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RESUMEN 

La cisticercosis causada por Taenia so/ium es una parasitosis frecuente en países en vías 

de desarrollo que afecta a humanos y a cerdos. Esta parasitosis ha sido objeto de numerosos 

estudios relacionados con el diagnóstico, tratamiento y prevención. Entre ellos destaca el 

desarrollo de vacunas contra la cisticercosis porcina con el propósito de interrumpir el ciclo de 

vída del parásito. En nuestro grupo de investigación se ha desarrollado una versión de vacuna 

sintética, S3Pvac, que está constituida por tres péptidos denominados KETcI, KETcl2 y GKI. 

En este trabajo de tesis se evaluó la capacidad inmunogénica de KETcl, expresado en 

forma quimérica asociado a lurnazina sintetasa (BLS) de Bnlce//a spp. Utilizando el péptido 

KETcl yel modelo de cisticercosis murina causada por Taenia crassiceps se evaluó BLS como 

proteína acarreadora para vacunación con el propósito de contemplar una nueva alternativa para 

aumentar la inmunogenicidad de vacunas subunitarias peptídicas así como su producción por 

DNA recombinante en cultivos bacterianos. 

Entre los resultados principales se observó que la inmunización por vía subcutánea con 

BLS-KETcl en ratones de la cepa BALB/cAnN indujo altos niveles de protección (73%), 

similares a los inducidos por el péptido sintético pero sin el requerimiento de adyuvante. 

KETcl adquiere antigenicidad expresado en forma polimérica en la superficie de BLS e induce 

en los ratones inmunizados un incremento significativo de anticuerpos específicos y 

proliferación Iinfocitaria in vi/ro. 

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten proponer a BLS como una nueva 

molécula de interés para la presentación efectiva de vacunas subunitarias peptídicas y confirman 

extensamente la capacidad protectora del péptido KETcl. 
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l . GLOSARIO 

BLS BruceIta lumazlna sintetasa NaoH Hidróxido de sodio 
I ConcanavaHna A 

Con A (mitógeno) NC Neurocisticercosis 
cpm Cuentas por minuto NP No purificada 
ONA ácido desoxirribonucleioo OC Grado centlgrado 
i.e. Indice de estimulación --
IFN·V InterferOn gamma 

,ºº-_ .. Densidad ~~.~ - .-
P Purificada 

I 
Amortiguador de fosfatoll 
salina (0.01M. NaCI0.15) 

Ig InmunogJobulina PBS IpH7.4 
IL-2 Inter1euana 2 PBS-BSA PBS-albúmina sérica bovina 
kOa kilo Oalton IpH Potencial de hidrógeno 

RPMI Medio de rultivo para 
LCR Liquido cefalorraQuldeo 1640 células eucariotas 
LPS U~polisacárido SO Oesviaaón estándar 
Mab Anticuerpo monoclonal SOS Dodeal Sulfato de sodio 

Receptor de células 
dendrfticas (T olllike-

mg millaramos TLR 
mM mUirnolar lIJa mi 
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3. INTRODUCCiÓN 

La cisticercosis causada por el estado larvario Taenia solium afecta frecuentemente y 

gravemente la salud humana y la porcicultura rústica. La prevalencia e intensidad de esta 

enfermedad está relacionada con factores asociados a la exposición (higiene personal deficiente, 

fecalismo al aire libre, la crianza rústica de cerdos, consumo de carne mal cocida, sistemas 

inadecuados de inspección sanitaria) así como factores biológicos del hospedero y del parásito. 

Entre los factores del hospedero existe infonnación que sustenta la participación de factores 

inmuno-intlamatorios, genéticos, sexuales y etarios en la severidad de la enfermedad (Fleury el 

al ., 2004; Chavarria et al ., 2(03). Entre los factores asociados al parásito, se han demostrado 

diferencias entre parásitos de diferentes origenes que permiten suponer su participación en la 

patogénesis en la neurocisticercosis (Maravilla et al., 2003; Vega el al. , 2(03). 

En países europeos occidentales la cisticercosis fue controlada progresivamente y 

finalmente erradicada a través de programas efectivos de control entre los que destaca la 

inspección efectiva de rastros. Sin embargo, esta enfermedad continúa profundamente arraigada 

en Latinoamérica, África y Asia en donde prevalecen condiciones asociadas al subdesarrollo 

(Cao el al. , 1997; Sciutto et al ., 2000; Sotelo et al., 1996). En México, es un padecimiento 

frecuente de alta endemicidad, donde las zonas de mayor seroprevalencia se encuentran en las 

regiones centro occidental y en el sureste del país. La localización del parásito en el sistema 

nervioso central de humanos es causa de neurocisticercosis (NC), enfermedad grave y frecuente 

en nuestro medio. La NC resulta así un problema de salud en países endémicos donde se reporta 

como la primera causa de la epilepsia en adultos (30-50%) y constituye la tercera causa más 

común de ingresos en el Hospital de Neurología en México (Sotelo and Del Bruto, 2000; F1eury 

d al ., 2003; Sciutto et al ., 2003). 

