ratones como de cerdos
infectados, se identificaron y seleccionaron cinco clonas que codificaban para proteinas
recombinantes de T. crassiceps (KETc1, KETc4, KETc7, KETc11, y KETc12), las cuales
fueron evaluadas tanto conira la cisticercosis murina como porcina, resultando tres clonas
(KETc4, KETc7 y KETe12) protectoras (Manoutcharian et al., 1995; 1996). La vacunacion
en contra de la cisticercosis porcina requiere proteger al cerdo durante su corta expectativa
de vida (aproximadamente de 1 ano), por lo que la respuesta inmune protectora inducida
por vacunacién solo tendria que proteger al cerdo durante este periodo de tiempo.
Para el desairolio de una vacuna existen diferentes posibilidades:
1) Inmunizacién con el propio patdégeno atenuado o muerto.
2) inmunizacién con componentes aislados del patdégeno, contra el que se pretende
vacunar.
3} Inmunizacidn con proteinas o péptidos producidos por métodos de ADN recombinantes o
sintéticos.
4) Inmunizacién con ADN.

Al respecto de esta Ultima alternativa, en 1989 Felgner y Wolff (Wolff et al.,, 1990),
comprobaron accidentalmenie que el ADN por si solo, podia entrar y expresarse en células
in vivo, pues observaron la expresién de genes reporteros en musculos cuadriceps de
ratones. Posteriormente observaron que se podia generar una respuesta inmune en contra
de una proteina antigénica. Liu y colaboradores (Ulmer et al., 1993) fueron los primeros en
demostrar la efectiva proteccién de la inmunizacién con ADN en un modelo animal. Estas
observaciones provocaron una muy activa investigacion dirigida a conocer las posibilidades
de esta nueva forma de inmunizacién (Robinson, 1995; Fynan et al., 1993a, 1993b; Wang et
al., 1993) (Apéndice 1).

La vacunacion con ADN consiste en un plasmido con un promotor fuerte, el gen de
interés y una secuencia de terminacion de la transcripcién poliadenilacional. El piasmido se
transforma en bacterias, se amplifica, se purifica, se disuelve en solucién salina, y se inyecta
directamente en el huésped. El ADN plasmidico es captado por las células del huésped y la

proteina de interés es sintetizada.



Este procedimiento presenta a priori algunas ventajas, entre las que figuran:

El ADN es capturado y expresado por ias células del huésped in vivo.

Presenta gran estabilidad con respecto a proteinas u otros polimeros biolégicos.

E! ADN plasmidico puede expresarse por periodos de tiempos prolongados en las células

del huésped, y con ello inducir una respuesta inmune protectora por tiempo prolongado.

E! ADN plasmidico puede ser producido en gran escala con una gran pureza.

Por ofra parte, se necesita saber el riesgo o consecuencias de la persistencia del ADN
plasmidico durante un largo periodo de tiempo, y su expresion en el huésped. Estas
consecuencias podrian inciuir la posibilidad de inducir tolerancia, autoinmunidad o la
posibilidad de inducir anticuerpos anti-ADN (Waine and McManus, 1995). Otra
consideracién es la posibilidad de la integracion del ADN plasmidico al huésped,
resultando en la insercién en un oncogen, una insercién que active un proto-oncogen del
huésped o una insercién que desactive a un gen supresor del huésped (Waine and
McManus, 1995). Aunque esto se ha estudiado extensivamente en los modelos animales
de experimentacion utilizados, sin encontrar evidencias en contra de este tipo de
vacunacion (Waine and McManus, 1995), habria que explorar extensamente todas estas

posibilidades, si se quiere realizar una vacuna con ADN en humanos.

En este trabajo de tesis se evaltian las posibilidades de la inmunizacién con ADN en
la cisticercosis experimental murina (Rosas et al., 1998; Cruz-Revilla et al., 1999)

21



5. OBJETIVOS

Generales

+ Evaluar la capacidad de inducir proteccién contra la cisticercosis experimental murina,
mediante la inmunizacién con ADN, y estudiar la respuesta inmune asociada.

Particulares
¢ Reclonar el gen de la clona recombinante KETc7 en el vector de expresién pcDNAS3, y
evaluar su capacidad de expresién en cultivos de células eucariontes.

¢ ldentificar en el modelo murino la capacidad protectora de la inmunizacién con ADN,

utilizando diferentes protocolos y vias de inmunizacion,
+ Evaluar la respuesta inmune celular y humoral asociada a la inmunizacién.

¢ Determinar las posibilidades de integracion del plasmido vacunal, al genoma del miocito
del huésped.

+ ldentificar la forma nativa de la proteina (KETc7) en huevos, cisticercos y tejido adulto de
Taenia solium, y en cisticercos de Taenia crassiceps.

i~
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6. MATERIALES Y METODOS

Se anexan dos articulos, en los que se describen las metodologias realizadas en este
trabajo de tesis (APENDICE V).

Brevemente, se realizé lo siguiente:

Los cisticercos de 7. crassiceps de la cepa ORF, utilizados para la infeccién, se
obtuvieron de la cavidad peritoneal de ratones hembras de la cepa BALB/cAnN, con una
parasitosis de 1 a 3 meses, después de haber sido inoculados con 10 cisticercos (2-3 mm
de diametro), por ratén. Los cisticercos han sido mantenidos por pases intraperitoneales
sucesivos, durante 10 afios en el Bioterio del Instituto de investigaciones Biomédicas,
UNAM.

Para las inmunizaciones génicas, se utilizaron ratones machos y hembras de la cepa
BALB/cAnN, de 4 a 6 semanas de edad. A los 30 dias de la tercera inmunizacion, los
ratones se parasitaron intraperitonealmente con 10 cisticercos (2 mm de diametro) en PBS
1x, para ser sacrificados por dislocacion cervical 30 dias después, realizando el conteo de la
carga parasitaria de la cavidad peritoneal de cada uno de los ratones.

Para la inmunizacion génica se realizé una primera construccién con la clonacion del
ADNc de la secuencia KETc7 previamente reportada (Manoutcharian et al., 1996), en el
vector de clonacién pcDNAS a la que se le denomin6é pTc-7. El pldsmido pTe-sp7 se
construyo agregando la secuencia para el péptido sefial del receptor de superficie celular del
betaglicano (receptor tipo Ili del TGF-B) a la secuencia KETc7. Los plasmidos fueron
purificados mediante el Kit de purificacién de Promega o mediante columnas de purificacién
de Qiagen, y llevado a una concentracion final de 1ug/ul en SS. Se verifico la expresion de
las construcciones realizadas, transfectando in vitro células C33, mediante precipitacién por
calcio, para la realizacion posterior de la inmunofluorescencia indirecta.

Las inmunizaciones génicas se realizaron utilizando agujas de insulina, con grupos de
10 ratones, los cuales fueron inmunizados en cada musculo cuadriceps del ratén, con
pcDNA3 vacio, pTc-7 o pTe-sp7, en diferentes dosis (60 o 100 pg de ADN en S8), tres
veces, cada dos semanas. Para aumentar la captacion del ADN por las células del huésped,
otros grupos de ratones fueron inyectados 24 horas antes de la inmunizacion, en el mismo
musculo con BPH

Por otra parte se inmunizaron tres veces, cada dos semanas, grupos de 10 ratones

de forma intradérmica (6 inyecciones ventrales), con 200 ng de pcDNA3 vacio o pTc-sp7.
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Los grupos controles de todos los experimentos (o ratones no inmunizados) se realizaron

inyectando intramuscularmente 100 pl de SS en cada cuadriceps, © en forma intradémmica
(6 inyecciones ventrales) con 200 pl de SS, tres veces, cada dos semanas.

Se obtuvo el suero individual de los ratones antes de comenzar las inmunizaciones, y
después de 30 dias de la Gltima inmunizacién con ADN (antes de realizar la infeccion de los
ratones). El nivel de anticuerpos fue medido por ELISA .

Para comprobar si el antigeno nativo de T. crassiceps y T. solium era reconocido por
los sueros de los ratones inmunizados, se realizé una inmunoelectrotransferencia, utilizando
antigenos de T. crassiceps y T. solium, y el suero de los ratones inmunizados y no
inmunizados, y como control positivo suero de ratones infectados con T. crassiceps.

Para la localizacion de! antigeno nativo en ambos parasitos, se utilizaron los
anticuerpos que presentaban los titulos mas altos, para la realizacion de
inmunofluorescencia de cortes de cisticercos de T. crassiceps y T. solium, y de huevos y
tegumento del adulto de 7. sofium.

Para comprobar que no se presentaba incorporacion de los plasmidos al genoma de
las células musculares del huésped, se aislé el ADN cromosomal y extracromosomal por el
método de Hirt, para la posterior deteccidn de los plasmidos mediante PCR.

Para observar los niveles de proliferacion celular, se realizé un ensayo de
proliferacién celular de células obtenidas del bazo de ratones inmunizados con pcDNAS o
pTc-sp7, ya sea inmunizados por via intramuscular o intradémnica, utilizando como
inmundgenos antigenos totales de T. crassiceps, un péptido sintético de la secuencia KETc7
(GK-1) y como mitégeno con A.

Para observar la composicién de las células proliferadas, se realizé una citometria de
flujo, midiendo los niveles de los marcadores celulares CD3*, CD4* o CD8", después de 72
hr de cultivo in vitro con el mitégeno, ios antigenos totales o el péptido sintético.

Para determinar CD3" y la expresién de interleucinas intracelulares, se realiz6 un
FACS de las células de bazo en medio solo, con los antigenos totales o con GK-1, después
de marcar las citocinas intracelulares con los anticuerpos monoclonales adecuados y
utilizando el Kit CytoStain TM de Pharmingen
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7. RESULTADOS

Se anexan dos articulos, en los que se describen los resultados obtenidos en este
trabajo de tesis (APENDICE IV).

Brevemente, se presenta un resumen de los resultados: El cADN de la secuencia del
antigeno KETc7 del cisticerco de T. crassiceps fue insertado en el piasmido pcDNA3 con y
sin la secuencia del péptido sefial del receptor del betaglicano, a las que se denominaron
pTc-7 o pTec-sp7. Se transfectaron in vitro los plasmidos pcDNA3 vacio, pTe-7 o pTc-sp7 a
células eucariontes (linea celular C33), por el método de precipitacién por calcio. La
expresion de la proteina se confirmé por inmunofluorescencia indirecta, utilizando suero de
ratén parasitado por T. crassiceps como primer anticuerpo. Se observé una clara
diferencia entre las células transfectadas con pTc-7 o pTc-sp7. Las células transfectadas
con pTc-sp7 mostraron una expresion superior a las células transfectadas con pTe-7. Las
celulas transfectadas con la construccién pTc-7, fueron poco fluorescentes con pequefios
granulos distribuidos al azar en el citoplasma, mientras que la secuencia del péptido sefal
(PTc-sp7), no solo modificé el patrén de distribucién del péptido, sino que también
incrementd de manera efectiva su nivel de expresion.

Se evaluaron diferentes protocolos, con el propdsito de encontrar las mejores
condiciones de inmunizacién. Se determinaron los niveles de anticuerpos inducidos por
inmunizacion con ADN, mediante ELISA. El ADN se purificé mediante el Kit de Promega,
segun las instrucciones de! fabricante. Los sueros de los ratones control inoculados
intramuscularmente con 100 pl de SS o diferentes concentraciones de pcDNAS3 (120 o 200
Mg por ratén), ya sea con la previa o no inyeccién de BPH (0.5% en NaC! isoténica), no
indujeron anticuerpos en contra de los antigenos del cisticerco de T. crassiceps. Los
ratones inmunizados con pTc-7 o pTc-sp7 si indujeron una respuesta de anticuerpos. En
los ratones inmunizados con pTc-7, en las dosis de 120 ug o 200 ug de ADN, solo se
observé una pobre respuesta de anticuerpos en los ratones pre-tratados 24 horas antes con
BPH. Con la inmunizacién de pTc-sp7 en las dosis de 120 o 200 g, se observé un
incremento en los ratones seroconvertidos (68 y 86% respectivamente), sin la necesidad de
la inyeccién previa con BPH. El nivel de anticuerpos generado fue muy variable para cada
ratdn, y no se encontré correlacién entre la respuesta de anticuerpos y la proteccién
individual observada.

Los anticuerpos inducidos por la inmunizacién con pTc-sp7 reaccionaron
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especificamente con la proteina nativa de 56 kDa de T. crassiceps, reportada previamente
(Manoutcharian et al., 1996), que corresponde al peso molecular esperado para la proteina
KETc¢7, y un antigeno de peso molecular similar en 7. sofium.

Los anticuerpos especificos inducidos mediante la inmunizacién con pTc-sp7 fueron
utilizados para localizar la proteina nativa en el tegumento de los cisticercos de T.
crassiceps, al igual que en la oncosfera, cisticerco y iejido aduito de T. solium, mediante
inmunofluorescencia indirecta. Considerando que estos anticuerpos detectan
especificamente el antigeno esperado, fueron utilizados para localizar el antigeno nativo en
ambos parasitos. Encontramos que los anticuerpos reconocieron un antigeno presente de
manera muy extensa en el cisticerco de T. crassiceps, ademas de una fuerte presencia del
antigeno en la oncosfera, y en el cisticerco y el tegumento de T. sofium.

Para confirmar la seguridad de este tipo de inmunizacién se corroboré que la
construccidon se mantenia episomal en las células musculares. Se examind la localizacién
del plasmido en las células musculares, 2 semanas después de la Gltima inmunizacion.
Para ello se obtuvo el ADN gendémico y episomal de los musculos de los ratones
inmunizados, para detectar la secuencia plasmidica por procedimientos de PCR, el cual se
encontré en forma episomal sin ser detectado en la fraccién gendmica.

El efecto de proteccion inducido por inmunizacién intramuscular con ADN purificado
mediante el Kit de Promega (Rosas et al.,, 1998), se realizé contando el nimero de
parasitos 30 dias después del desafio. En los ratones hembras inmunizadas con pTc-
sp7 se reduce el nimero de cisticercos de forma significativa (58.63%) comparado al grupo
control (33.37%).- En los ratones machos inmunizados con pTc-sp7 se enconiré un 100%
de proteccion, frente al grupo control (34.4%).

Siguiendo las mejores condiciones de inmunizacién previamente encontradas, se

inmunizaron los ratones intramuscular o intradérmicamente (200 ug por raton, tres veces

cada 2 semanas), con ADN purificado mediante columnas de Qiagen (y soluciones
preparadas en el laboratorio de acuerdo a las instrucciones del fabricante) (Cruz-Revilla et
al., 1999). Se observé que con ambos esquemas se inducen niveles similares de
proteccion en contra de la infeccion con 7. crassiceps (63% y 79%, respectivamente). En
ambas vias de inmunizacién (intramuscular o intradérmico), inmunizando con pcDNA3 se
disminuyd significativamente la carga parasitaria esperada (34 y 36% respectivamente,

Se observé la induccidon de anticuerpos en ratones inmunizados intradérmicamente.
Los anticuerpos que reconocen a los antigenos totales de T. crassiceps por ELISA fueron

detectados en 5 de 9 ratones inmunizados con pTc-sp7 (62%), mientras que no se
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detectaron anticuerpos en los raiones control o inmunizados con pcDNAS3.
Inesperadamente, no se observéd seroconversiSn en los ratones inmunizados
intramuscularmente con pTc-sp7. Estos resultados no son consistentes con o observado
previamente (Rosas et al., 1998), y la tnica diferencia entre ambos experimentos fue que
los plasmidos fueron purificados usando columnas de Qiagen y reactivos preparados en el
laboratorio (Cruz-Revilla et al., 1999), en lugar de utilizar el Kit de Promega (Rosas et al.,
1998).

Se obtuvieron los niveles de proliferacién de células de bazo de ratones control,
inmunizados con pcDNAS vacio o con pTc-sp7, ya sea por via intramuscular o intradérmica.
Las células de bazo obtenidas fueron estimuladas in vitro, y se observé un nivel significativo
de proliferacién inducida por los antigenos totales de 7. crassiceps o GK-1, en ratones
inmunizados tanto intramuscular como intradémicamente con pTc-sp7, mientras gue no se
observg proliferacidn en los ratones inmunizados con pcDNA3 vacié o en los ratones
control.