Dado el impacto de esta enfennedad en la salud humana así como sus repercusiones 

socioeconómicas en la porcicultura en México, se han realizado estudios relacionados con 

aspectos clínicos y patológicos, así como con el diagnóstico. tratamiento y prevención. 
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Debido a las limitaciones para controlar la transmisión mejorando el nivel de vida de la 

población en países subdesarrollados, y considerando el papel indispensable del cerdo como 

hospedero obligatorio intermedio en el ciclo de vida de T. solium existe la posibilidad de 

interferir en la transmisión de la cisticercosis a través de la vacunación del cerdo (Nascimiento 

et al., 1995; Molinari et al ., 1997; Planearle et al ., 1999; Ligbtowlers et al ., 1999, 2000; Sciutto 

el al., 1990, 2(02). Considerando las dificultades económicas y experimentales que presenta la 

investigación con cerdos para la evaluación de inmunógenos de interés para el desarrollo de una 

vacuna, se ha empleado un modelo experimental de cisticercosis murina causada por el 

cisticerco de Taenia crassiceps, cestodo que presenta una estructura macroscópica similar y 

exhibe una extensa homología antigénica con 1: so/mm. Ambos parásitos tienen un ciclo de 

vida similar (Figuras 1, 2) que incluye un hospedero cisticercoso intermedio y uno definitivo 

que porta el gusano. Los antígenos de ambos cestodos inducen inrnuno-protección cruzada, es 

decir, los antígenos del cisticerco murino son capaces de proteger contra la cisticercosis porcina 

y viceversa (Sciutto et al ., 199Oa; Manoutcharian et al., 1995). Además, Taenia crassiceps se 

reproduce por gemación polar múltiple en la cavidad peritonea1 de ratones de algunas semanas 

ofreciendo así una importante fuente de antígenos para vacunación obtenidos en condiciones 

experimentales controladas (Sciutto et al ., 2002). De acuerdo a los estudios realizados por 

diferentes grupos de investigación (Sciutto et al, 1995; Laclette et al ., 2001 ; Rosas et al ., 2(02), 

este modelo ha resultado ser adecuado para avanzar en el conocimiento de los factores 

inmunológicos implicados en la cisticercosis e identificar antígenos de potencial interés para 

una vacuna contra la cisticercosis porcina 

La disminución de la incidencia de esta parasitosis en el cerdo a través de la vacunación 

parece ser una estrategia realista que ofrece ciertas ventajas ya que no requiere de modificar las 

condiciones socioeconómicas en las que subyace esta enfermedad; implica una disminución de 

pérdidas importantes al productor debidas a cerdos cisticercosos, además la posibilidad de éxito 

aumenta al estar dirigida a los cerdos cuya expectativa de vida es corta (aproximadamente 1 

año) lo cual no demanda una respuesta inmune protectora de larga duración (Toledo, 2004). 
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/1 HOSPEDERO 
DEFlNmVO 

'-----' 

Fill.ura I .Cic\o de vida de Taenia solium Fill.ura 2.Ciclo de vida de Taenia crassiceps 

3.1. Ciclo de vida de T.solÜlm 

El ciclo de vida de las especies de Taenia incluye dos hospederos mamíferos, un 

carnívoro u omnívoro como hospedero defmitivo (humanos) y un herbívoro como hospedero 

intermedio (cerdo). El gusano o tenia se desIuolla en el lumen intestinal del hospedero 

definitivo tras la ingesta de cisticercos provenientes de carne de cerdo mal cocida o cruda. La 

tenia puede producir cientos de miles de huevos que contienen oncosferas que pasan a las heces 

humanas y que al ser ingeridas por el hombre y/o el cerdo, completan el desarrollo al estado 

larvario infectivo. 

3.2. Fases del deJo de vida de T.soüum 

3.2.1. Huevos 

Los huevos son excretados en las heces de los portadores del gusano, antes o después de 

que los proglótides maduros se liberen. Es la única fase del parásito que se puede encontrar en el 

medio ambiente, por lo que presenta una serie de envolturas protectoras. En el huevo maduro, la 

envoltura más externa se denomina vitelo o cápsula externa que rodea una estructura llamada 
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embrióforo. Éste consiste en una serie de tabiques proteicos unidos por una proteína 

cementante. El embrióforo se forma en el interior de una envoltura interna, que desaparece en el 

huevo maduro. La capa más intema (membrana oncosferal) envuelve directamente al embrión 

hexacanto maduro (oncosfera), que cuenta con tres pares de ganchos (Cruz-Revilla. 1999). 

Cuando el huevo es ingerido por el hombre y/o cerdo se produce la desintegración de la cápsula 

estimulando la actividad de los ganchos de la oncosfera Posteriormente, las enzimas 

proteolíticas del hospedero actúan sobre el embrióforo, provocando la liberación de la 

oncosfera. Ésta penetra la pared intestinal mediante sus ganchos y secreciones líticas y, alcanza 

vasos sanguíneos y linfáticos, llegando así a cualquier tejido donde se desarrolla a cisticerco. 