Los estudios de citometria de la poblacién celular proliferada provenientes de ratones
inmunizados inframuscular o intradérmicamente, demuestran que aunque existe un
incremento en las células T CD4", el incremento en linfocitos T CD8" fue mayor, ya sea
utilizando los antigenos totales de 7. crassiceps o el péptido GK-1 como mitégeno. Aunque
en menor magnitud, se observd un incremento en las poblaciones CD4™ CD8 "y CD4'CD8*
en los ratones inmunizados intramuscularmente con pcDNAS con o sin estimulacién in vitro.

La capacidad de las células de producir IL-4, IFN=y, IL-2 e IL-10 fue determinada por
FACS después de marcar las citocinas intracelulares. Se observé que las células
estimuladas con antigenos fotales de T. crassiceps o GK-1 de ratones inmunizados
presentaron una frecuencia de celulas que producian IFN-y e IL-2 significativamente mayor
que los ratones no inmunizados. Aungue en menor magnitud, las células de los ratones
inmunizados con pTc-sp7 también produjeron IL-4 e IL-10.
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8. DISCUSION

En esta tesis demostramos la induccién de una respuesta inmune protectora en
ratones mediante inmunizacién con ADN, utilizando el vector de expresién para células
eucariontes (pcDNA3), con el cADN que codifica para el antigeno recombinante KETc7
(pTc-7) en ratones (Fig. 1, articulo 1). Este antigeno habia sido previamente reportado
como protector contra la cisticercosis murina causada por T. crassiceps, y ha sido
considerado como un posible candidato para vacuna en contra de la cisticercosis por T.
solium (Manoutcharian et al., 1996). Con la administracion de la construccién pTc-7
intramuscular, solo se indujo la seroconversion de ratones cuando fue administrado con
bupivacaina. La bupivacaina ha sido extensamente utilizada con el propésito de aumentar
la eficiencia de transfeccion de las células musculares. Ha sido reportado que la
bupivacaina ayuda a la captacion del ADN por parte de las células (Thomason and Booth,
1990; Danko et al., 1994) (Apéndice Il, Tablas 5 y 6), especiaimente al inyectar el ADN en el
musculo en regeneracién (Davis et al., 1995). Ademas, produce una rapida destruccion de
las fibras musculares estriadas seguida de fagocitosis (Benoit and Belt, 1970). Mientras
tanto, claros niveles de anticuerpos se obtuvieron cuando se le agregé a la construccion
(pTc-7) la secuencia del péptido senal del betaglicano (Lopez-Casillas et al., 1991) (Fig. 3,
articulo 1), a la cual se le denominé pTc-sp7. El incremento en el nivel de anticuerpos, asi
como el alto nimero de ratones seroconvertidos inmunizando con pTc-sp7, podria deberse
al incremento en la expresién de la proteina, asi como su localizacion en la superficie de la
célula, resultando mas accesible al sistema inmune. En este sentido, es interesante senalar
que las células transfectadas in vitro con pTc-sp7, mostraron una expresion superior a
aquetlas células transfectadas con pTc-7 (Fig. 2, articulo 1). Las células transfectadas con
la construccién pTe-7, fueron poco fluorescentes con pequefios granulos distribuidos al azar
en el citoplasma (Fig. 2b, articuio 1). La secuencia del péptido sefial (pTc-sp7), no solo
modificd el patrén de distribucién del péptido, sino que también incrementd de manera
efectiva su nivel de expresién (Fig. 2¢, articulo 1). Resulta de interés que la adicién del
péptido sefal a la construccion {pTc-sp7) incrementd el nimero de ratones seroconvertidos,
Y no requirié de la previa inmunizacién con bupivacaina (Fig. 3, articulo 1). Este resultado
es de interés considerando lo traumatico y poco realista para usos practicos de la aplicacion
de la bupivacaina. Cabe agregar que la inmunizacion intramuscular se realizé directamente
a través de la piel hasta el musculo cuadriceps, y Donelly y colaboradores (1997), han
observado que la inyeccion intramuscular realizada en el musculo cuadriceps expuesto
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quirirgicamente (como se ha realizado ampliamente), produce una respuesta inmune
protectora menor que la realizada por medio de fa inyeccion intramuscular a través de fa piel
intacta.

Al respecto de la respuesta humoral, otro aspecto que resulta de interés es la
heterogeneidad de la respuesta inducida. En la Figura 3 (articulo 1), se ilustra el nivel de
anticuerpos detectado en cada ratén inocuiado. Como puede observarse, los niveles
detectados resultan bajos y muy variables entre un ratén y otro. Diferencias individuales
importanies se han reportado previamente con esta forma de inmunizacién. Asi, Rothel y
colaboradores (1997}, reportan que solo una de 15 ovejas inyectadas con pcDNA3-45W
produce anticuerpos en suero, en niveles que son considerados como protectores. En este
sentido, mientras que en la cisticercosis causada por Taenia ovis, los niveles de anticuerpos
en suero correlacionan claramente con la proteccién, en la cisticercosis por T. crassiceps, la
participacion de los anticuerpos es aln cuestionabie (Sciutto et al., 1995b). En este trabajo
no se encontré correlacion entre los niveles de anticuerpos inducidos por cada ratén vy la
proteccion individual observada (datos no mostrados).

Al respecto de la proteccién inducida por inmunizacién con pTc-sp7, encontramos
niveles significativos de proteccion (58.63% en hembras y 100% en machos) (Rosas et al.,
1998), similares a los inducidos con la correspondiente proteina recombinante (30.5% en
hembras y 73% en machos) (Manoutcharian et al.,, 1996). Curiosamente, la inmunizacién
con pcDNA3 reduce de un 33.37% en hembras y un 34.4% en machos el nimero de
parasitos esperados (Tabla 1, articuio 1). Efectos similares se han observado por Lin y
colaboradores (1998), probablemente debido al efecto adyuvante no especifico del ADN
plasmidico (Roman et al., 1997). En este sentido, se ha observado que incluidas en el
promotor del citomegalovirus asi como en el gen de resistencia a ampicilina, existen
pequefias secuencias de ADN inmunoestimuladoras, que contienen dinucledtidos CpG en
un contexto de bases particular, flanqueadas por dos purinas en el extremo 5 y dos
pirimidinas en el extremo 3, que son capaces de inducir células T y “Natural Killers®, a
secretar citocinas que favorecen una respuesta inmune de tipo Th1 policional y también la
induccion de células B (Kiinman et al.,, 1996, 1997a; Sato et al., 1996; Roman et al., 1997:
Kline et al., 1998; Krieg et al., 1995, 1998) (Apéndice 1).

Los resuitados reportados en este trabajo indican que la inmunizacién con ADN es al
menos tan eficiente como los procedimientos convencionales de vacunacién, usando la
proteina recombinante KET¢7 para inmunizar (Manoutcharian et al., 1996).

La especificidad de los anticuerpos inducida con pTc-sp7 se evalud por
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inmunoelectrotransferencia. Como se muestra en la Figura 4 (articulo 1), los anticuerpos
reconocen el antigeno nativo de T. crassiceps de 56-kDa, como se ha reportado
previamente (Manoutcharian et al.,, 1996), y un antigeno de peso molecular similar en T.
solium. Considerando que estos anticuerpos detectan especificamentie el antigeno
esperado, fueron utilizados para localizar el antigeno nativo en ambos parasitos.
Encontramos que los anticuerpos reconocieron un antigeno presente de manera muy
extensa en el cisticerco de T. crassiceps, ademas de una fuerte presencia dei antigeno en la
oncosfera de T. solium. Esta observacién es importante considerando la posible
susceptibilidad de esta fase del parasito al ataque inmune (Rajasekariah et al.,, 1982).
Aunque se ha reportado que varios antigenos son especificos a los diferentes estadios
(Harrison and Parkhouse, 1986}, no parece ser el caso del antigeno KETc7, pues
encontramos que esta proteina se encuentra muy conservada en los diferentes estadios de
T. solium, desde el tegumento del cisticerco y la tenia, hasta en el estado oncosferal. Su
presencia en el cisticerco implica su accesibilidad al sistema inmune, sobre todo en los
estadios tempranos del metacéstodo.

La proteccién inducida por la inmunizacién con ADN, utilizando la construccién pTe-
sp7 vy la presencia del plasmido en el nucleoplasma y no integrado en el genoma de la célula
huésped (Fig. 6, articulo 1), nos alenté en continuar estudiande la respuesta inmune celular
relacionada a esta proteccién.

Utilizando las mejores condiciones de inmunizacion encontradas para inducir
proteccién (inmunizacién intramuscular, con 100 pug de ADN por cuadriceps, tres
inoculaciones, con intervalos de 15 dias), confirmamos la capacidad protectora de la
construccion pTc-sp7 en ratones hembras (63%), mientras que en los ratones inmunizados
con pcDNAS3 se observé un 34% (Tabla 1, articulo 2). Estos plasmidos fueron purificados
mediante columnas de purificacion de Qiagen (Qiagen Inc. Santa Clarita, California), y
soluciones preparadas en nuestro laboratorio de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Cruz-Revilla et al., 1999).

Simultaneamente, y con el propdsitoc de evaluar la eficiencia de otras vias de
inmunizacion, se inmunizaron ratones hembras por via intradermica, utilizando las mejores
condiciones identificadas para la inmunizacion intramuscular. Encontramos que tres
inmunizaciones de pTc-sp7 de forma intradémmica, indujeron un 79% de proteccion,
mientras que en los ratones inmunizados tres veces con pcDNA3, un 36%. Como se puede
observar en la Tabla | (articulo 2), se observaron niveles similares de proteccion
inmunizando tanto intramuscular como intradérmicamente, bajo las mismas condiciones de
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inmunizacién. Asf se confirné que pcDNA3 vacio induce proteccion tanto por via
intramuscular como por via intradérmica en ratones hembras.

La mayor eficiencia de la via intradérmica, inmunizando directamente con jeringa
hipodérmica, ha sido previamente reportada por Raz y colaboradores (1984). Por otro lado,
el método de administracion del ADN, usando una aguja convencional e inyectando
intradérmicamente, ha sido investigada por Donnelly y colaboradores (1994), Hoffman y
colaboradores (1995) y Ertl y colaboradores (1995). En el caso de la inmunizacién con el
vector que expresa la nucleoproteina NP para el virus de la influenza, aunque se induce una
respuesta de CTLs, la proteccién estudiada comparando ratones inmunizados
intramuscularmente o intradérmicamente con ADN-NP, sugiere que el método intradérmico
es menos efectivo (Donnelly et al., 1994). Estas divergencias en los resultados reportados
por los distintos autores, apoyan el hecho de que esto puede reflejar las diferentes
capacidades de los plasmidos para expresar el antigeno.

Un aspecto de interés a resaltar, son las diferencias encontradas utilizando ADN
purificado por diferentes procedimientos, en ratones inmunizados intramuscularmente.
Mientras que el ADN purificado con las columnas y el Kit de Promega indujo una
seroconversion del 85% (Rosas et al., 1998), en los experimentos uiilizando ADN purificado
con ias columnas de Qiagen, en fas mismas condiciones de inmunizacién, no detectamos la
produccion de anticuerpos (Cruz-Revilla et al., 1999). Sin embargo, este Gltimo ADN indujo
el 62% de seroconversién en los ratones inmunizados intradérmicamente (Fig. 1, articulo 2).
Estos resultados podrfan deberse a diferencias en el estado conformacional y/o cantidades
relativas de ADN superenrmollado, asi como al grade de purificacion {cantidad de
endotoxinas presentes). Sin embargo, ya sea en presencia (Rosas et al., 1998) o en
ausencia de anticuerpos (Cruz-Revilla et al., 1999), encontramos que no se ve afectado el
nivel de proteccién en ratones hembras (58.6% y 63% respectivamente), por lo que la
respuesta de anticuerpos no parece ser trascendental para el desarrollo y reproduccion del
parasito, como se ha sugerido en trabajos previos (Sciutto et al., 1990b; Bojalil et al., 1993).
Las variaciones en la efectividad en la induccién de anticuerpos usando ADN obtenido por
diversos procedimientos, podria explicar resultados conflictivos que han sido reportados a
este respecto en la inmunizacién con ADN (Yang et al, 1995; Waine et al., 1997).
Adicionalmente, estos resultados indican una mayor eficiencia en la produccién de
anticuerpos a través de la vacunacion intradérmica, aspecto que ha sido reportado por otros
autores (Boyle et al., 1997; Gramzinski et al., 1998).

Todos estos resultados apuntan a la participacién importante de mecanismos
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dependientes de células para conferir inmunidad hacia la cisticercosis por T. crassiceps, por
lo que comenzamos a explorar la respuesta inmune celular inducida tanto por inmunizacién
intramuscular como intradérmica. En la Figura 2 (articulo 2) se observé un alto nivel de
proliferacién especifica inducida por los antigenos totales y por GK-1 en las células de bazo
provenientes de ratones inmunizados con pTc-sp7. Se observaron niveles similares de
proliferacion en células de bazo de ratones inmunizados por via intramuscular o
intradermica.

En la inmunizacion intramuscular, aunque el porcentaje de células CD4'CD8™ se
incrementd en las células T proliferadas, el mayor incremento se observé en el porcentaje
de células CD4CD8™ (‘Tabla ll, articulo 2). El incremento del porcentaje de células CD3*
que producen citocinas inflamatorias {IFN-y e IL-2) (Fig. 3 articulo 2) puede resultar en la
activacion de macréfagos cercanos a los parasitos, la cual puede estar involucrada en la
resistencia inducida. Tal vez el mayor nimero de células CD4CD8" pueda ser
consecuencia de las caracteristicas propias de KETc7 mas que la forma de inmunizacién.
Esto es probable considerando que la inmunizacién con el epiiope GK-1 de este antigeno
induce una respuesta inmune muy similar (Toledo et al., 1999). La respuesta de células T
citotdxicas se ha encontrado asociada a la proteccién inducida por vacunacion contra otros
parasitos (Kayes et al., 1998). La resistencia o susceptibilidad a diferentes enfermedades
han sido asociadas a una respuesta inmune predominante ya sea de tipo Th1 0 Th2. En el
caso de la resistencia a la cisticercosis murina causada por T. crassiceps, Terrazas y
colaboradores (1998) han reportado que en fases tempranas de la parasitosis, se observa
una respuesta inmune de tipo Thi, asociada a una baja reproduccién del parasito.
Conforme avanza la infeccion, se observa una respuesta de tipo Th2 mas fuerte y
permanente, asociada con el incremento en la reproduccion parasitaria. Asi, la respuesta
de tipo Th1 se encuentra involucrada en fa resistencia a ta parasitosis, mientras que la
respuesta de tipo Th2 se encuentra asociada a una mayor carga parasitaria (Terrazas et al.,
1999). Una conclusién conciliatoria, aunque no trivial, con respecto a los mecanismos
inmunes involucrados en la cisticercosis por T. crassiceps, podria implicar que fos
anticuerpos y los eventos mediados por células son ambos efectivos y suficientes encontra
del pardsito, aunque no sean igualmente detectabies en todos los protocolos de
experimentacion, en diferentes momentos de infeccién.

Por dltimo, un aspecto importante a considerar es la factibilidad de la utilizacién de las
vacunas génicas en términos de salud pdbiica. En este sentido, los procedimientos que
implican formas sencillas de inmunizacion, requieren de la obtencién de ADN de alta calidad
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y cantidad, lo cual puede impiicar altos costos. Mientras tanto, otros procedimientos de=
inmunizacion que reducen de forma considerable la cantidad de ADN empleado, como lomm
administracion por gene gun (Fynan et al., 1993b) (Apéndice 1), no estdn ain disefiados=
para una administracion en forma sencilla y se ha reportado que podrian modificar la calidad
de la respuesta inmune inducida (Felquate et al., 1997).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, aunque los resultados son muy
prometedores, falta ain explorar procedimientos de administracion mas simples y menos
cositosos, para que esta forma de inmunizacién resulie de interés para su aplicacion en
cerdos. Este trabajo sefiala ademas el interés del uso del antigeno KET¢7 en el desarrollo
de una vacuna multivalenie, establece las condiciones de inmunizacién con ADN y describe
la respuesia inmune asociada a ia resistencia obtenida, que ofrecen una altemativa para

evaluar posibles candidatos para el desarrollo de vacunas.
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9. CONCLUSIONES

e La inmunizacién génica con pTc-sp7 es capaz de inducir una respuesta inmune
protectora en contra de la cisticercosis experimental murina, con una baja respuesta
humoral y una importante respuesta celular, principalmente de células T CD4CD8", y
niveles superiores de IFN-y e IL-2 que de IL-4 o IL-10.

CONCLUSIONES PARTICULARES

1. Las construcciones pTc-sp7 y pTc-7 se expresan en células eucariontes in vitro.

2. Inmunizando intramuscularmente, el mayor indice de seroconversion (85%) y de
proteccion (58.63% en hembras y 100% en machos) se obtuvo con 200 ng de pTe-sp7
por raton, mientras que la inmunizacién con pcDNA3 disminuyé el nimero de parasitos
esperado en un 33% en hembras, y 34% en machos {purificacién del ADN con el Kit de
Promega).

3. Los anticuerpos inducidos por la inmunizacién con pTc-sp7 reconocieron el antigeno
nativo KETc7 de T. crassiceps de 56-kDa esperado, asi como un antigeno de peso
molecular similar en T. sofium.

4. Los anticuerpos reconocieron un antigeno presente de manera muy extensa en el
cisticerco de T. crassiceps. La proteina nativa se encontré conservada en los diferentes
estadios de T. solium, desde el tegumento del cisticerco y la tenia, hasta en el estado
oncosferal.

5. El plasmido se localizé en el nucleoplasma, y no se encontré integrado en el genoma de
la célula huésped, al menos hasta 30 dias después de la Gltima inmunizacién.

6. Se confimé la capacidad protectora de la construccién pTc-sp7 (purificacion del ADN por
Qiagen), inmunizando intramuscularmente con 200 ug de ADN por ratén. Se
encontraron niveles de proteccion del 63% en ratones hembras inmunizadas con pTe-
sp7, mientras que con la inmunizacién del plasmido vacio (pcDNA3) se obtuvo un 34%
de proteccién.

7. Inmunizando por via intradérmica, con las mejores condiciones identificadas para la
inmunizacién intramuscular, se obtuvo una seroconversion del 62%, y una proteccién del
79% inmunizando con pTc-sp7, frente a los ratones inmunizados con el plasmido
pcDNAS vacio (36% de proteccién).

8. Los esplenocitos de los ratones inmunizados intramuscular o intradérmicamente con
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ADN inducen una proliferacidn especifica de células T cuando se estimulan con
antigenos totales de T. crassiceps o con un epitope sintético del propio antigeno KETc¢7
(GK-1). Los estudios de citometria de la poblacién celular proliferada, demuestran que
esta poblacién esta enriquecida en linfocitos T CD8" CD4". Un incremento claro en el
porcentaje de células CD3+ que producen IFN-y e IL-2 fue detectado midiendo la

produccion de citocinas intracelulares, indicando la capacidad de pTe-sp7 de inducir una
respuesta celular efectiva.
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11. APENDICE |

Vacunacion con ADN o vacunacién génica

La observacién de que el ADN purificado inyectado directamente en ratones podia
expresarse, fue realizada por Atanasiu en 1961 (Manickan et al., 1997). No fue sino hasta
varios afios después que estas observaciones se confirmaron. Felgner y Wolf (Wolff et al.,
1990), trabajaban en el disefio de un sistema de expresion de genes para terapia génica,
empacando el ADN plasmidico en liposomas catiénicos, con el propésito de fusionar estos
liposomas con las membranas celulares. Lograron muy exitosamente que el plasmido se
liberara dentro de las células in vivo, y la expresion de la proteina codificada por el gen
incorporado en el plasmido. Curiosamente observaron que el ADN inoculado también se
expresaba. A laluz de las observaciones disponibles hasta entonces, esto no tenia sentido.
Felgner repiti6 muchas veces el experimento, obteniendo el mismo resultado, hasta que se
convencié de que el ADN por si solo, podia entrar y expresarse en las células in vivo,
observando la expresién de genes reporteros en miusculos cuadriceps de ratones. Tang y
colaboradores (1992), probaron por primera vez que la administracion por gene gun del
ADN plasmidico en ratones, era una manera efectiva de generar una respuesta de
anticuerpos encontra de la hormona de crecimiento humano y la ¢-1 anti-tripsina humana.
Posteriormente, Liu y colaboradores (Ulmer et al., 1993), demostraron inicialmente la
efectiva proteccidn de la inmunizacién con ADN en contra de una proteina viral, inyectado
directamente en los musculos cuadriceps de los ratones, produciendo una respuesta tanto
celular como humoral, utilizando una construccidn que expresaba la nucleoproteina (NP)
del virus de la influenza A, protegiendo en un 90% contra los retos letales del virus, en
donde solo el 20% de los controles sobrevivia, lo que fue confirmado por Yankauckas y
colaboradores (1993).

Estas observaciones generaron grandes expectativas y provocaron un incremenio
impresionante de trabajos en esta drea de investigacion, que reportaron tanto proteccion
como la generacién de respuesta inmune humoral, células Th y CTLs contra los
correspondientes antigenos (Tang et al., 1992; Fynan et al., 1993a,1993b; Robinson et al.,
1993; Ulmer et al., 1993; Raz et al,, 1994; Rhodes et al., 1994; Webster et al., 1994).

La vacunacion génica se ha aplicado en diferentes modelos animales: ratén, ratas,
hurones, conejos, gatos, pollos, cerdos, primates no humanos, humanos (Hengge et al.,
1996, Yang et al., 1995; Donnelly et al., 1987; Swain et al., 1997), aplicada por diferentes
metodos: inyeccidn con jeringa hipodérmica de ADN en solucion salina (Tabla 1), o por la
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técnica de liberacién de ADN llamada gene gun (Tabla 2), que se basa en el bombardeo de
los tejidos con particulas de oro cubiertas con ADN o ARNm (Wiliams et al., 1991:
Eisenbraun et al., 1993; Fynan et al., 1993b; Feltquate et al., 1997; Torres et al., 1997).
Recientemente, se ha propuesto por el Dr. Rod Ruoff en 1998 (Department of Physics at
Washington University; St Louis, MO.) un nuevo tipo de particulas para gene gun llamadas
Magnetic Designer Particles (DP), que pueden tener diferentes formas (atn para la
aplicacion de liquidos), o ser de diferentes materiales como ceramica, metal o vidrio.
También se ha propuesto por la compafiia Vaxin Pharmaceuticals INC, dirijido por el Dr.
De-Chu Tang en septiembre de 1998, una tecnologia de liberacién del ADN en la piel a
través de un parche adhesivo (libre de agujas), lo cual reduciria el costo de la vacunacién
en personas, ademas de ser aplicada sin dolor. Todos los métodos que se han aplicado
tienen el fin de lograr la incorporacién del ADN en las células, con la mayor eficiencia
posible para expresar las respectivas proteinas vacunales, e inducir una respuesta inmune
que confiera proteccion. También se han evaluado diferentes rutas de inmunizacién como
el muscuto (en quadriceps o tibialis), en piel, de forma intravenosa o en mucosas (como de
forma intranasal o intratraqueal), aunque el método por gene gun se ha aplicado
generalmente en piel (Wolf et al., 1991; Davis et al., 1993; Fynan et al., 1993b; Robinson et
al., 1995; Felquate et al., 1997).

La inmunizacion intramuscular con jeringa hipodérmica es el método de inmunizacion
mas comunmente utilizado, y las células musculares han sido muy estudiadas en cuanto a
su capacidad de presentar antigenos y despertar una respuesta inmune (Hohlfeld and
Engel, 1994). El hecho de la popularidad de la inmunizacién intramuscular del ADN en
solucion salina con jeringa hipodérmica, se debe tanto a su bajo costo, como a la facilidad
de inmunizar por este método, y aunque en menor medida, también se ha utilizado gene
gun. Utilizando gene gun, Tang y colaboradores (1992), demostraron por ptimera vez la
obtencion de una respuesta inmune humoral vacunando con ADN, y junto con Williams y
colaboradores (1991), fueron los primeros reportes del uso de gene gun en un sistema
animal para generar una respuesta inmune, pues anteriormente solo se utilizaba para la
transfeccion de células de plantas. Esta técnica resulta actualmente mas costosa y menos
accesible, pero tiene la ventaja de que requiere cantidades muy inferiores de ADN.
Utilizando las mismas construcciones, se ha comparado la inyeccion salina y la técnica de
gene gun (Webster et al., 1994; Pertmer et al., 1995, 1996; Robinson et al., 1995).
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En la Tabla 3 se ilustra la cantidad de ADN requerida por gene gun para obtener los
resultados equivalentes a los obtenidos con la liberacién del ADN, usando jeringa
hipodérmmica. Webster y colaboradores (1994}, demosiraron que las bolitas de oro cubiertas
con el ADN administrado en la piel de hurones con gene gun (de 0.8 a 2 ng de ADN por
hurén), es mas eficiente (proteccién completa frente al reto), que la inmunidad inducida con
la inyeccion intramuscular en ambos cuadriceps (500 pg por hurdn), la cual no previno la
infeccién. EI menor requerimienio de ADN por gene gun, se debe a que por este
procedimiento, el ADN que cubre las bolitas de oro tiene una alta eficiencia para
introducirse directamente a través de las membranas plasmaticas de las células (Williams
et al.,, 1991; Tang et al, 1992; Eisenbraun et al., 1993), mientras que con inyeccion
intramuscular (con jeringa de insulina}, el ADN inyectado queda en el espacio extracelular
(Wolff et al.,, 1992; Davis et al., 1993), seguido por la intemalizacién del ADN por un
mecanismo aln desconocido (Wolff et al., 1992; Davis et al., 1993; Ulmer et al., 1994}, lo
cual pueda implicar un distinto proceso de transfeccion de las células, que resulte en una
induccion de distintos fipos de células Th (Feliquate et al., 1997). Aunque en términos
generales se ha encontrado que se necesita de 100 a 1000 veces mas de ADN
inmunizando con jeringa que con gene gun, para generar la misma respuesta de
anticuerpos (Pertmer et al., 1995; Robinson et al., 1995), el grupo de Liu (Ulmer et al.,
1994), encontré que vacunando con plasmidos que expresaban la hemaglutinina (HA) o la
nucleoproteina (NP) del virus de la influenza, generaban anticuerpos o linfocitos T-
citotoxicos especificos respectivamente, y en ambos casos observaron proteccion
completa, inmunizando intramuscularmente en cuadriceps de ratones con solo 1 pg de
ADN, por lo que bajas dosis de ADN administrado por inyeccion intramuscular provee de
una proteccién eficiente contra el virus de la influienza. También encontraron una
correlacion entre la dosis de ADN inyecitado, y la magnitud de la respuesta inmune
generada. Deck y colaboradores (1997), reportaron que vacunando intramuscularmente
con el plasmido que expresaba la hemaglutinina (HA) del virus de la influenza, encontraban
un 100% de proteccién por anticuerpos en ratones, después de un reto letal, inmunizando
con tan solo 1ug de ADN (dos veces). Dosis de 10 a 100 pg, con el subsecuente desafio,
no incrementé los titulos de anticuerpos observados previamente.  El titulo alto de

anticuerpos fue mantenido por lo menos durante 1.5 anos.
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La mayor eficiencia de la inmunizacién intradémica frente a la inmunizacién
intramuscular, inyectando directamente con jeringa hipodémmica, ha sido previamente
reportada por Raz y colaboradores (1924), y confirnado por Cruz-Revilla y colaboradores
(1999), los cuales reportaron que ia inmunizacién con pTc-sp7 de forma intradérmica, indujo
un nivel de proteccion del 80% frente a un 63% por la ruta intramuscular. Por otro lado, el
método de administracion del ADN, usando una aguja convencional e inyectando
intradérmicamente, también ha sido investigada por Donnelly y colaboradores (1994),
Hoffman y colaboradores (1995) y Ertl y colaboradores (1995). En el caso de la
inmunizaciéon con el vector que expresa Ia nucleoproteina NP para el virus de ia influenza,
aunque se induce una respuesia de CTLs, la proteccién estudiada comparando ratones
inmunizados inframuscularmente o intradérmicamente con ADN NP, sugiere que el método
intfradérmico es menos efectivo (Donnelly et al., 1994). Estas divergencias en los resultados
reporiados por los distintos autores, apoyan el hecho de que esto puede refigjar las
diferentes capacidades de los plasmidos para expresar el antigeno.

La inmunizacion en piel (ya sea por inyeccién con aguja o por gene gun}, implica que
las células transfectadas in vivo sean células epidermales. El tejido linfoide asociado a la
piel provee de un alto grado de vigitancia inmune activa y es rico en células que fagocitan,
como las células de Langerhans y/o las células dendriticas de la demmis, las cuales pueden
presentar los antigenos a los componentes ayudadores del sistema inmune celular (Webster
et al.,, 1994). Las células de Langerhans son células dendriticas, que cuentan con Aparato
de Golgi, reticulo endoplasmico, lisosomas, mitocondrias y granulos de Birbeck. Son células
presentadoras de antigenos, las cuales llegan hasta la piel por los vasos sanguineos de la
dermis y luego invaden la epidermis. La mayoria se sitiia en el estrato germinativo e inician
reacciones de hipersensibilidad. Presentan receptores de Fc (IgG) y C3, para macréfagos y
monocitos, y MHC de clase Il

Por otra parte, se observo el efecto inmunoestimulador del ADN en bacterias, el cual
es capaz de inducir esplenocitos asi como celulas B, T y “Natural Killer®, para que produzcan

citocinas de tipo Th1 como IL-12, IFN-y e IFN-af, a lo que se le ha denominado efecto

adyuvante no especifico del ADN plasmidico (Feliquate et al.,, 1997; Roman et al., 1897).
Se ha observado que incluidas en el promotor del citornegalovirus, asi como en el gen de
resistencia a ampicilina, existen pequerfias secuencias de ADN inmunoestimuladoras (1SS-
DNA), que contienen dinucledtidos CpG, flanqueadas por dos purinas en el extremo 5’ y dos
pirimidinas en el extremo 3’, con la formula general 5’-PurPurCGPyrPyr-3’ (Krieg et al., 1995,
19898; Klinman et al., 1996, 1997a; Sato et al., 1996; Roman et al., 1997; Kline et al., 1998;
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Yi et al., 1998a). Estas contienen el hexamero CpG siguiente: 5-GACGTC-3, 5-AGCGCT-
3"y 5-AACGTT-3". Los dinocledtidos CpG son poco representados en el ADN vertebrado y
usualmente se encuentran metilados. En contraste, los dinucledtidos CpG se encuentran
presentes en frecuencia esperada en el ADN bacterial y se encuentran no metilados (Yi et
al., 1996a). Se ha reportado que estos motivos inducen una amplia variedad de citocinas, y
activan células B, monocitos, células dendriticas y células NK (Weiner et al., 1997). Yi y
colaboradores {1996b), observaron una rapida activacién en la transcripcién de IL-6 inducida
por los CpG a través de la via dependiente de los intermediarios de oxigeno reactivo.
También se ha observado que los motivos CpG en el ADN bacteriano activan ieucocitos
(induccion de la transcripcion de genes leucocitarios y la secrecién de citocinas), a través de
la generacion de especies de oxigeno reactivo dependientes del pH (Yi et al., 1998b). Estos
estudios demustran una via novedosa de activacion de leucocitos por motivos CpG. En
diciembre de 1998, el grupo de “Dynavax Technologies Corporation” (fundada en 1996),
publicé que una sola administracion sistémica o por mucosas (intranasal o intratraqueal), de
ISS-DNA, en el modelo murino de asma alérgica, inhibe los sintomas de la enfermedad de
forma tan efectiva como la administracién diaria y sistémica de corticosteroides por 7 dias.
Ademas, a diferencia de los corticoesteroides, las inyecciones con 1SS-DNA fueron capaces
de redireccionar la respuesta inmune, llevando de una fuerte respuesta Th2 asociada a la
inflamacion alérgica, a una respuesta Th1 no alérgica. Este estudio demuestra por primera
vez in vivo, que ias ISS-DNA pueden ser utilizadas como una droga, tanto para inhibir como
para modificar las enfermedades alérgicas (Broide et al., 1998), asi como el asma. Ademas,
la tecnologia creada por Dynavax provee de la oporiunidad de intervenir directamente en los
procesos de enfermedades autoinmunes e inflamatorias, ofreciendo alternativas tinicas en
el tratamiento, o en su uso para el aumento en la respuesta inmune hacia enfermedads
infecciosas. Davis y colaboradores (1998), utilizando oligoxinucleétidos sintéticos (ODN),
con motivos CpGs, inmunizando junto con el antigeno de superficie recombinante del virus
de la hepatitis B (HbsAg) en ratones, encontraron titulos de anticuerpos 5 veces mas altos
que la inmunizacién con HbsAg y el adyuvante standard (hidréxido de aluminio). Pero
cuando se inmunizaba con HbsAG y CpG ODN ademas del aluminio, los titulos fueron 35
veces mas altos que los ratones inmunizados con el aluminio, indicando la fuerte interaccion
sinérgica entre CpG ODN vy el aluminio. Los ODN sin motivos CpG, tienen poca o no
aumentan la respuesta inmune. El aluminio induce una respuesta humoral Th2 (IgG1
principalmente), y no CTLs. En contraste, CpG ODN induce una fuerte respuesta TH1,
predominantemente de anticuerpos IgG2a y CTLs, alin mezclado con el aluminio. Con ello
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se demuestra la capacidad prometedora de los CpG ODN para ser usados en vacunacion.