3.2.2. C1stkerco 

El estado larvario (metacestodo o cisticerco), Cys/icercus cellulosae, se desarrolla 

principalmente en el tejido conectivo del músculo de cerdos aunque también puede invadir otros 

órganos como son la piel, el cerebro y los ojos, en un tiempo aproximado de 2-3 meses. Puede 

permanecer en el cuerpo del hospedero por un periodo de 3-6 años, y en el cadáver hasta 6 

semanas. La vesícula o bolsa alrededor del cisticerco es transparente y contiene fluido vesicular, 

dentro del cual se localiza el protoescólex invaginado (Swellengrebel, 1961). La pared de la 

bolsa consta de tegumento, subtegumento y parénquima La superficie de la pared vesicular es 

la porción más expuesta, y a través de la cual se relaciona tanto metabólica como 

inmunológicamente con el huésped. El cisticerco carece de sistema digestivo (tiene un sistema 

de nutrición por difusión), posee una inervación extensa y en el parénquima se observan 

corpúsculos calcáreos, los cuales almacenan material orgánico como glucógeno y proteinas, y 

material inorgánico como calcio y fósforo. 

3.2.3. La tenia 

El estado adulto (tenia o gusano) ocurre cuando el humano ingiere al cisticerco, que es 

liberado de la carne de cerdo por la acción de las enzimas y sales biliares del aparato digestivo, 

produciendo el anclaje en la pared del intestino delgado. 
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T.so/ium es un helminto que se fija al intestino po!" medio del escólex, de forma cúbica, 

que presenta cuatro ventosas en las esquinas superiores y un rostelo redondeado con una doble 

corona de ganchos. El número de ganchos varía considerablemente entre 22-28 y se encuentran 

alternando ganchos largos de 160-180¡¡. con pequeños de IIO-\30¡L. Posteriormente al cuello, 

continúa el estróbilo de forma filiforme que se conforma por cientos de segmentos denominados 

proglótides, que van de anchos a cuadrados y largos durante su maduración y, llegan a medir 

hasta 9 metros (Swellengrebel, 1961). Cada proglótide madura es un órgano de reproducción 

independiente, en donde se lleva a cabo la fecundación y producción de miles de huevos; las 

proglótides terminales se separan frecuentemente del estróbilo y se expulsan con las heces o 

migran fuera del intestino (Craig y Fraust , 1984). 

3.3. Patología y slntomatología 

La mayoría de las infecciones asociadas al estado adulto no involucran manifestaciones 

graves. Los síntomas asociados con teniasis son frecuentemente leves y no específicos e 

incluyen manifestaciones como dolores abdominales, alteración del apetito, pérdida de peso, 

vómito, diarrea y constipación, o infecciones asintomáticas de larga duración. En casos muy 

raros, el escólex puede perforar la pared intestinal y provocar una peritonitis. Hacia el final del 

periodo de incubación hay una leucocitosis característica y se puede presentar una eosinofilia 

moderada La primera señal patogénica es la liberación espontánea de proglótides y es el único 

método específico de diagnóstico. Este tipo de infecciones en los humanos a pesar de ser 

tratadas, pueden permanecer no detectables por periodos largos de tiempo (Hoberg, 2(02). 

La cisticercosis puede ser adquirida por personas que poseen el estado adulto en su 

intestino o por aquellos libres del helminto. En el primer caso, se infecta por oncosferas 1) por 

la ingesta de los huevos presentes en sus heces o 2) por huevos que son transportados del 

intestino al estómago o duodeno como cOnsecuencia de peristaltismo invCl'so. En el otro caso, la 

enfermedad se adquiere por la ingesta de huevos provenientes de las heces de otra persona 

teniásica en alimentos o agua contaminada (Swellengrebel, 1961). Los síntomas que produce 
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varían de acuerdo con el número de parásitos y el tejido invadido. Su localización en cerebro, 

puede provocar su desarrollo en los ventrículos o en las cápsulas quísticas superlíciales. La 

presencia de la larva en crecimiento provoca una secuencia típica de reacciones celulares 

locales, incluyendo infiltración de neutrófilos y eosinófilos, linfocitos, células plasmáticas y a 

veces células gigantes, seguidas por fibrosis y necrosis de la vesícula, con desintegración o 

calcificación eventual del cisticerco. La NC se manifiesta a través de una varíedad de síntomas y 

niveles de severidad, desde formas subclínicas hasta dolores de cabeza, epilepsia, hidrocefalea e 

hipertensión intracraneal severa (CIIO et al., 1997; Sciutto el al., 2000, 2003; Hoberg , 2002). 