A diferencia de la relacién de dependencia entre dosis/peso corporal y respuesta
inducida en la inmunizacién con proteinas, la inmunizacién con ADN requiere de una cierta
dosis para asegurar la incorporacion a las células, que resulta similar para especies de
diferentes pesos. Asi las mismas dosis han resultado eficientes tanto para ratones como
para cabras (Cox et al., 1993), ademas de que la habilidad de generar diferenies tipos de
Th no se debe a las diferencias en la dosis de ADN utilizado (Feltquate et al., 1997).

Aun cuando la mayor parte de los trabajos de inmunizacién génica se han realizado
enh modelos experimentales de enfermedades infecciosas, tanto virales como bacterianas
(Umer et al., 1993, 1994, 1996; Lai et al., 1997), mas recientemente se han tenido avances
en intentos de vacunacion génica conira parasitos unicelulares (Xu and Liew, 1994;
Sedegah et al., 1994; Gardner et al;1996; Donnelly et al., 1997); pero poco se ha avanzado
en inducir respuestas eficientes contra parasitos pluricelulares (Yang et al., 1995; Rothel et
al.,, 1997; Kayes et al., 1998; Rosas et al., 1998; Cruz-Revilla et al., 1999). Las Tablas 1, 2
y 3 muestran algunos ejemplos de las enfermedades contra las cuales se ha buscado
proteccién mediante inmunizacion génica, asi como el sitio, la forma de inmunizacién y el
tipo de inmunidad conferida. La proteccion, por vacunas de ADN en modelos de
enfermedades preclinicas, ya sea mediada por una respuesta celular o de anticuerpos,
comenzd encontra del virus de la influenza en modelos de ratones {Ulmer et al., 1993;
Ulmer et al., 1994; Fu et al., 1997a; Pertmer et al., 1996; Kodihalli et al., 1997), aves (Fynan
et al,, 1993a), en modelos de hurones (Donnelly et al., 1995b; Webster et al.,, 1994), y
avanzo al virus del herpes bovino (Cox et al., 1993}, al modelo del virus del herpes simplex
humano en el modelo murino, y en mucosas de congjillos de Indias (Ghiasi et al., 1995;
Manickan et al., 1995; McClements et al., 1996; Kuklin et al., 1997), el virus de la rabia
(Xiang et al., 1995a), el virus de la cariomeningitis linfocitica (Yokoyama et al., 1995;), el
virus del papiloma del conejo (Donnelly et al., 1996), el virus de la hepatitis B {Davis et al.,
1993, 1997; Whalen an Davis et al., 1995), y el virus HIV en modelo murino (Tobery and
Siliciano, 1997; Peet et al., 1997), en chimpancees (Boyer et al.,, 1997), y en humanos
(Calarota et al., 1998). Una de las importancias de la tecnologia de la vacunacion con ADN
en las enfermedades virales, es que la expresion de las protefnas virales in situ después de
la vacunacién con ADN puede llevar al plegamiento, modificaciones postraduccionales y
transporie intracelular correcio, pues las proteinas virales normaimente se expresan en la
célula eucarionte del huésped durante el curso de una infeccion viral. En contraste, las

proteinas bacterianas son expresadas por si mismas, y no por la maquinaria para sintetizar
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proteinas de la célula huésped, por lo que la expresién de proteinas bacterianas en células
eucariontes puede llevar a diferentes modificaciones postraduccionales resultando en una
conformacion no-nativa. Sin embargo, la inyeccién del ADN plasmidico es una manera
efectiva de expresar las proteinas bacterianas en células eucariontas (tanto antigenos como
proteinas reporteras), y proveen de proteccién en modelos de enfermedades bacterianas
en animales. En el caso de Mycobacterium pulmonis (Barry et al., 1995), confirieron
proteccién inmunizando con varios miles de plasmidos distintos, usando un coctel como
vacuna, a lo que se le ha llamado inmunizacién génica con una biblioteca de expresién, por
lo que la mezcla presenta al menos un plasmido que codifica para un antigeno (o una parte
de él), que le confiere proteccidn. También se ha obtenido una respuesta protectora
vacunando con ADN de antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Huygen et al., 1996;
Tascon et al., 1996; Ulmer et al., 1996), proteinas de Mycobacterium leprae (Lowrie et al.,
1994), contra el fragmento C de la toxina teténica de Clostridium tetani (Anderson et al.,
1996), o contra la proteina porina OmpC de Salmonella typhi (Lopez-Macias et al., 1996).
Las vacunas con ADN también se han probado para enfermedades parasitarias, encontra
de protozoarios unicelulares como Leishmania major (Xu and Liew, 1994; Xu et al., 1995),
Plasmodium yoelii (Sedegah et al., 1994; Gardner et al.,1996; Doolan et al., 1996), o
Plasmodium berghei (Leitner et al., 1997); contra proteinas de pardsitos metazoarios
multicelulares como Schistosoma mansoni (Kayes et al., 1998) o Schistosoma japanicum
(Yang et al., 1995), o parasitos pluricelulares como los céstodos Taenia crassiceps (Rosas
et al., 1998; Cruz-Revilla et al., 1999), o Taenia ovis (Rothel et al., 1997). El grupo de Glaxo
Wellcome en colaboracién con PowderJect Pharmaceuticals plc (PowderJect vaccines
Inc.,), dirijido por el Dr. Paul R. Drayson, informé el 7 de diciembre de 1998, el logro de ia
primera vacuna de ADN profildctica, capaz de inducir una respuesta inmune protectora en
humanos contra la hepatisis B humana. Esto sefiala el primer logro de respuesta inmune
protectora con vacunacion génica, en pruebas clinicas humanas. Este grupo formuld y
liberé el ADN en la piel como “polvo seco” adherido a particulas microscépicas de oro,
utiizando un revolucionario sistema de liberacién “libre de agujas” (needle-free Dermal
PowderJect ® System”), inmunizando tres veces. Con esta formulacién “en polvo”, reportan
que utilizan 1000 veces menos de ADN por dosis que las tercnologias actualmente en
competencia, lo cual es un factor critico para que sea exitosa comercialmente.

La vacunacidn génica crea nuevas esperanzas para el desarrolio de vacunas, pues
aparentemente presenta ventajas no solo respecto a las vacunas vivas atenuadas, o formas
muertas de todo el organismos, sino también frente a las vacunas con proteinas nativas o
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recombinantes (Tabla 4). Las vacunas vivas atenuadas presentan el inconveniente de que
se administra todo el patégeno completo, como las vacunas de la polio, viruela, sarampién,
paperas o rubedla; por lo que existe el riesgo intrinseco de que pueda ser patogénico otra
vez. La ventaja de este tipo de vacunas es que puede inducir una respuesta de CTLs, Thy
de anticuerpos, lo cual no ocurre con las vacunas que utilizan formas muertas de todo el
organismo, pues generalmente no son capaces de inducir una respuesta de CTLs, aunque
no llevan el riesgo de una vacuna viva. La administracion de proteinas nativas o
recombinantes, como las vacunas contra el tétano, difteria toxide o derivados
recombinantes, como el antigeno de superficie B conira la hepatitis, no inducen
generalmente una respuesta citotdxica, y se requiere de estimulos sucesivos para inducir y
mantener una respuesta inmune tanto celular como humoral. Los sistemas de expresion
recombinante in vitro, producen proteinas que pueden tener modificaciones
postraduccionales, o una conformacion altemativa o diferente a la que tendria la proteina
de tipo silvestre, producida por ejemplo en una infeccidén viral. En cambio, las vacunas con
ADN al expresar las proteinas dentro de las células del huésped, son capaces de inducir
una respuesta tanto humoral y/o celular prolongada (Yankauckas et al., 1993; Xu and Liew,
1994; Nichols et al., 1995; Donelly et al., 1997), sin el riesgo asociado a las vacunas vivas,
pues se ha visto que los plasmidos pueden manienerse en las células musculares por un
largo tiempo (Wolff et al., 1992; Ulmer et al., 1993; Deck et al., 1997). Sin embargo, se
requiere identificar en bibliotecas genomicas o directamente en los tejidos, por medio de
técnicas como PCR, las secuencias que codifican para las proteinas protecioras (Barry et
al., 1995; Lu et al., 1996).
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Tabla 4. Tipos de Vacuna __

Vacunas vivas atenuadas como las
vacunas de la polio, varicela, viruela,
sarampién, paperas, rubedla

Inconveniente: se administra todo el

patégeno completo por lo que existe el
riesgo intrinseco de que pueda ser

patogénico otra vez,
Ventaja: puede inducir una respuesta de

CTLs, Th, y de anticuerpos, o cual no
ocurre con las vacunas que utilizan
formas muertas de todo el organismo,
pues generalmente no son capaces de

inducir una respuesta de CTLs, aunque
no llevan el riesgo de una vacuna viva.

Vacunas vivas atenuadas _mediante
{écnicas de ADN recombinante:

mutando o deletando el gen virulento.
En experimentacion para el virus de la

influenza, y una nueva forma de vacuna
para Salmonella typhy

Se obtiene una vacuna no patogénica,
donde la reversion al tipo silvestre es

practicamente imposible, con las
ventajas de una vacuna viva.

Proteinas nativas o recombinantes como
las vacunas contra el tétano, difteria

toxide o derivados recombinantes, como

el antigeno de superficie B contra la
Hepatitis.

Generalmente no inducen una respuesta
Citotdxica, y se requiere de estimulos
sucesivos para inducir, y mantener una
respuesta inmune tanto celular como
humoral.

Vacuna con péptidos sintéticos.

En experimentacion contra la malaria,
Leishmania oTaeniasp)

Vacuna segura, puede ser capaz de

inducir una respuesta celular y/o
humoral, con el inconveniente de tener

que identificar el epitope inmunogénico.

Vacunas con ADN o
vacunas génicas.

Al expresar las proteinas dentro de las
células del huésped, son capaces de

inducir una respuesta tanto humoral y/o
celular prolongada, sin el riesgo

asociado a las vacunas vivas.
Es especialmente eficiente para inducir

una respuesta inmune citotéxica.
Falta confirmar su seguridad en

humanos.
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El grupo de Whalen (Davis et al.,, 1996), reportaron que una sola inmunizacién
geénica intramuscular con el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HbsAg),
produce una respuesta inmune humoral fuerte y de larga duracién, similar a la induccién
producida por una sola inyeccién con la proteina recombinante. Aunque parecen ser
amplias las ventajas de la inmunizacién génica frente a otro tipo de vacunas, ain cabe el
riesgo de reveriirse en la forma peligrosa, sobre todo en vacunas en conira de las mas
serias infecciones virales. Por ello, se han comenzado a evaluar a finales de afio de 1998,
vacunas que usan ARN como material de inmunizacién. Aun asi, existen investigadores
que dicen que no es seguro este tipo de vacunas no se reviertan a la forma peligrosa. Por
ello aln falta por evaluar la total seguridad en la inmunizacién con ADN o ARN.

En un principio solo se realizaba la vacunacion génica con los plasmidos que
expresaban la proteina de interés, pero después se ha probado co-inyectar otros plasmidos
que contengan otras secuencias, las cuales sean secuencias co-estimuladoras, que pueden
amplificar la respuesta inmune, o inducira hacia algtin tipo de respuesta, la cual se conozca
que sea capaz de inducir proteccién. También se ha probado con “plasmidos duales®, los
cuales contienen 2 cassefies de expresién independientes. A esto se le ha llamado
inmunizacion polinucleétida (Conry et al., 1996; Tuting et al., 1998). Estas secuencias
pueden ser genes de citocinas como GM-CSF (Xiang and Ertl, 1995b) o IL-12, asi como
moléculas coestimuladoras como B7.1 o B7.2 (Tascon et al., 1996; Iwasaki et al., 1997a;
Kuhrober et al., 1997). Puede ser que las vacunas de ADN no reemplacen otro tipo de
vacunacion, pero si pueden utilizarse para redireccionar la naturaleza de la respuesta
inmune. Ademas, este procedimiento también puede utilizarse como una herramienta util
para la produccion de anticuerpos polinucleares o mononucleares, expresando antigenos in
vivo, como se reporta para la hormona de crecimiento humano, por el grupo de Johnston en
1994 (Barry et al, 1994). También se ha evaluado la inmunizacién con ADN en
combinacion con una vacuna recombinante. Fuller y colaboradores (1997), evaluaron la
capacidad de inducir una respuesta inmune protectora encontra del virus de la
inmunodeficiencia del simio (SIV), inmunizando con el ADN que codifica para
SIVmac239gp120 y gp160, solo o con una subsecuente dosis de la vacuna recombiante
SIVmac251gp120. También se reaiizé el experimento inmunizando primero con la vacuna
recombinante, sola o con una dltima inmunizacién con ADN. Observaron que las
inmunizaciones que implicaban tanto la inmunizacion con ADN como con la vacuna
recombinante, los macacos presentaban tifulos de anticuerpos significativamente mas altos

que los grupos inmunizados soio con ADN o solo con la vacuna recombinante, mostrando
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que existe una relacion sinérgica en una vacuna basada en una inmunizacién con ADN vy
una vacuna recombinante. Por otra parte, Rothe y colaboradores (1977), utilizaron la
vacunacion con ADN en ovejas, en combinacién con una vacuna recombinante (rec45wj),
en contra de Taenia ovis. El gen que codifica para el antigeno protector de 45w de Taenia
ovis, fue clonado en el vector pcDNA3 (pcDNAS3-45w) y utilizado para inmunizar de forma
intramuscutar o intradérmica. Utilizando ambas rutas de inmunizacién, obtuvieron una
respuesta humoral predominantemente de IgG1. Sin embargo, el nivel de anticerpos fue
bajo y repetidas vacunaciones no aumentaron la respuesta inmune. La inyeccion
intramuscular de pcDNA3-45w en animales con una respuesta inmune previamente
generada por la vacunacion con rec45w (con Quil A de adyuvante), no resulté en un
aumento en los niveles de anticerpos. Una vacunacion inicial con pcDNA3-45w y una
subsecuente vacunacién con recd45w, resulté en niveles significativamente altos de
anticuerpos, comparados con la respuesta obtenida en ovejas vacunadas unicamente con
rec45w. Este aumento fue predominantemente de tipo igG1. Una segunda vacunacién de
estos animales con rec45w no resultdé en un incremento de igG1, pero aumenté 10 veces
los niveles de 1gG2.

Existen diferentes factores que se ven involucrados en la respuesta inmune inducida
por vacunacion con ADN: la naturaleza del organismo que sera inmunizado, el esquema de
inmunizacion, la construccién de la vacuna génica utilizada, el método y la ruta de
inmunizacion, la forma en que serd expresado el antigeno (ya sea secretado, asociado a la
membrana, citosdlico o particulado), y el antigeno por si mismo. La vacunacién con ADN
abre las posibilidades de estudiar de forma mas amplia, los diferentes tipos de respuesta
inmune inducidos después de su aplicacion. La inmunizacién génica es especiaimente
eficiente para inducir una respuesta inmune citotéxica, por lo que al parecer los antigenos
producidos se expresan preferentemente por MHC de clase | (Hohlfeld and Engel, 1994;
Doe et al., 1996; lwasaki et al., 1997b).