La heterogeneidad clínica asociada a esta parasitosis no permite en base a la 

sintomatología realizar el diagnóstico. Asi, a nivel hospitalarío el diagnóstico se realiza 

utilizando criterios imagenológicos en base a tomografias y resonancias magnéticas. Se 

consideran además como criterios complementarios la presencia de anticuerpos en suero y LCR 

(Sciutto et al ., 2000, 2003; F1eury et al., 2003). La varíación geográfica de cepas de T.so/ium 

puede influir en diferencias en el comportamiento, sitios de predilección y patología de la 

cisticercosis (Vega el al., 2(03). En general, la NC predomina en Latino América y África 

(Sciutto et al., 2003). mientras que una combinación de cisticercosis subcutánea y neuronal 

ocurre en Asia (Hoberg, 2002). 

3.4. Control sanitario 

Diferentes estrategias se han considerado a fin de controlar la teniasis / cisticercosis por 

T.so/ium. Entre ellas destacan el mejoramiento de las prácticas sanitarias como son la provisión 

de letrinas, de drenaje y sistemas de agua potable así como programas de educación pública. 

Además, la terapia dirigida a cerdos e individuos portadores del gusano puede eliminar la fuente 

de éste; sin embargo, los portadores no desarrollan una inmunidad efectiva contra la re

infección por lo que requieren de tratamientos periódicos y existe el riesgo de transmisión 

debido a nuevos casos y/o inmigración de portadores del estado adulto. 
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Considerando al cerdo como hospedero intermedio, una fonna de evitar la transmisión 

es a través de la inspección sanitaria para evitar el consumo de carne infectada Estos programas 

han sido muy efectivos en Europa y han comenzado a aplicarse en Asia; sin embargo, en 

México no han podido aplicarse eficientemente, en donde continúa la matanza y consumo en 

medio rural sin inspección sanitaria, la falta de rastros suficientes o la existencia de rastros sin la 

infraestructura para la inspección adecuada de los canales o con prácticas corruptas, así como la 

venta clandestina de carne infectada para evitar el confinamiento (Plancarte et al., 1999; Sciutto 

et al., 2000,2(03). 
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4. ANTECEDENTES 

Para tratar de controlar esta enfermedad, se han contemplado diferentes alternativas de 

prevención entre las que figuran: 

1. El diseño y aplicación de campañas de educación y mejoramiento sanitario, considerando 

que esta ~tosis se anaiga en condiciones inadec~ de higiene y educación 

(Keilbacll et al 1989; Sarti et al., 1997; Vazquez-Floreset al., 2(01). 

2. El desarrollo de vacunas contra la cisticercosis porcina dirigidas a interferir en la 

transmisión considerando que el cerdo es el hospedero intermedio en el ciclo de vida de 

este parásito (Nascimiento et al ., 1995; Molinari et al., 1997; Plancarte el al., 1999; 

Lightowlers et al ., 1999, 2000, 2003; Sciutto et al., 1990, 2002). 

3. Tratamiento masivo contra la teniasis (Pawlowski et al., 1990; Diaz et al., 1991; Schantz 

et al., 1993; Allan et al., 1997; Sarti et al., 2000; Coles, 2005) 

4. Aumento de la resistencia genética del hospedero a través de transferencia de genes de 

resistencia (Fragoso et al. , 1996, 1998). 

Diferentes antígenos vacunales se han evaluado en contra de la cisticercosis porcina 

Algunos de estos estudios han utilizado extractos antigénicos de excreción I secreción obtenidos 

a partir de cultivos de oncosferas (Patha1c and Gaur, 1990), antígenos obtenidos directamente de 

oncosferas (Molinari et al., 1983). o de etapas tempranas de cisticercos de T. solium 

(Nascimento et al., 1995) o T. crassiceps (Sciutto el al., 1995; Manoutcharian el al; 1996). Se ha 

enfatizado en el uso de antígenos expresados en etapas tempranas del parásito suponiendo que 

éstos son los estadios más vulnerables a la respuesta inmune. 

Otra de las estrategias que se ha utilizado es la identificación de antígenos protectores 

basándose en la capacidad protectora observada en modelos experimentales. Se ha observado 

que tanto los antígenos de oncosferas como los de cisticercos de T. so/ium pueden conferir una 

buena protección contra especies homólogas y heterólogas de tenias (Sciutto el al ., 2000), 
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probablemente a consecuencia de la conservación de antígenos en las diferentes fases del 

parásito y entre diferentes especies de tenias (Gemrnell, 1969; Larra1de el al., 1989; Garcia-

Allan et al., 1996; Lightowlers el al., 1999). Utilizando el modelo murino, se identificaron los 

antígenos protectores presentes en un Clttracto antigénico total de cisticercos de T. crassiceps 

mediante una separación electroforética obteniéndose 12 fracciones antigénicas (8-220 kDa), las 

cuales fueron utilizadas para evaluar su capacidad protectora en ratones. De estas 12 fracciones 

sólo 8 mostraron un efecto significativo en la reducción de la carga parasitaria en ratones 

inmunizados con respecto a los controles. De éstos se seleccionaron sólo tres fracciones 

antigénicas (56, 66 Y 74 kDa) para reeva1uar su capacidad protectora basados en la mayor 

protección obtenida independiente de la dosis empleada Los resultados mostraron que la 

inmunización con estas tres fracciones redujo significativamente la carga parasitaria al mismo 

tiempo que fueron reconocidos por sueros de humanos y cerdos infectados con cisticercos de T. 

so/ium (Valdez el al., 1994). Estas fracciones también fueron empleadas como inmunógenos en 

el cerdo, obteniéndose una disminución del 9SO;' de parásitos, confirmando así su capacidad 

protectora. 