Al respecto de cuales son los tipos celulares que pudieran estar involucrados en la
presentacion antigénica, las propuestas han cambiado desde los primeros reportes, los
cuales fueron muy especulativos, hasta la fecha. Wolff y colaboradores reportaron en 1990
que después de una sola inyeccion intramuscular (100 pg), las células musculares eran
capaces de expresar los genes reporteros por lo menos durante dos meses, por lo que se
pensé que podian tener la capacidad de ser APCs profesionales facultativas e inducir una
respuesta tanto celular como humoral (Hohlfeld and Engel, 1994). Esto fue apoyado por
ofras investigaciones. En 1990, Hohlfeld y Engel publicaron que la expresion de HLA de
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clase ll, podia ser inducida en mioblatos mononucleados de muisculo, después de un cultivo
de 5 dfas en presencia de IFN-gamma recombinante humano. Posteriormente, Goebels y
colaboradores (1992), cultivaron mioblastos humanos de misculo, y observaron que si eran
tratados con IFN gamma, inducian una proliferacion antigénica especifica. Sus resultados
sugerian que fos mioblastos humanos podrian actuar como APCs facultativas durante una
reaccién inmune local en el misculo. En 1993, Hohlfeld y colaboradores publicaron que
bajo condiciones de cultivo estandar, las células musculares expresaban molécuias de HLA
clase |, pero si estos mioblastos eran estimulados con IFN gamma, podian expresar
moléculas de HLA clase Ii y adquirir el potencial para procesar y presentar antigenos a
celulas T CD4+. Posteriormente, el conocer que tipo celular (dependiendo del sitio de
inoculacion), es el responsable de efectuar la verdadera y correcta presentacion de los
antigenos para llevar a cabo la respuesta inmune observada, se ha convertido en un area
de investigacion sumamente importante en fos trabajos con vacunacién génica, pues esto
ayudaria a comprender mejor como se lleva a cabo la induccién de la respuesta inmune
celular y/o humoral.

La induccion del CTLs restrictivos a MHC de clase |, inmunizando intramuscularmente,
puede implicar, (como se pensé primero), la presentacion de antigenos mediado
directamente por miocitos transfectados, aunque los miotubos del misculo expresan
constitutivamente MHC de clase |, pero no MHC de clase Il (Michaelis et al., 1993).
Después se pens6 que las APCs profesionales también podian ser transfectadas, ya sea
que se transfecten en el sitio de la inoculacién, o el ADN viaje hasta el bazo, donde se inicie
la respuesta inmune. También puede implicar la transferencia del antigeno de los miocitos
transfectados a APCs profesionales (Fu et al., 1997b).

Actualmente, se propone que las células musculares solo proporcionan el antigeno
para que las APCs profesionales de origen hematopoyético realicen la accién de
presentarlo (Doe et al., 1996; lwasaki, 1997b). De hecho, se ha demostrado que las células
que juegan un papel clave en el proceso de presentacion del antigeno, tanto en
inmunizacién epidérmica por gene gun, asi como inmunizacién intramuscular con jeringa
hipodémmica, son APCs profesionales de origen hematopoyético (lwasaki et al., 1997b;
Tuting et al, 1998). En inmunizaciones intramusculares con aguja hipodérmica, se ha
retirado el masculo 10 minutos después de efectuar la inyeccién, y se ha observado que la
respuesta humoral no se ve afectada, ni en su magnitud ni en su duracién, frente a los que
no se les retiré el masculo, por lo que se propone que en el caso del misculo inyectado por

vacunacion con ADN, las células musculares no juegan un papel esencial para la induccion
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de CTLs. Probablemente, el ADN puede ser capaz de moverse libre por los vasos linfaticos
o sanguineos hacia otros tejidos (como el bazo), y alcanzar otros tipos celulares (APCs
profesionales que inicien la respuesta), o tal vez las células sanguineas en transito por el
lugar sean transfectadas en el momento, para después alejarse a otros sitios (Robinson
and Torres, 1997). Estas observaciones se realizaron utilizando la proteina HA del virus de
la influenza, que se asocia a membranas; para la hormona del crecimiento humano, que es
secretada; y una nucleoproteina del virus de la influenza, que es una nucleoproteina
intracelular (Torres et al., 1997), y en ningin caso la forma en que fue expresado el
antigeno afecté el resultado.

Por otra parte, si las APCs de origen hematopoyético son las responsables de la
presentacion del antigeno, y se ha visto la transfeccion de las células musculares con
inyeccion intramuscular con  ADN (Rosas et al., 1998), ;cémo se transfiere el antigeno
entre las células somaticas transfectadas al realizar la inmunizacién con ADN a las células
APCs profesionales?, esto alin no se sabe, si es que realmente se lleva a cabo este
proceso. Después de una inmunizacién intramuscular, también se ha visto que los
miocitos parecen ser el tipo celular predominantemente transfectado, aunque en baja
proporcion (1 al 2% de las células musculares integran el ADN) (Davis et al., 1995). Sin
embargo, debe existir mecanismos de cooperacién en el procesamiento del antigeno.

La hipotesis de “cross-priming” propone que los antigenos son sintetizados en células
somaticas del huésped, y pueden ser transferidos a APCs profesionales, para su
presentacion en el contexto de moléculas de MHC clase |l, (Huang et al., 1994), aunque
falta saber cudl es el mecanismo celular involucrado en este proceso. Por ofra parte,
Pimorady-Esfahani y colaboradores (1997), confirmaron que los macréfagos son un
componente significativo normal del misculo esquelético murino y éstas células se
incrementan dramaticamente después de una injuria. Ademés, mostraron por primera vez
que las células dendriticas de MHC clase Il+ se encuentran presentes en el musculo
esqueletico nomal, y que las células de MHC clase I+, incluidas las células dendriticas, se
incrementan también después de una injuria.

En el caso de las inmunizaciones que involucran piel, la duracion de la expresién de
antigenos en las células puede ser de pocos dias, por el mismo recambio de la epidermis
(Williams et al.,, 1991). Las células que presentan el antigeno son células APCs
profesionales de la dermis y epidermis (Raz et al., 1994; Hengge et al., 1996), tales como
las células de Langerhans y/o células dendriticas dermales (Salmon et al., 1994). Torres y
colaboradores (1997), han reportado que si se realiza una biopsia de la piel en el sitio de la
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inmunizacién, 24 horas posteriores a la transfeccion por gene gun, se elimina
completamente la respuesta de anticuerpos en casi todos los ratones. Por ofro lado,
Donnelly y colaboradores (1997), reportan que en ratones, inmunizando por gene gun en el
pabelién de la oreja, seguido de la extraccion de la misma, resulta en una respuesta
inmune, por lo que sugiere que el ADN por si solo, o las células transfectadas, son
suficientes para inducir una respuesta inmune, y escapan rapidamente del sitio de
inmunizacién en piel. Esto permite suponer que la inmunizacién en la piel por gene gun,
fransfecta directamente células que son parte del sistema inmune (Saimon et al., 1994), y
que las células de Langerhans epidemnales transfectadas se mueven por la linfa de la piel
inmunizada, hacia nédulos linfaticos (Condon et al., 1996; Robinson and Torres, 1997).

Se ha observado que una misma construccion inyectada con jeringa hipodérmica en
solucion salina o por gene gun (distinio método de transfeccién), pueden favorecer una
respuesta de tipo Th1 (predominaniemente anticuerpos IgG2a e interleucina IFNy), o Th2
(predominentemente anticuerpos IgG1 e interleucina 1L-4) respectivamente (Pertmer et al.,
1996; Feltquate et al, 1997). Los distintos tipos de respuesta inmune inducida son
dependientes del método de inmunizacién que se utilice para la fiberacién del ADN, y no de
la ruta (en este caso piel o muasculo), por el cual se inmunice (Feliquate et al., 1997).
Feltquate y colaboradores (1997), utilizando el ADN que expresa la proteina HA del virus de
la influenza, reportd que con posteriores inmunizaciones la respuesta inmune se
incrementa, pero no se altera la naturaleza de la misma; ya sea que las subsecuentes
inmunizaciones se realicen con el mismo método o se utilice otro alternativo; lo cual ha sido
apoyado por Pertmer et al.,, {1996). Este grupo de investigacién observé que utilizando
ADN que expresa la nucleoproteina (NP) del virus de la influenza, ta respuesta inmune es
determinada solamente por el método de inmunizacién primario, sin importar que se realice
una segunda dosis con uno distinto. Sin embargo, Mor y colaboradores (1995), usando el
ADN que expresa una proteina del circumsporozoito de Plasmodium yoelii, reportaron que
una inmunizacién intramuscular inicial produce una respuesta Th2, y una subsecuente
produce una respuesta predominantemente Th1. Esto podria explicarse si se considera
que existen diferencias en el tipo o forma de antigeno que se utitice para vacunar, por lo
que la cantidad y calidad de la respuesta inmune originada por la vacunacién con ADN, se
ve afectada de forma determinante por la identidad del antigeno en si mismo (Robinson and
Torres, 1997; Robinson et al., 1997), ademas del fondo genético de ios animales
inmunizados y el método de liberacion del ADN, por lo que es necesario profundizar mas,

tanto en la caracterizacion de los antigenos expresados por ADN, como por todos los
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factores relacionados que llevan a un tipo de repuesta inmune (Pertmer et al., 1996).

Por dltimo cabe mencionar los problemas de la seguridad, y las ventajas de la
vacunacion génica:

a.- El plasmido es hecho sin un origen de duplicacion funcional en células
eucarionticas, por lo que estos plasmidos no pueden duplicarse en el huésped mamifero o
integrarse dentro del ADN cromosomal del animal.

b.- No se ha observado evidencia de que el plasmido se integre al genoma de la
célula huésped, solo del 1 al 2% de las células musculares son transfectadas in vivo
durante la inmunizacién con ADN, por lo que la frecuencia de induccién de mutacion por
probabilidad de integracidn es de 3 érdenes de magnitud menor (1.3 x 10°%) que la
frecuencia espontanea de mutacién (2 x 10°). (Nichols et al., 1995). Tampoco se ha
encontrado evidencias de induccién de crecimiento neoplésico hasta los 11 meses post-
vacunacion (Xiang et al., 1995a), y si en algin momento, usando alguna construccion
determinada, en algun tejido, con un método de aplicacion del ADN en particular, causara
eventos de transformacion, podrian usarse vectores que sean transitorios y liticos, como la
expresién mediada por el vector alfaviral (Berglung et al., 1998), evitando la expresién
presistente y constitutiva de los vectores tradicionales usados en vacunacion génica.

c.- No hay evidencia de la produccién de autoanticuerpos anti-ADN. (Nichols et al.,
1995), o autoanticuerpos encontra de células musculares (Mor et al., 1997), por lo que se
suguiere que las vacunas con ADN ni inician, ni aceleran el desarrollo de autoinmunidad
sistémica..

Como se ilustra en esta revision, el area de inmunizacion genica esta actualmente
siendo estudiada para su mejor comprension, y son ain muchos las interrogantes que
faltan contestar.

Es factible que en los préximos afios se complete la informacion necesaria para
-saber realmente las posibilidades y riesgos de este tipo de procedimientos, para su uso en
el disefio de nuevas estrategias para el control de enfermedades.

Aunqgue atin no se compruebe si este tipo de vacunacién pueda realmente
reemplazar a las vacunas actuales, si pueden proveer de un recurso para manipular la
respuesta inmune en situaciones donde la respuesta hacia determinado agente sea
inapropiada o inefectiva.
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12. Apendice Il

Caracteristicas de los plasmidos para inmunizacién génica

La vacunacién con ADN consiste en un plasmido bacterial, con un promotor fuerte, la

secuencia del gen de interés, y una secuencia de terminacion de la transcripcion

poliadenilacional.

El plasmido se transforma en bacterias, se amplifica, se purifica, se

disuelve en solucion salina, y se inyecta directamente en el huésped. Eil ADN plasmidico es

captado por las células del huésped, y [a proteina de interés es codificada.

El mecanismo ideal de optimizar las vacunas de ADN es optimizando el vector en si

mismo. Para que un plasmido pueda funcionar como vector necesita: (Ulmer et al., 1996;
Donelly et al., 1997; Manickan et al., 1997; Simmond et al., 1997):

Ser de doble cadena y estar superenrrollado estructuralmente.

Un promotor eucariontico fuerte, que lieve la transcripcion de la secuencia del antigeno
insertado de interés. La mayoria de las inmunizaciones exitosas con ADN, utilizan
principalmente promotores virales como RSV (virus del Sarcoma Rous); CMV (promotor
tempranoc-inmediato del citomegalovirus) o SV40 (promotor temprano de SV40).

Un sitio de clonacién para insertar la secuencia del gen de interés.

Una secuencia de terminacién de la transcripcion, para asegurar la estabilidad del
transcrito (ARNm), y asi asegurar la traduccion, como la regién 3 terminal no traducida
de la hormona de crecimiento bovino (BGH3-UTR), o la secuencia de
poliadenilacién/terminacion de SV40.

Un origen de replicacion procariéntica conveniente para producir grandes cantidades de
plasmido en bacterias transformadas.

Un marcador de seleccion, como un gen de resistencia, que confiere un crecimiento
selectivo al antibidtico, asegurando que solo las bacterias que contienen el pldsmido se
propagen en el cultivo.

Aunque este tipo de construcciones son las que mayor resultado han dado en los

laboratorios, es posible que una sola construccion no sea 6ptima para todos los genes de
interés posibles.
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13. Apendice I

Bupivacaina

Es un anestésico local (amida), de accién prolongada y de afta potencia. Es usado
para bloquear nervios periféricos, como anestésico espinal y postoperatorio.

Desde 1970, Benoit y Belt observaron el efecto de la rapida degeneracién y
regeneracion del miscuio esquelético, con inyeccion de bupivacaina (Tabla 5).

Respecto a su posible uso en vacunacién con ADN (Tabla 6), se ha utilizado como
una alternativa en la blsqueda de farmacos que puedan:

a? Aumentar la expresion de los genes de interés.

b.- El nivel de expresién reportado para la inoculacién de ADN en musculos de primates no
humanos, es menor que los reportados para roedores, por lo que se buscan métodos que
incrementen la expresién de los genes in vivo, 1o que podria ser mediante el incremento de
la captacién def ADN.

La bupivacaina es un agente miotéxico, cuando es inyectado en muscuio esquelético.
Incrementa la permeabilidad de la membrana a los iones de calcio llevando a la
hipercontraccion de las fibras musculares y necrosis. La inervacion, el suplemento de
sangre, las células satélites, y el tejido conjuntivo no se encuentran significativamente
afectados, aunque algunas fibras musculares, y hasta los mionticleos, sean destruidos
(Saito, 1994). El proceso de regeneracién ha sido asociado a la mayor captacion del ADN
por parte de las céiulas. Ei dafio del misculo produce que las células satélites se activen
mitGticamente, y puedan aceptar la insercion del ADN (Thomason and Booth, 1990; Cantini,
1994). El musculo necrdtico se regenera rapidamente: los miotubos se regeneran 3 dias
después del tratamiento, y la restauracion total del masculo es en 21 dias. La maxima
capacidad proliferativa de las células satélite es entre las 36 y 48 horas después del dafio
(Thomason and Booth, 1990). La administracion de bupivacaina lleva a una infiltracién de
polimorfonucleares y macréfagos, produciendo una reaccion inflamatoria. La fagocitosis del
material necrotico se asocia con el comienzo de la replicacion de las células satélite. Danko
y colaboradores (1994), probaron varios tratamientos previos a la inyeccién intramuscular del
plasmido en cuadriceps, en un intento de aumentar la expresién del gen extrafio.
Observaron que de todos los tratamientos, el mejor aumento de fa expresién lo obtuvieron
con un pre-tratamiento con bupivacaina.
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TAENIA CRASSICEPS CYSTICERCOSIS: HUMORAL IMMUNE RESPONSE AND
PROTECTION ELICITED BY DNA IMMUNIZATION

Gabriela Rosas, Carmen Cruz-Revitla, Gladis Fragoso, Fernando Lépez-Casillas*, Armando Pérezt,

Marco Antonio Bonilla, Ricardo Rosales, and Edda Sciuttot

Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacicnal Auténoma de México, A.P. 70228, 04510 México, D.F. México

ABSTRACT: The purpose of this study was to evaluate DNA vaccination in cysticercosis prevention by using a Taenia crassiceps
cDNA of a recombinant antigen (KETc7) that has been reported as protective against murine cysticercosis. The KETc7 ¢cDNA
was ¢loned into the pcDNA3 plasmid alone or with the betaglycan signal peptide sequence (pTc-7 and pTc-sp7, respectively).
Posiive expression of the pTe-sp7 product was confirmed by transfection of C33 cells and immunofluorescence using sera of
mice infected with 7. crassiceps. Immunization of mice with 3 injections of pTe-sp7 DNA at the higher dose (200 pg) was the
most effective to induce antibody with or without bupivacaine. Immunization with pTc-sp7 induced protection against challenge
with 7. crassiceps cysticerci as successfully as previousty observed with the KETc7 recombinant protein. Antibodies elicited by
DNA immunization with pTc-sp7 specifically reacted with the native protein of 56 kDa previously reported, which is immunolo-
calized in the tegument of T. crassiceps cysticerci. The 56-kDa antigen is also present in Taeria selium oncospheres, cysticerci,
and adult tissue. The protection induced in DNA-immunized mice and the observation that the injected plasmid remains as an
episomuic form within muscle cells, encouraged us to continue testing this procedure to prevent T solium cysticercosis.