Con el propósito de disponer de cantidades adecuadas de estas fracciones para su 

empleo en vacunación de tipo masivo, se decidió producirlos mediante técnicas de DNA 

recombinante seleccionándose las clonas que codifican para antígenos protectores en contra de 

la cisticercosis murina denominadas KETcl, KETc4, KETc7, KETcll y KETcl2 

(Manoutcharian el al., 1995, 1996). Posteriormente, con base a las secuencias de los antígenos 

recombinantes denominados KETcl, KETc7 y KETcI2, se procedió a identificar las secuencias 

inmunogénicas protectoras de éStos. Así se encontraron los epítopes GKI, KETcl y KETc12, 

cuya capacidad protectora ha sido evaluada encontrándose diferentes niveles de protección 

contra la cisticercosis murina (Tabla 1 y 2, Toledo el al; 1999, 2001). 

De acuerdo a estos hallazgos se desarrolló una vacuna contra la cisticercosis porcina 

Esta vacuna (S3Pvac), está compuesta por tres péptidos de 8 (KETcI2), 12 (KETcl) y 18 

(GKI) aminoácidos, secuencias protectoras compartidos por T. solium y T. crassiceps. 
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Estos péptidos han mostrado inducir altos niveles de protección contra la cisticercosis murina 

eKperimental y han sido identificados en todas las etapas de desarrollo de T. so/ium. El único 

estudio de evaluación de una vacuna contra cisticercosis en campo con base en necropsia lo 

constituye el realizado por Huerta et al., 2002. S3Pvac redujo un 52.6% la prevalencia de 

cisticercosis porcina y más significativamente, redujo un 98.7%, la intensidad de la infección 

con cisticercos. 

Este tipo de vacunas involucran péptidos que contienen epítopes capaces de inducir 

inmunidad protectora contra organismos infecciosos. Considerando la relevancia de disminuir 

los costos de su producción manteniendo o aumentando la capacidad protectora se han 

contemplado diferentes estrategias. Entre ellas destaca el uso de moléculas acarreadoras y 

adyuvantes. 

Entre los sistemas propuestos en la literatura para presentación de antígenos al sistema 

inmune, destaca el empleo de virus que exhiben una superficie altamente organizada que 

despliega un arreglo regular de epítopes (VLP's)' permitiendo una presentación específica de 

éstos a las membranas de los linfocitos T y B. Un ejemplo es el dominio S del virus de la 

hepatitis B expresado en levaduras, el cual permite altos niveles de anticuerpos contra HbsAg y 

es ampliamente empleado como vacuna contra la Hepatitis B. Sin embargo, la gran mayoria de 

las proteínas provenientes de patógenos son raramente usadas como vacunas. Adernás tiene 

como desventaja el limitado tamaño de los epítopes que pueden ser insertados ya que podrian 

afectar la estructura terciaria o el arreglo cuaternario de la proteína (Laplagne et al; 2004). En 

contraste con los cápsides virales, las proteínas bacterianas ocasionalmente tienen un arreglo 

cuaternario polimérico por lo que pocos antígenos bacterianos han sido propuestos corno 

acarreadores en el desarrollo de vacunas. Las vacunas ampliamente usadas como el toxoide 

tetánico (TI) no han sido muy efectivas debido al fenómeno de supresión en el cual la 

inducción de una respuesta inmune contra un péptido sintético, conjugado a TI, se previene por 

una inmunidad preexistente a TI (Sciutto et al; 2002). Otra proteína de origen bacteriano que 

ha sido extensamente evaluado es la toxina de cólera (CT). Esta molécula acarreadora y 



" ""-- - - - - - ----- -

adyuvante ha sido sintetizada en sistemas virales y bacterianos y se ha empleado para la 

presentación de antígenos por diferentes estrategias de inmunización (Yu el al; 2001). La 

holotoxina o la subunidad B de cólera funcionan como potentes adyuvantes; además la fusión 

de pequeños antígenos a la subunidad B permiten una respuesta inmune sistémica y de las 

mucosas mediada por la vías Thl o Th2 dependiendo del epítope unido (Yu el al; 2001). Sin 

embargo, su uso como adyuvante y acarreador está limitado en humanos debido a su toxicidad 

en el sistema nervioso central. 

Recientemente, se ha identificado a la enzima bacteriana lumazina sintetasa de Bruce/Ia 

ssp. cuyas propiedades fisicoquímicas la hacen un candidato prometedor como acarreadora de 

antígenos en el desarrollo de vacunas. 