Cysticercosis caused by Taenia solium is a parasitic disease
that seriously affects human health. It is responsible for impor-
tant economic losses in the Third World (Gemmell et al., 1985;
Aluja and Vargas, 1988; Larralde et al., 1992). The essential
role of pigs as obligatory intermediate hosts in the life cycle of
T. solium offers the possibility of applying control measures by
interfering with transmission in order to decrease the prevalence
of pig cysticercosis. During recent years, experimental murine
cysticercosis induced by Taenia crassiceps has been success-
fully used as a meodel 1o test promising antigens in the preven-
tion of 7. selium cysticercosis (Sciutto et al., 1990). Recently,
a recombinant proline-rich protective peptide (KETc7) from T.
crassiceps cysticerci shared by 7. solium was identified to be
of interest in the design of a vaccine against pig cysticercosis
(Manouticharian et al., 1996).

Nucleic acid vaccination has been actively developed in the
past few years against a varety of infectious agents including
viruses, bacteria (Ulmer et al., 1996; Laj et al., 1997), and, more
recently, against upicellular parasites (Xu and Liew, 1994; Yang
et al., 1995; Gardner et al., 1996). Much less is known about
the potential of DNA vaccination to induce a protective itnmune
response against multicellular parasites (Rothel et al., 1997),
although the procedure seems to be promising. It needs, how-
ever, to be assessed in each case, considering that its applica-
bility will depend on the nature of the host to be immunized
and on the type of immune response it generates. Because DNA
immunization represents a new and potentially powerful ap-
proach for the development of vaccines (Fynan et al.,, 1993;
Ulmer et al., 1993; Robinson, 1995; Wang et al.,, 1995) we
decided to explore this possibility to control cysticercosis. In
the present work, we identified the optimal conditions to elicit
a specific antibody response and protection against murine cys-
ticercosis by DNA immunization using the KETc7 ¢DNA as
immunogen. The immunoiocalization of the KETc7 native pro-
tein was also determined in T. solium and T. crassiceps.
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México. AP 70246, 04510 México. D.E, México.
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APR70-318, 04510 Méxice. D.E, México.
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MATERIALS AND METHODS
Mice

BALB/cAnN mice, bred in our animal facilities by brother-sister mat-
ing, were used, 4—6-wk old.

Parasites

The ORF strain of T. crassiceps (Zeder. 1800) (Rudolphi 1810), iso-
lated by Freeman (Freeman, 1962) and supplied by B. Enders (Beh-
ringwerke, Marburg, Germany), has been maintained by serial intraper-
itoneal (i.p.) passage in BALB/cAnN female mice for 8 yr at our Insti-
tute. Parasites for infection were harvested from the peritoneal cavity
of mice 1-3 mo after inoculation of 10 cysticerci per animal.

Plasmid

The pTe-7 was constructed by cloning the cDNA of the KETc7 (305
pb) recombinant antigen of T. crassiceps cysticerci previously reported
(Manoutcharian et al., 1996) into the Bam H] and Xho! restriction sites
of the pcDNA3J plasmid (Fig. 1A) (Promega, Madison, Wisconsin) un-
der the control of the CMV early promoter (Fig. 1B). The pTc-sp7 was
constructed by adding in frame the sequence of the signal peptide of
the betaglycan receptor, also known as the type III ransforming growth
factor (TGF)-B receptor (Lopez-Casillas et al.. 1991). The signal peptide
was added at the 5' end of the KETc7 sequence {Fig. 1C), generating
the sequence sp7 of 422 bp. The pTc-sp7 construct was verified by DNA
sequencing. Plasmids used in this study were isolated in Promega DNA
columns (Promega) according to the manufacturer’s instructions. DNA
was quantified by spectrophotometry at 260 nm and the final concen-
tration of the solution was adjusted to 0.9% NaCl and 1 pg/pl of DNA.

Cell transfection

pTe-7 and pTc-sp7 plasmids were transfected into C33 cells. For this,
C33 cells grown in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) with
10% feral calf serum were passaged the day before transfection at a
density of about 1.5 X 10° cells/em?®. The cells were added on poly-L-
lysine-treated coverslips. Calcium phosphate precipitates of the pe-
DNAS3, pTe-7, and pTe-sp7 constructions were made by standard pro-
cedure (Chandler et al., 1983). After 16 hr. the culture medium was
changed, and 48 hr later, cells were washed with phosphate-buffered
saline {PBS$) and fixed with acetone for mdirect immunofluorescence.

Immunocytochemistry

Sera from noninfected mice and from mice infected with T, crassi-
ceps for 3 mo were used as the source for the initial antibody; sera
were diluied 1:500 in PBS. plus 0.01% bovine serum albumin (BSA).
and added to C33 cells transfected with the plasmids. Bound antibody
was developed by a fluoresecin isothiocyanate-labeled conjugated goat
anti-mousc 1gG (FITC-F[ab]'2) (Zymed. Lab.. San Francisco, Califor-
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Ficure 1. DNA constructs. Plasmids pTe-7 (B) and pTe-sp7 (C) derived from pcDNA3 (A) contain a eukaryotic cytomegalovirus immediate
early gene (enhancer) and promoter (PCMV) driving the expression of the KETc-7 gene. Transcription is terminated by bovine growth hormone
polyadenylation and termination signal (BGHp[A]). Ampicillin resistance gene a is also indicated. pTe-sp7 also contains the signal peptide sequence

of betaglycan upstream to the KETc-7 sequence.

nia.) (1:1,000). Preparations were observed in an epifiuorescent micro-
scope Olympus BH2-RFCA.

Immunization protocol

Groups of 10 BALB/cADN mice were injected with the pcDNA3,
pTe-7, and pTe-sp7 plasmids into the guadriceps through the skin at 2
different doses (120 or 200 wg in 100 pl of saline soluiion) biweekly
for a total of 3 inoculations. To enhance muscle cell uptake of plasmid
DNA (Thomason and Booth, 1990), other groups of mice were injected
mnto the same muscle with 160 pl of 0.5% bupivacaine hydrochloride
(BPH) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) in isotonic NaCl 24
hr before DNA injection.

Antibody response

Fifteen days after the last immunization before the infection, sera
from immunized mice were collected and the antibody level was deter-
mined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) following the
previously described procedure (Larralde et al., 1986). As a source of
antigens, soluble T. crassiceps cysticerci antigens were used (Larralde
et al, 1989). Briefly, Nunc-Immuno plates (NUNC Brand Products,
Copenhagen, Denmark) were treated with 10 pg of 7. crassiceps anti-
gen per well diluted in carbonate buffer, pH 9.6, and incubated 1 hr at
37 C. Plates were washed 3 times for 5 min with 200 pl/well of 0.15
M saline solution containing 0.05% v/v Tween 20 and blocked with
200 pt PBS containing 1% w/v BSA and 0.1% v/v Tween 20 for 60
min at room ternperature before washing again. Serum samples diluted
1:50 in PBS and 0.1% Tween-20 were added and incubated for 1 hr at
37 C, followed by the addition of anti-mouse IgG coupled to alkaline
phosphatase (Sigma), which was developed with p-pitrophenyl phos-
phate (Sigma). Plates were washed 3 times after each reaction step.
Optical density readings at 405 nm were carried out in a Humareader
ELISA processor (Human Gessellschaft fur Biochemica und Diagnos-
tica, Taunusstein, Germany).

Mice infection

Fifteen days after the last irnmunization, control and mice immunized
either with pcDNAS3 or pTe-sp7 were injected i.p. with 10 small (2 mm
in diameter). nonbudding T. crassiceps larvae suspended in PBS. Thirty
days after infection, mice were killed and T. ¢rassiceps cysts within the
peritoneal cavity were counted.

Immunoelectrotransfer blot (EITB)

Electrophoresis and immunoblotting using T. crassiceps and T. so-
fium antigens were performed as described elsewhere (Larralde et al..
1989). Sera from nonimmunized and immunized mice were diluted 1:
20 in 0.05% PBS-Tween plus 1% v/v BSA and 5% v/v light milk. As
a positive control, sera from T. crassiceps-infected mice were used.
Bound antibodies were detected by incubating each strip in streptavidin-
biotinylated peroxidase conjugate (Amersham Laboratories. Bucking-
hamshire, U.K.) diluted 1:2.000 for 30 min at room temperature. As a

substrate, 0.5 mg/ml o-chlorenaphthol with 3% v/v H,0, in PBS, pH
7.3/CH;0H (5:1) was used.

immunolocalization of KETe7 protein

Host proteins joined to T. crassiceps and 7. solium cysticerci were
removed. For this process, cysticerci were placed on ice-cold PBS and
the vesicular fluid was removed. Then, cysticerci were incubated with
ghycine buffer (50 mM glycine-HCI, pH 2.5; 0.1% Triton X-100; 0.15
mM NaCl) for 30 second, and pH was restored using Tris-HCI, pH 9.
Cysticerct were extensively washed with cold PBS, embedded in Op-
timun-Cutting-Temperature Compound (O.C.T. Compound, Miles, Inc.,
California), and frozen at —70 C. Similar procedures were used to pre-
pare eggs and aduit 7. solium tissues. Six-micrometer sections were cut
with a cryostat, placed on poly-L-lysine-treated microslides, air-dried
for 30 min, fixed in acetone for 10 min, and air-dried for 15 min at
room ternperature. Slides were rehydrated and blocked using 1% BSA
in PBS pius 0.1% Triton X-100, pH 7.2 for 1 hr. For cysticerci slides,
a second blocking was performed with sheep anti-mouse IgG whole
antibody (Amersham) diluted 1:100 in PBS plus 0.1% BSA and incu-
bated I hr at 4 C. Slides of adults and eggs were incubated 1 hr at 4
C with horse serum diluted 1:100 in PBS plus 0.1% BSA as a second
blocking. Solutions were removed and the slides were incubated with
the appropriate sera diluted at 1:10,000 in PBS and 0.1% BSA, from
noninfected (negative control). infected (positive control), or ple-sp7
immunized mice, overnight at 4 C. Slides were rinsed with PBS and
then overlaid with FITC-F(ab)'2 goat anti-mouse IgG (Zymed, San
Francisco, California) diluted 1:50 for 1 hr in darkness at room tem-
perature. Slides were washed and mounted with Aquatek, polyvinyl
alcohol (Merck, Darmstadt, Germany). Preparations were analyzed in
an epifiuorescence microscope Olympus BH2-RFCA. Slides were pre-
pared in wiplicate in a blind protocol and the fluorescence patterns were
reproducible.

Detection of plasmid DNA in the muscle

Quadriceps were separated from mice and carefully minced with scis-
sors. Muscle pieces were incubated in DMEM medium in the presence
of DNAse I (100 pg/ml) for 1 hr at 37 C. After the enzymatic treatment,
the suspension was washed once with PBS and incubated with trypsin
(0.25%) for 30 min at 37 C, Recovered cells were washed with PBS
resuspended in Hirt buffer (Hirt, 1967) and incubated for 20 min at
room temperature. NaCl to a final concentration of 1 M was added to
the suspension and incubated for 8 hr at 4 C . After centrifugation at
14,000 rpm (1 hr, 4 C), the supernatant (containing episomal DNA) and
the pellet (genomic DNA) were phenol/CHCI, extracted and precipitat-
ed at ~20 C for DNA detection by polymerase chain reaction (PCR)
analysis. DNA was amplified by PCR using as sense primer: 5'GA-
ATTCGGCACGAGCATTTATGCAGCCGCAT3' and 3'CATAAGAT-
TCTTCTTATCTTCTGGTTCCATS' as the antisense. These oligonuc-
leotides correspond 1o bases 1-30 of the 5'end and 276-305 of the 3’
end of the KETe7 sequence, and therefore. they must amplify a frag-
ment of 305 bp in the intact pTe-sp7 plasmid. To label the PCR reac-
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FIGURE 2.

Analysis of KETc7 expression by immunofluorescent
staining. C33 cells transfected with 10 pg of pCDNA3 (a), pTe-7 (b),
and pTc-sp7 (c) were stained 48 hr afier transfection by indirect im-
munoflucrescence. Sera from Taeria crassiceps-infected mice were
used as a primary antibody. Bar = 40 pm.

tions, 30 cycles of 94 C for 1 min, 57 C for 2 min, and 72 C for 30
sec were performed in the presence of [PPJACTP {Amersham). The
radioactive PCR product was resolved on a 5% polyacrylamide gel and
exposed to autoradiography for 48 br at —70 C using Kodak film.

Statistical analysis

Statistical comparisons between groups were carried out by the Kmus-
kal-Wallis and Dunn’s multiple comparisors test.

RESULTS
Expression of the KETc7 protein in C33 cells

Cells were transfected with pcDNA3, pTc-7, and pTe-sp7
plasmids, and expression of KETc7 was determined by indirect
immunofluorescence using sera of mice infected with 7. cras-
siceps. Clear differences were observed between pTc-7- and
pTc-sp7-transfected cells. The former showed small granuies,
randomnly distributed, throughout the cytoplasm (Fig. 2b) and
the latter showed a higher level of immunofiuorescence, gran-
ular and diffuse, probably including the nuclear envelope and

the plasma membrane (Fig. 2¢). Fluorescence was not observed
in cells transfected with the plasmid pcDNA3 (Fig. 2a) or in
cells transfected with constructions and developed with sera
from noninfected mice (data not shown).

Antihody response induced by BNA immunization

To identify the optimal conditions for the induction of im-
munity, levels of antibodies produced by DNA inoculation were
determined by ELISA. Sera from control mice inoculated with
100 pl of saline or different concentrations of pcDNA3 in pres-
ence or absence of BPH did not show reactivity against cysti-
cercal antigens. Mice imjected with either pTe-7 or pTe-sp7
plasmids developed specific antibodies, although the response
differed. In 5 of 7 mice, increased levels of antibodies were
generated when injected with the plasmid pTc-sp7 at the higher
concentration (200 pg), as well as in 4 out of 7 with the lower
concentration (120 pg) in the presence or absence of BPH. In
contrast, a weak antibody response was observed in mice in-
oculated with pTe-7 when BPH was included (Fig. 3).

The specificity of the antibody response was determined by
western blot. Sera from mice immunized with the pTc-sp7 plas-
mid strongly recognized a protein of 56 kDa of T. crassiceps
cysticerci (Manoutcharian et al., 1996), which corresponded to
the expected molecular weight of the KETc7 protein band from
the T. solium fraction that was also detected (Fig. 4).

Immunolocalization of KETc7 protein

Specific antibodies induced by DNA immunization with pTc-
sp7 were employed to locate the native protein in 7. crassiceps
and T. solium cysticerci and in T. selium oncospheres and tis-
sue. Sera from DNA immunized mice were obtained 15 days
after the last of 3 injections of 200 pg of DNA from the orbital
sinus, Control sera were obtained from the same mice before
DNA immunization. In T° crassiceps cysticerci, immunofluo-
rescence was restricted to the tegument (T) (Fig. 5e) and in 7.
solium cysticerci to the vestibular wall and the tegument of the
fold of the spiral canal (Fig. 5f). Interestingly, the KETc7 an-
tigen was intensively detected in the oncosphere of the egg (Fig.
6e) and in the tegument of the T. solium adult (Fig. 6f). When
sera from infected mice were used, all structures were fluores-
cent (Figs. 5c—d, 6¢c—d); in contrast, only low filucrescence was
observed with sera from non-treated mice (Figs. 5a, b, 6a, b).