4.1. /JruceJl¡¡ ssp. lumazina sintetasa (BLS) 

4.1.1. Origen 

Es una proteína citoplasmática, de ISkDa en su forma monomérica, presente en la 

fracción soluble de cepas lisas y rugosas del género Bruce/Ia. La evaluación de la respuesta 

inmune humoral de estas proteínas libres de Iipopolisacárisos (LPS), por inmuno-absorción con 

un anticuerpo monoclonal anti-LPS (MAb BC6S), ha sido . de importancia en el 

inmunodiagnóstico de la brucelosis en humanos y animales (Goldbaum el al., 1992, 1993; Baldi 

el al ., 1996). Las características fisicoquímicas de esta proteína han sido caracterizadas por los 

grupos de investigación del Dr. Goldbaum y el Dr. Hemmen (Hemmen el al., 1995; Goldbaum 

el al ., 1993, 1999; Baldi el al., 2000). 

Entre las propiedades principales de la proteína expresada en forma recombinante en 

E.col; como cuerpos de inclusión, figura la tendencia de agregarse en ausencia de condiciones 

reductoras debido a la presencia de un residuo de cisteína (Cys), que le permite formar un 

enlace disulfuro intermolecular. Por esta razón se realizó la a1quilación del residuo libre de Cys, 

mediante un tratamiento con iodoacetamida, que permitió la obtención de una proteína soluble 

con un peso molecular de 90kDa (Goldbaum et al., 1999; Baldi et al., 2000). La proteína soluble 
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presentó propiedades antigénicas similares a la forma nativa Aunque no se conoce la función de 

la BLS en su entorno original, la secuencia de aminoácidos mostró una hornología con la 

estructura de enzimas con actividad de lumazina sintetasa presente en la biosíntesis bacteriana 

de la riboflavina, se le atribuyen funciones similares a su homólogo. 

4.1.2. Estructura 

Una de las características más distintivas de la enzima lumazina sintetasa (LS) es la 

divergencia estructural presente en diferentes especies. Los arreglos cuaternarios más comunes 

son las formas pentamérica e icosaédrica, pero prácticamente compuestos con la mismas 

unidades estructurales monoméricas. La estructura del monómero consiste en cuatro motivos 

repetidos de ~-plegadas ya-hélices, que producen un sándwich en paralelo de las f}-plegadas 

rodeadas por las a-hélices, dos a cada lado de la hoja ~ (Zylberman et al ; Fomasari et a1.,2004; 

Klinke et al., en prensa). Además presentan un sitio activo de estructura conservada en la 

interfase formada por dos monómeros adyacentes. La única diferencia estructural del sitio 

activo de BLS con respecto a la enzima de B.suM/u es la sustitución de un residuo fenilalanina 

por uno de triptófano (Baldi et al., 20(0). 

La lumazina sintetasa de Brucella ssp. presenta una estructura pentamérica (90kDa) en 

su forma nativa que difiere del arreglo icosaédrico macromolecular de la enzima de B.subti/is. 

La secuencia GT (o G) KAG de la cadena a-hélice, caracteristica en las moléculas LS con 

arreglo icosaedral, contribuye a las interacciones entre las hélices a-4 y a-5 de pentámeros 

cercanos. Mientras que las enzimas pentaméricas no contienen estos residuos de glicina Estos 

residuos promueven una forma enrollada de la cadena dando una mayor estabilidad 

conformacional, por esta razón la hélice de BLS es contínua (Baldi et al ., 2(00). La inserción en 

BLS de 3 residuos entre las hélices generan una vuelta más prolongada que permite la unión de 

la a-hélice con la hoja ~ contigua, permitiendo así un ensamblaje muy estable como dímero de 

pentámeros (Zylberman et al ., 2004). La estructura tridimensional (Figura 3) muestra que los 

últimos 8-10 residuos amino terminales no son esenciales para el plegamiento general del 
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peotámao; debido a esta característica es posible aar protdnas quiméricas insertando péptidos 

en los residuos N-1mninales sin dai'iar el plegamiento geaeral, funcionado así como proteína 

acarreadora (Baldí et al., 2000; Laplagne et al 20(4). 

Figura 3. Aneglo QIatemario de Iumazina sinldasa de BncelJo spp_ (BLS). <a) Se muestra la superficie 
de BLS que forma la interfilse peotáJllero.pentámero. Los residuos de histidina están en rojo y los de 
fenilaIanina en amarillo. Los extremos 5 C-taminal de las hélices 4 sobresalen en la periferia mientras 
que el círculo interno de histidilla se _tiene en el centro, CICI'CIIIIO al poro que ~ a ~ del centro 
del pentámero. (b) Representación esquemátial de la forma peotamérica. Las a-héliccs se representan con 
cilindros y las hojas JI con flechas.. (e) Rqwcsmtación de la estruetma scc:unclalia del monómel'o. 
(Tomado de Fom8S8Ó et aJ., Zylberman et al., 2(04) 

4.1.2.1. Estabilidad estnctaral 

En estudios realizados por Zytberman et al. 2004, se evaluó la esaabilidlld 

termodinámica de BLS mediante la desnaturalización inducida por lIgCIVs quúnic:m (urea y 

GdnHCI), pH y tcmpa'atUfa.. 

El tratamíaIto con gradiemes aseendentes de urea no muestra cambios tmto en su 

estructura c:uatemaria ccmo en las kIáaria Y sccuodaria. Por OlIo lado, la GdnHCI (J.5-2.2 M) 

produce la disociación del dccámcro sin cambios estructurales en el sitio activo (AG = 90 ± 20 

IcJ/mol dec::ámr.ro). El empleo de GdoHCI al lBl l'lIIIgO 2.4-3.5M provoca la pádida de las 

estnlCtUtas klciaria Y secundaria de la proteina, aunada a la disociación del padámclO en 5 

subunidades de J 8 leDa (AG = 330 ± 30 JcJ/mol paJtámelo). Este wJor alto de la aagía Jible x 

debe a la naturalQ.8 de la intcrfBse ~ IIIOIIÓlJleros, estabilizada por un gran número de 

fuerzas de Van da- Waals resistenteal efecto de pH ácido. 
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La disociación de BLS con un tratamiento de pH en el rango 6.0-4.0 es un proceso 

reversible que evita la exposición de los sitios hidrofóbicos y por lo tanto, cambios en la 

estructura secundaria. Este efecto se debe a la protonación de residuos de histidina (His) 

presentes en la interfase pentámero-pentámero, lo cual produce la repulsión con la subsecuente 

pérdida de contacto entre pentámeros. Mientras que el tratamiento bajo condiciones más ácidas 

(pH inferior a 4.0) implica la desnaturalización irreversible. 

La desnaturalización térmica de la proteína se presenta entre 85-95°C ([m = 88 ± 2OC); 

sin embargo, el tratamiento térmico bajo condiciones que producen sólo la disociación del 

decámero provocan un descenso de 200C en la estabilidad térmica. Esto demuestra la 

contribución de la interfase pentámero-pentámero en la estabilidad de la lumazina sintetasa de 

Bnlcella ssp. 

4.1.3. Propiedades inmunológicas 

Esta enzima es una proteína altamente inmunogénica aún en ausencia de adyuvantes. 

Tiene el potencial de inducir una respuesta humoral prolongada debido al arreglo polimérico 

cuaternario que presenta su estructura (Goldbaum et al ., 1993; Hernmen et al., 1995; Baldi et 

al. , 1996; Letesson et al ., 1997; Velikovsky et al ., 2002; Laplagne et al ., 2004), Y permite activar 

una respuesta celular mediante la vacunación con DNA Los esplenocitos de ratones 

inmunizados con el vector expresando el gen BLS (pcDNA-BLS) produjeron IL-2 e IFN-y tras 

la estimulación in vi/ro con BLS recombinante, sugiriendo así la presentación de células T 

CD8+ por la vía MHC clase 1 (Velikovsky et al ., 2002). Además se ha reportado a BLS capaz 

de inducir una respuesta ThlfTh2 en presencia de diversos adyuvantes (Velikovsky et al. , 

2003). Por lo tanto, la construcción y expresión de proteínas quiméricas usando la estructum 

pentamérica de BLS como acarreadora y permitiendo la presentación al sistema inmune de 

péptidos vacunales de una manera pentavalente en el contexto de obtener una respuesta inmune 

altamente específica puede ser la base para el desarrollo de vacunas multi-epítopes (Baldi et al., 

2000). 
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La existencia de un modelo experimental y de péptidos bien definidos que constituyen 

la vacuna contra la cisticercosis porcina nos ofrece la posibilidad de explorar otras alternativas 

en la forma de producción de antígenos y sistemas de presentación que permitan mejorar el 

costo I beneficio de ésta y otras vacunas. 

Considerando las características inmunogénicas y estructurales que presenta la proteína 

lumazina sintetasa se ha producido satisfactoriamente la construcción quimérica BLS-KETcl, 

mediante la fusión de uno de los antígenos recombinantes (KETcl) que constituyen la vacuna 

contra cisticercosis a los 10 residuos amino terminales de BLS y expresada en E. eoli. Por lo 

tanto, en el presente trabajo se pretende caracterizar la respuesta inmune asociada a la 

protección mediante la vacunación con BLS-KETcl, utilizando un modelo de cisticercosis 

murina 
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5. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GENERAL 

• Evaluar las propiedades inmunogénicas del péptido vacunal KETcl expresado en la 

proteína acarreadora bacteriana lumazina sintetasa en el modelo murino de cisticercosis 

por Taenia crassiceps 

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

Evaluar la capacidad protectora inducida por el péptido KETcl elCpresada en la proteína 

acarreadora bacteriana lumazina sintetasa en el modelo murino de cisticercosis 

• Evaluar y caracterizar la respuesta inmune humoral y celular asociada a la inmunización 

con el péptido BLS-KETcl en el modelo murino 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Procedimiento 

Método de purificación de la proteina BL..') 