Mice protection after DNA immunization

The protective effect induced by DNA imrnunization was
determined by counting the number of parasites after challenge.
As Table I shows, the female mice immunized with pTc-sp7
carried a significantly reduced number of cysticerci (326 =
17.1) compared to control mice immunized only with saline
(78.8 = 19.7). Male mice immunized with pTc-sp7 were com-
pletely protected, whereas in only 2 out of 5 pcDNA3 immu-
nized mice no cysticerci were found.

Plasmid localization after immunization

Due to the health regulations, we examined the localization
of plasmid DNA in the muscle celis 2 wk afier the last im-
munization. For this purpose, we prepared genomic and epi-
somal DNA from the injected muscles of the immunized mice
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FIGURE 3.

Individual antibody response induced after DNA inoculation. IgG anti-cysticercal antibodies were measured by the ELISA method

using Taenia crassiceps total antigens. Each point represents the optical density (OD) detected in each mouse. A serum sample was considered
to be positive when its ELISA OD reading exceeded the mean negative control value + 2 SDs. Control mice were intramuscularly injected with
saline solution, BPH- (1A) or BPH* (ZA). pcDNA3 (B), pTe-7 (C), and pTe-sp7 (D) show the antibody response of individual mice immunized
with 120 wg of DNA, BPH™ (1), or BPH" (2) and with 200 ug of DNA, BPH- (3), or BPH"* (4).
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FIGURE 4. Identification of a native protein of 56 kDa in the total

extract from Taenia crassiceps {Tc) and Taenia solium (Ts) cysticerci
by western blot. Strips were developed with pool sera from infected
mice (1, 4). pool sera from the highest OD pTe-sp7 immunized mice
(2. 3), and pool sera from nontreated mice (3, 6). The arrow shows the
band of interest.

and used it to detect the plasmid sequence by PCR procedures.
The plasmid DNA was found mainly as an episomic form in
all animals injected; no plasmid was detected in the genomic
fraction after PCR analysis (Fig. 7). These results show that the
procedure used with this plasmid is able to stimulate the im-
mune system.

DISCUSSION

In the present study, we demonstrate the induction of a spe-
cific antibody response and protection induced by DNA im-
munization with a plasmid carrying the ¢cDNA coding for the
previously reported KETc-7 protective antigen against 7. cras-
siceps murine cysticercosis as previously reported (Manout-
charian et al., 1996). Comparative studies reported herein show
that, although it is possible to obtain a degree of detectable
antibody response by administration of pTe-7, a successful re-
sponse was obtained when the signal peptide of a cell surface
betaglycan receptor (Lépez-Casillas et al., 1991) was added to
the constuction (pTc-sp7) (Fig. 3). The increased antibody re-
sponse, as well as the higher number of seroconverted mice,
could be in accordance with the increased expression observed
when cells were transfected in vitro with pTc-sp7 versus the
expression observed when they were wansfected with pTe-7
(Fig. 2). In fact, cells transfected with the construction pTe-7
were lightly fluorescent with small granules distributed random-
ly throughout the cytoplasm (Fig. 2b), whereas the signal pep-
tide sequence not only modified the pattern of distribution of
the peptide but also effectively increased its level of expression
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Ficure 5. Immunofluorescence staining of Taenia crassiceps (a, ¢, ¢) and Taenia solium (b, 4, f) cysticerci. The sections were incubated with
sera from nontreated mice (a, b), Taenia crassiceps-infected mice (¢, d), and pTe-sp7-immunized mice (e, ). Taenia crassiceps tegument (T)
shows a protuding and intensively positive wall surface and the parenchyma (P} is evident (¢). In T. solium (d) the T, P, vestibular wall (VW),
parenchymal folds (PF), and cuticular folds of the spiral canal (CF) are evident. In 5e, only T was positive, particnlarly the grooves located
between the protuberances (arrows). In 5£, only VW and CF were stained positively. Bar = 40 pum.

Ficure 6. Immunofluorescence of eggs (a, ¢, €) and adult tegument (b, d, f) of Taenia soliwm. The sections were stained with sera from
nontreated (a. b), from 7. crassiceps-infected (¢, d), and pTe-sp7-immunized mice (e, f). In 6¢, the oncosphere (O) is intensively stained and in
6d the distal cytoplasm (DC) and some structures of the perinuclear cytoplasm region, like the protoplasmic extensions (PE) of the tegumental
cells are positive. In 6e and 6f, O, PE and DC are more fluorescent than the positive control (¢, d). In 6£, PE contain structures that are probably
the thabdiform organelles (arrowhead). Bar = 40 pm.



TasLe 1. Proteciive response induced against Taenia crassiceps cysti-
cercosis by DNA immunization.

Females Males
Number of Number of
parasites % Pro- parasites % Pro-
Treatment™ (mean = SD) tection (mean = SD) tecuon
Saline solution 788 = 19.7 — 6.14 = 1.55 —
pcDNA3 52.5 £ 14,3 33.37 4.0 = 485 344
pTc-sp7 326 = 17.1 58.63 0 100

* Eight male and femaie mice per group were intramuscularly injected 3 umes
with 200 g of DNA per mouse or with tsetome sakine solution. Fifteen days
after the last immumzation. mice were infected with 10 cysticerci each, Cysti-
cerci were counted after 30 days of infection. The number of cysticerci found
in fernale mice vaccinated with pTe-sp7 was stausticaily lower (P < 0.001) than
in those who received 15oionic saline solution (1SS). No significant differences
were observed between 138 and pcDNAZ and between pcDNA3 and pTe-sp7.
Although no significant differences were observed between controi and pc-
DNA3-tmmunized male mice, mn 2 out of 5 pcDNA3-immumzed mice ne cys-
ticerct were found. All pTe-sp7-immunized male mice were completely pro-
tected,

plasmid
pc DNAj,

No
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(Fig. 2¢). The pTe-sp7 constract should direct the expression of
a secretory protein; thus, the immunofiuorescence pattern may
be due to molecules in iransit. Interestingly, the immunization
with pTec-sp7 not only increased the number of seroconveried
mice, but its effect was also independent of a previous inocu-
lation with BPH (Fig. 3). Bupivacaine has been reported to
improve DNA uptake by cells (Thomason and Booth, 1990)
during the degeneration and regeneration of muscle fibers (Da-
vis et al., 1995). In addition, it produces rapid destruction of
striated muscle fibers followed by phagocytosis (Benoit and
Belt, 1970). It is probable that the effective expression of the
KETc-7 protein by the use of the pTec-sp7 construction bypassed
the requirement of BPH in the treated mice. In contrast, in the
case of mice immunized with pTc-7, seroconversions were ob-
tained only when mice were pretreated with the BPH. This re-
sult points to the relevance of the increased inflammatory re-
sponse induced by BPH that allows the antigen be detected by
the immune system.

Figure 3 shows that the level of antibodies generated in this
study was bighly variable among animals and was relatively
low in most mice. This finding is in accordance with another
report in which only 1 of 15 sheep injected with pcDNA3-45W
produced serum antibody to a level that would be considered

€= 305bp

627 —
404—
s07—-| .
YO
1 2 8 4 B 6 7

Ficure 7. Plasmid detection within muscle eells by PCR: plasmid pTe-sp?(lane 1), chromosomal DNA from untreated. pcDNA3 and pTe-sp?
immunized mice (lane 2, 4 and 6. respectively). and extrachromosomal DNA from untreated, peDNA3. and pTe-sp7-immunized mice (lanes 3.
3. and 7, respeciively). Chromosomal and extrachromosomal fractions were isolated by using the Hirt method.
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protective (Rothel et al., 1997). However, whereas in Taenia
ovis cysticercosis, proteciion correlates with serum antibody
levels, the antibody response in 7. crassiceps cysticercosis in-
duced by vaccination is not closely related to protection (Sciutto
et al., 1993). In fact, no correlation was found between the
antibody response and the individual protection observed (data
not shown). Herein, we show a significant level of protection
induced by the immunization with pTc-sp7 (38.6% in females
and 94.7% in males). Although the mechanism underlying this
protection is not yet known, we are now studying the celiular
immune response related to this protection. Interestingly, the
irnmunization with pcDNA3 also reduced by almost 34% the
number of expected parasites. Similar effects have been previ-
ously observed by Lin et al. (1998), probably due to a nonspe-
cific adjuvant effect of the plasmid DNA (Lathe et al., 1987;
Roman et al., 1997). In fact, it has been observed that pcDNA3
has short immunostimulatory DNA sequences that contain CpG
dinucleotides flanked by 5’ purines and 2, 3’ pyrimidines found
in the ampicillin resistance gene, which induce B, T, and natural
killer cells to secrete cytokines that favor a polyclonal immune
response (Klinman et al., 1996; Sato et al 1996).

In a previous study, we reported that the immunization with
KETc7 recombinant antigen induced a similar level of protec-
tion (51.75%) in the murine model of cysticercosis to that found
here (58.6%) by DNA immunijzation. Thus. the results reported
in the present study indicate that DNA immunization is at least
as efficient as the conventional procedures using KETc7 protein
to immunize (Manoutcharian et a]., 1996).

The specificity of antibodies induced by pTc-sp7 immuniza-
tion was tested by immunoelectrotransference. As Figure 4
shows, antibodies recognized a 56-kDa T. crassiceps native an-
tigen as previously reported (Manoutcharian et al., 1996) and
an antigen of similar molecular weight in 7. solium. Consid-
ering that antibodies specifically detect the expected antigen,
they were used to immunolocalize the native antigen in both
parasites. Several points merit comment regarding the localiza-
tion of KETc7 antigen in the parasite: First, antibodies recog-
nized a major antigen component present in T, crassiceps cys-
ticerci. Second, and most important, is the strong presence of
the antigen in the oncosphere because these are thought to be
most susceptible to immune attack (Rajasckariah et al., 1982).
Alihough it has been reporied that several antigens are stage
specific (Harrison and Parkhouse, 1986), KET:7 antigen is not
the case. Interestingly, we found that this protein is highly con-
served in the different stages of T. solium. Its presence in the
cysticerci also speaks in favor of its availability to the immune
system, especially in the early metacestode stage.

Finally, the protection induced by DNA immunization nsing
pTc-sp7 and the presence of the plasmid in the nucleoplasm,
rather than integrated into the host-cell genome (Fig. 6), gives
us some optimism as to the possible use of this construction
for vaccine purposes, although improvements are needed before
progressing to test the system in swine.
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ABSTRACT: The nucleotide sequence of a protective recombinant antigen of Taenia crassiceps
cysticerci present in all stages of Taenia solium (KETc7), cloned into pcDNA3 plasrmd With the
signal peptide sequence of the betaglycan receptor (pTc-sp7), has been shown effective m
protecting mice against experimental infection of Taenia crassiceps. To further explore the
possibilities of this form of immunization and the immune response induced, mice were injected
intramuscularly (i.m.) or intradermally (i.d.) with 3 doses of pTc-sp7. Similar levels of resistance
were found using either i.m. or i.d. immunization. Spleen cells from i.d. and 1.m. DNA
immunized mice induced a specific T-cell response to 7. crassiceps antigens and to a synthetic
peptide from the immunogen itself (GK-1). Proliferated cells were especially enriched in CD 8"
CD4 T-lymphocytes. A clear increase in the percent of CD3" cells that produce gamma
interferon and interleukin-2 was detected when measuring the intracellular cytokine production,
an indication of the pTc-sp7 capacity to induce an effective cellular response. These results
provide encouraging information on the use of KETc7 in the prevention of cysticercosis as well
as a first insight into the characterization of the immune response induced by pTe-sp7 that hints

to the relevance of cellular immunity in protection.



Taenia solium cysticercosis is an important socioeconomic problem in non-developing
countries of Latin America, Asia, and Africa, where poverty and lack of hygiene prevail and
favour transmission. In humans, the most severe form of the disease is neurocysticercosis (Sotelo
et al., 1996). Prevalence is low in developed countries, but due to immigrants from endemic
areas in Mexico and Central American countries, an increase has been reported in the United
States (Loo and Braude, 1982; McCormick et al., 1985; Grisolia and Wiederholt, 1982; Richards
and Schantz,1991).

Pig vaccination studies have been initiated (Molinari et al., 1983, 1993; Nascimento et al.,
1995; Sciutto et al., 1995) in order to interrupt the life cycle of the parasite by preventing pigs
from acquiring the larval stage. We identified a set of recombinant antigens in a Taenia
crassiceps CDNA library shared by T. solium (Manoutcharian et al., 1996). Four of these peptides
induced high levels of protection in an experimental murine model of cysticercosis cansed by 7.
crassiceps, a model that has been successfully used to identify promising antigens in the -
prevention of 7. solium cysticercosis (Sciutto et al., 1990, 1995). DNA vaccines (Connell et al.,
1993; Mor et al., 1993; Doolan et al., 1998) have been liitle explored in control of multicellular
parasites (Yang et al., 1995; Rothel et al., 1997). We recently reported encouraging data with
DNA vaccination against murine cyticercosis when using the nucleotide sequence of the
protective recombinant antigens previously identified (Manoutcharian et al., 1996). Using the
nucleotide sequence of 1 of these antigens (KET¢7) we prepared an immunogenic KETc7 cDNA
construction (pTc-sp7) that induced effective protection, specific antibodies that reacted with fhe
native protein of 7. crassiceps and with the tapeworm and oncospheres of 7. solium (Rosas et al.,

1998). The present work was carried out to further explore DNA immunization in cysticercosis
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prevention using the murine model of cysticercosis and to more fully characterize the protective

immune response elicited by this form of immunization.



MATERIALS AND METHODS
Mice

BAILB/cAnN female mice, a syngenic strain previously characterized as susceptible to
murine cysticercosis (Fragoso et al., 1998), was used. Original stocks were purchased from
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, and then bred and kept in our animal facilities by the

"single-line systems" for 20 generations. All mice were 4- to 6 ~wk-old at the start of the

experiments.
Parasites

The ORF strain of T. crassiceps cysticerci (Zeder, 1800) (Rudolphi 1810), isolated by
Freeman (Freeman, 1962) has been maintained by serial intraperitoneal (i.p.) passage in
BALB/cAnN female mice for 10 yr at our Institute. Parasites for infection were harvested from
the peritoneal cavity of mice 1- to 3- mo after inoculation of 10 small (2-3 mm in diameter), non-
budding cysticerci per mouse.
Plasmid

The expression vectors used in this study have been previously described (Rosas et al.,
1988). Briefly, the pTe-sp7 was constructed by cloning the cDNA of the KETc7 (305 bp)
recombinant antigen of 7. crassiceps cysticerci previously reported (Manoutcharian et al., 1996)
into the Bam H1 and Xhol restriction sites of the pcDNA3 plasmid (Promega, Madison, |
Wisconsin) under the control of the CMV early promoter. The pTc-sp7 was constructed by
adding in frame the sequence of the signal peptide of the betaglycan receptor, also known as the
type IIl TGF-f3 receptor (Lopez-Casillas et al., 1991). The signal peptide was added at the 5° end
of the KETc7 sequence, generating the sequence sp7 of 422 bp. The pTc-sp7 construct was

verified by DNA sequencing. Plasmids were isolated in Qiagen plasmid purification columns



(Qiagen Inc. Santa Clarita, California), the solutions used were prepared in our laboratory,
according to the manufacturer’s instructions. DNA was quantified by spectrophotometry at 260
nm and the final concentration of the solution was adjusted to 0.9% NaCl (SS) and 1 pg/jul of
DNA. DNA quality was determined by electrophoresis on 1.5 % agarose gels. The expression of
KETc7 was confirmed by indirect immunofluorescence in C33 pTc-sp7 transfected cells (Rosas

et al., 1998).
Immunization protocol

To determine the protective capacity induced by immunization with the pTc-sp7
construction, groups of 10 BALB/cAnN female mice were injected with the pcDNA3 or pTe-sp7
using a 27-gauge needle, 3 times at 2- wk intervals. Each construct was injected 1.m. (100 pg)
into each individual quadriceps muscle throught the skin (200 pg per mouse each time) or i.d. a
total of 200 pug per mouse each time. In hope of increasing the number of lymph nodes reached
by the antigen, the 200 pg of DNA per mouse was inoculated divided at 6 different sites in the
ventral region of mice. As a control (non immunized), 10 mice were injected i.m. into each
quadriceps muscles with 100 pl of SS or i.d. injected at 6 sites in the ventral area with a total of
200 pl of SS, 3 times at 2-wk intervals.
Antibody response

Serum sample from immunized mice were collected individually before the infection (8-
wk after the last immunization) and stored at -70 C until individually tested for the presence of
specific antibodies. Antibody levels were determined by ELISA following the previously
described procedure (Larralde et al., 1986)." As a source of antigens, soluble T. crassiceps
cysticerci antigens were used (Larralde et al., 1989). Briefly, 96-well flat-bottom microtitration

plates (NUNC Brand Products, Copenhagen, Denmark) were coated with 1 pg of 7. craséz’ceps



antigen per well diluted in carbonate buffer, pH 9.6, and incubated overnight at 4 C. Plates were
washed 3 times for 5 min with phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.1% v/v Tween 20
(PBS-T) and blocked with 200 ul of PBS containing 1% w/v BSA (blocking buffer) at 37; C for 1
hr before washing again with PBS-T. Serum samples were used at 1:100 dilution in blocking
buffer as noted above, and 100 ul per well were incubated for 1 hr at 37 C and added in duplicate
to the well. Plates were washed 3 times for 5 min with PBS-T. Bound mouse Igs were detected
using the alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse IgG (whole molecule, Sigma Chemical
Co., St. Louis, Missouri) diluted 1:1,000 in blocking buffer for 1 hr at 37 C. The substrafe used
was detected using p-nitrophenyl phoslelate (Sigma) in diethanolamine buffer for 10 min at room
temperature. The reaction was stopped with 2N NaOH. Optical density readings at 405 nm
(A40s) were carried out in a Humareader ELISA processor (Human Gesellschaft fiir Biochemica
und Diagnostica, Taunusstein, Germany).
Proliferation assay

Spleen cells from control or i.m. or i.d. immunized mice either with pcDNA3 or pTe-sp7
were cultured in RPMI medium 1640 (GIBCOBRL, Grand Island, New York, UsSA)
supplemented with L-glutamine (0.2 mM), nonessential amino acids (0.01 mM), penicillin (100
U/ml), streptomycin (100 pg/ml) and FBS 10%. Cells were cultured at a concentration of 2 x 10°
cells per 200 pl of final volume and incubated with Con A (5 ug/ml) or 7. crassiceps totai
antigens (10 pg/ml), obtained as previously described (Sciutto et al., 1990). An immunogenic
synthetic peptide from the KETc7 sequence, namely GK-1 (Gevorkian et al., 1996), was also used
at 10 pg/ml and incubated at 37 C in a 5% CO, humidified atmosphere in flat-bottom microtiter
plates. Ten-thousand peritoneal cells recovered from the same mice were added to each well at a

volume of 50 pl. Peritoneal cells were obtained by ex vivo lavage with 5 ml of RPMI-1640. The



cells were sedimented by centrifugation at 800 g for 10 min. The pellets were resuspended in an
additional 3 ml of supplemented RPMI medium 1640, thus adjusting the volume to contain 2 x
10° cells/ml. After 72 hr, the cultured cells were pulsed (1 pCi per well) for a further 18 hr with
(Methyl *H thymidine) (Amersham, Life Science, Little Chalfont, UKX.). Then, all cells were
harvested and the amount of incorporated label was measured by counting in a model 1205 B-
plate spectrometer (Wallac). All assays were performed in triplicate in 3 individual mice per
group.
Flow cytometry

After 72 hr of in vitro culture with mitogen, whole antigens or a synthetic peptide which
represents one protective epitope of KETc7 (GK-1), splenocytes were harvested and CD8, CD4
expression was determined by 2 colour staining with FITC-conjugated anti-CD8 (Pharmingen,
San Diego, Califorma), phycoerytherin (PE)-labelled anti-CD4 (Pharmiingen), according to the
protocol previously described (Fragoso et al., 1998). Briefly, cells were washed with PBS
containing 10 % of FBS y-globulin-depieted plus 0.02% NaN; and incubated with the indicated
antibodies at 4 C for 30 min. After washing, splenocytes were resuspended in 3% formaldehyde
in isotonic solution and analyzed by FACScan (Becton Dickinson, San Jose, California). Results
were expressed as percentage of positive cells.
Cytokine measurements

For the detection of intracellular cytokines, spleen cells treated with medium,
GK-1 or T crassiceps antigens were culiured for 60 h and for the inhibition of cytokine
secretion, brefeldin A (2 M) was added to cell cultures 10 hr before the assay. At
harvest, the cells were centrifuged at 500 x g for 10 min and washed twice in ice-cold

PBS containing 10% globulin depleted FBS plus 0.02% NaN3. CD3 and interleukine



expression was determined by two-color double fluorescence-activated cell sorting
(FACS) as previously described (Toledo et al., 1999). Briefly, cells were stained with
the FITC-conjugated anti-CD3 monoclonal antibody (Pharmingen). Intracellular
cytokines were assayed by using a cytoStain TM kit (Pharmingen) to fix and
permeabilize the cells. To stain intracellular cytokines, fixed and permeabilized cells
were incubated with monoclonal rat anti-IL-2PE, anti-IL-4PE, anti-IL-10PE or anti-INF-
YPE (all from Pharmingen). Parallel samples of the cells were stained with isotype
control to account for nonspecific staining of the cells. Ten-thousand cells were
analyzed with a CD3" lymphocyte gate as defined by light scatter in a FACScan (Becton |
Dickinson, Palo Alto, California). The percentage of cells in each quadrant is indicated

in the dot plot. Quadrant statistics were set on the basis of the corresponding isotype

controls.
Experimental challenge

Eight wk after the first immunization, control and immunized mice either with pcDNAB
or pTe-sp7 were infected with 10 small non-budding cysticerci (2 mm in diameter) suspended in
PBS as previously reported (Fragoso et al., 1998). Thirty days after infection, the standarized
time 0 measure parasite load (Sciutto et al., 1990), mice were killed and the cysts found were
recovered after several thorough washing with PBS of the peritoneal cavity and counted.
Statistical analysis

The effect of DNA immunization on the parasite load in challenged mice was analyzed
statistically using the non-parametric Kruskal-Wallis Tests. The statistical significance of the
difference between mean values of binding activity in ELISA, proliferative response, and flow

cytometry was performed with the Welch’s unpaired #-test (alternative -test). Both statistical



analyses were performed by the Instat Software Program (GraphPad, San Diego, California).

Differences were considered statistically significant at £ <0.05.
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RESULTS

Protective effect against 7. crassiceps cysticercosis induced by different nmmber of DNA

immunizations

The effect of DNA immunizations upon the number of cysticerci recovered from mice
thirty days after infection is shown in Table I. pTe-sp7 immunization significantly reduced the
expected parasite load i.m. or i.d. to a similar extent (63% and 79% respectively). Lm. or i.d.
immunization with pcDNA3 by itself reduced the parasite load to 34 or 36 %, respectively.
Antibody responses induced by DNA immunization

Figure 1 shows the level of antibodies induced by i.d. immunization with 200 pg of pTe-
sp7. Antibodies that recognized total 7. crassiceps antigens by ELISA were detected in 5 of the 9
pTc-sp7 immunized mice (62%) whereas no antibodies were detected in control or pcDNA3
immunized mice. Unexpectedly, no seroconversion was observed in pTe-sp7 i.m. immunized
mice. This result is not consistent with those previously reported (Rosas et al., 1998), the only

difference between experiments being that herein plasmids were purified using Qiagen columns

instead of Promega kit.
Proliferative response

Figure 2 shows the level of proliferation obtained when spleen cells from non-immunized
and pcDNA3 or pTc-sp7 immunized mice i.m. or i.d. were stimulated in vitro. A significant level
of proliferation was induced by whole antigens from T. crassiceps or GK-1 in mice immunized

either i.d. or i.m. whereas no proliferation was observed in those injected with pcDNA3 or non

imumized mice.
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Cytometry Analysis

As Table II shows the proportion of CD4CD8" (CDS") T cells increases from 10.9 in
controls to 17.1 or 25.7 respectively, in i.d. or i.m pTec-sp7 immunized mice, when cells were
activated with whole antigens. Similar results were obtained when GK-1 was used as mitogen. It
also shows a significant increase in the CD4 CD$ (CD4") population albeit to a lesser level.
Although in lower magnitude a significant increase in the CD4" and CD8" population was
observed in i.m. pcDNA3 immunized mice with or without in vitro stimulation.

The frequency of cells capable of producing IL-4, INF-v, IL-2 and IL-10 was also
determined by FACS after intracellular staining for cytokines. Figure 3 and 4 shows that T.
crassiceps total antigen or GK-1 stimulated cells from immunized mice had significantly higher
frequencies of cells producing INF-y and IL-2 than those from non-immunized mice and also
shows in a lower magnitude that IL-4 and IL-10 were also increased in those pTc-sp7 immunized

mice.
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DISCUSSION

The KETc7 peptide has been proposed as a possible candidate antigen for a vaccine
against 7. solium cysticercosis (Manoutcharian et al., 1996). KETc7 is located in the external
tegument of the 7. solium cysticercus and of the tapeworm and it is also expressed in the
onchospheral stage (Rosas et al., 1998). In previous work, we evaluated DNA immunizaﬁon
using the KET¢7 sequence; best results were obtained when KETc7 was added to the type III
TGE-P receptor signal peptide sequence (pTc-sp7). Here, pTc-sp7 was tested in different
protocols to maximize its effectiveness and to study the type of immune response it induces.

We confirmed the protective capacity of pTc-sp7 DNA immunization against
experimental murine cysticercosis. As Table [ shows, similar levels of protection were ir;duced
by 1.d. and i.m. immunization (79% and 63%, respectively), as reported by other authors in other
diseases (Raz et al., 1994; Davis et al., 1995). The level of protection obtained by DNA
immunization herein is somewhat higher than those reported in a previous study using the
corresponding recombinant antigen (KETc7) (Manoutcharian et al., 1996), encouraging the use of
DNA vaccination against multicellular parasites. It is of interest to note that between 34 énd 36
% of protection was induced by i.m. or i.d. immunization with the empty pcDNA3. This result is
not new but is important: it confirms the previously observed protective effect, probably mediated
by a non-specific polyclonal immune response, induced by short immunostimulatory DNA
sequences that contain CpG dinucleotide in a particular base context, flanked by 2, 5’ purines and
2, 3’ pyrimidines (Klinman et al., 1996, 1997; Roman et al., 1997; Kline et al., 1998; Kriég etal.,
1998) included in the cytomegalovirus promoter as well as in the ampicillin resistance gene.

In contrast with previous work, characterized by 85% of seroconversion of i.m.

immunized mice with the same protocol that is used herein (Rosas et al., 1998), we now did not



detect antibodies induced in i.m. immunized mice (data not shown) whilst 62% of i.d. immunized
mice had antibodies (Fig. 1). It should be noted that, in this work, DNA was purified by Qiagen
plasmid purification columns, which differs from the previous study in which the Promega kit
was used. This probably leads to differences in the conformational state of the purified DNA
(relative amount of superhelicoidal DNA). However, since the presence (shown in Rosas et al.,
1998) or absence of antibodies reported in this study { i.m. immunization mice), did not correlate
with the level of protection, 58.6% and 63% respectively, we conclude that the antibody response
is not an absolute requirement for parasite growth control, as suggested elsewhere (Bojalil et al.,
1993}. In addition, variations in inducing antibodies by DNA obtained by diverse procedures
could explain some conflicting results that have been reported in other diseases (Yang et al.,
1995; Waine et al., 1997). In any case, our results show that i.d. immunization is a more effective
alternative to produce antibodies, protective or not, as has been also reported by other authors
(Boyle et al., 1997; Gramzinski et al., 1998). However, we cannot discard an additional effect
due to the number of inoculations in im. (6 per mouse in total) and in i.d. (18 per mouse in total)
immunized mice.

Our results suggest an important participation of cell-dependent mechanisms in conferred
immunity to T. crassiceps cyticercosis by both i.m. and i.d. injections. Figure 2 shows a high
level of specific proliferation induced by antigen and GK-1 in cells from pTc¢-sp7 immunized
mice. Similar levels of proliferation were obtained using spleen cells (sc) from i.m. ori.d.
immunized mice (Fig. 2).

Albeit the percentage of CD4" cells was increased in the proliferated T-cells from im.
immunized mice, the percentage of CD8" cells was rather higher (Table IT). The increased

percentage of CD3" cells that produced inflammatory cytokines (JFNy and IL-2) could result in

14



macrophage activation at the parasite vicinity which can be involved in the resistance induced. It
is probable that this CD8" enriched inflammatory response could be a consequence of the features
of KET¢7, more than the form of immunization, specially considering that immunization with the
GK-1 epitope of this antigen induces a very similar immune response (Toledo et al., 1999).

A conciliatory, if not trivial, conclusion with respect to the immune mechanisms involved
in T. crassiceps cysticercosis would be that antibody and cell mediated events are both effective
and sufficient against the parasite but not both are equally detectable in all experimental protocols
alnd times of infection.

One economic concern on the advantages of nucleic acid vaccines in terms of public
health is the amount of high quality DNA required for immunization. However, the possible
solution of DNA delivery by particle bombardment, which requires very low amounts of DNA
(Fynan et al., 1993), should be thoroughly examined, particularly considering recent reports that
clearly show that a different quality of immune response is elicited by DNA injection or by
particle bombardment with DNA (Feltquate et al., 1997). It s also pos;sible that fused antigens
used to increase the delivery to APCs cells can reduce the DNA required to induce an effective
immune response (Boyle et al., 1998). In short, further research is needed to produce a simpler
and less costly DNA vaccine. Results obtained in this study further encourage us to use the
KETc7 antigen in the design of a multivalent vaccine against cysticercosis, and to describe the

immune response related to the resistance induced.
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FIGURE 1. Individual antibody response in control and pcDNA3 or pTc-sp7 intradermally
immunized mice determined by ELISA. The cut-off values were obtained from 2 SD plus the
mean optical density {OD) reading of the control serum sample of each mouse. The bars
represent mean OD for each éxperimental group injected.

FIGURE 2. T-cell proliferative response of spleen cells from mice injected intradermally (A) or
intramuscularly (B), were determined by [PH] thymidine incorporation on day 3 of culture and
incubated with Taenia crassiceps antigens or GK-1 (10 pg/ml) or with Con A (5 pg/ml) as a
positive control. The data show the mean + 8D of 3 individual mice. Differences were
significant when P<0.05 (*).

FIGURE 3. FACS analys of intracellular cytokines (IL-2, IFN-y) in CD3" spleen cells from non
immunized, pcDNA3 and pTe-sp7 immunized mice 60 hr poststimulation. Cells had been dually
stained with FITC (abscissa) and PE (ordinate). The percentage of cells in each quadrant of the
dot plot is indicated. The data are representative of 2 experiments using different mice.

FIGURE 4. FACS analys of intracellular cytokines (IL-10, IL-4) in CD3” spleen cells from non
immunized, pcDNA3 and pTc-sp7 immunized mice 60 hr poststimulation. Cells had been dually
stained with FITC (abscissa) and PE (ordinate). The percentage of cells in each quadrant of the

dot plot is indicated. The data are representative of 2 experiments using different mice.

FOOTNOTES

*Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma de México A.P. 70246, 04510

Meéxico, D.F., México




Table 1. Protective effect induced against Taenia crassiceps murine cysticercosis by

intramuscular or intradermal DNA immunization.

Experiment 1

Controls

Experiment 2

7974211 442 +24.4°
Immunized with 3 doses of: Intramuscular Intradermal
pcDNA3 52.3£15.4% 28.1 £20.9%
(34%)t (36%)
pTe-sp7 29.1+15.1° 9.1 + 4.6°
(63%) (79%)

*Mean * SD of the parasite load in each group. tPercent of protection in each group.

Statistic comparisons were done between intramuscularly @) o intradermally™ female

immunized mice. Data were considered significantly different using the non-parametric Kruskal-

Wallis ANOVA Test (P<0.05). The Dunn’s post test was used to determine which treatments are

significantly different from each other. Data labeled with the same letter are NS different from

each other, whereas those with different letters are significantly different from each other.
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