La proteína BLS expresada como cuerpos de inclusión en células transformadas de la 

cepa de E.col; BL21 se sometió a solubilización en buffer A (fris 5OmM, EOTA 5mM, urea 8M 

pH 8.0) toda la noche a temperatura ambiente y en agitación. El plegamiento de la proteína 

solubilizada se realizó mediante diálisis contra PBS con ditiotreitol (OlT) ImM durante 72 

horas. La purificación se realizó en una columna MonoQ en un aparato FPLC (pharmacia, 

Uppsala, Sweden) con un gradiente linear de buffer (Tris 50mM, NaCI 1 M, pH 8.5). El pico de 

elución enriquecido con BLS se pasó a través de una columna Superde:>c-200 con buffer PBS, 

1 mM OTT. La pureza de la proteína BLS se determinó con un gel de poliacrilamida SOS 15%. 

Posteriormente se concentró (1 OmglmL), se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a 20" C. 

Inmunización de ratones 

Para evaluar la respuesta humoral, grupos de 10 ratones hembras BALBlcAnN de 4 a 6 

semanas de edad se inmunizaron vía subcutánea (s.c.) con 2.5 Ilg/ratón o lO Ilg/ratón de KErcl 

con saponina (lOO Ilg/ratón) o con 50 ¡!g/ratón de BLS-WT o BLS-KErcl purificada o no 

purificada La inmunización se aplicó dos veces en un intervalo de diez días y se procedió a 

sangrar a los animales por punción ple:>co ocular a los 15 días posteriores a la segunda 

inmunización. El suero fue almacenado a -70"C hasta su análisis. Además se incluyó un grupo 

de 1 O ratones no inmunizados como control del e:>cperimento. 

Técnica de ELlSA para la detección de anticuerpos 

Se sensibilizaron microplacas de 96 pozos con 20llglmL del péptido sintético KErc) , o 

BLS-WT o BLS-KErcl e incubaron toda la noche a 4°C. Para determinar los niveles de 

anticuerpos, las placas se incubaron con el suero diluido (1 :100) en PBS-BSA 1%. Para detectar 
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la unión de inmunoglobulinas (Ig's) de ratón se empleó anti- IgG de ratón acoplada a fosfatasa 

alcalina en dilución 1:1000 durante I hora a 37"<:, de acuerdo al procedimiento descrito por 

Toledo et al., 1999. El desarrollo de la actividad de la fosfatasa se realizó a temperatura de 

incubación empleando el sustrato p-nitrofenil fosfato disódico (Sigma Diagnostics, Poole 

Dorset, UK) en buffer de dietanolamina por 10 minutos. La reacción se detuvo con NaOH 2N. 

Finalmente, se midió la absorbencia a 405 nm en un lector de ELlSA (Human Gessellschaft fUr 

Biochemica und Diagnostica, Taunnusstein,Germany). Para el caso de los sueros de ratones 

inmunizados con BLS-WT o BLS-KETcI no purificada, se emplearon diluciones (1 :50(0) 

siguiendo el procedimiento anterior. 

Ensayo de proliferación 

La evaluación de la respuesta celular se llevó a cabo por la técnica de proliferación de 

células en bazo. Todo el procedimiento se realizó en condiciones de esterilidad. 

Los bazos de ratones BALB/cAnN inmunizados y no inmunizados se colectaron en 

condiciones asépticas 15 días después de la última inmunización. Los bazos se colocaron en 

5rnL de medio RPMI 1640 (Gibco, InVitrogen Co,Grand Island,NY) suplementado con L

g1utamina (0.2rnM), pmercaptoetanol (0.05rnM), aminoácidos no esenciales (O.OlrnM), 

penicilina (100UlrnL), estreptomicina (IOO¡.¡g/mL) y 10% de suero fetal bovino (FBS). 

Posteriormente se perfundieron y centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos a 4 oC, se tiró el 

sobrenadante y se resuspendieron en 3-5mL de solución hemolizante durante 10 minutos. Se 

adicionó medio RPMI en relación a 3 veces el volumen de la solución hemolizante empleada 

Las células se cultivaron con medio RPMI, concanavalina A (ConA) (5¡.¡g/mL), BLS-WT o 

BLS-KETcl purificada o no-purificada (50¡.¡g/mL) e incubaron en una atmósfera humidificada 

al 5% COl en una concentración de 2X¡o' células/200IlL de volumen final. Después de 72 

horas, se marcaron con 20¡.¡L de HJ_metil timidina (Amecsham Biosciences,UK) y se dejó 

transcurrir 18 horas para su cosecha. La cantidad de marcador incorporado fue medido en un 
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contador betaplate 1205 (Wallac Oy,Turku, Finland). Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado en 3 ratones de cada grupo. Los datos están expresados como el conteo medio por 

minuto (cpm) y/o índices de estimulación (i .e., relación de la incorporación de timidina de cada 

una de las condiciones de estimulación oon respecto al medio) para cada grupo experimental. 

Infección de ratones 

Los cisticercos de Taenia cmssiceps de la cepa ORF, utilizados para la infección, se 

obtuvieron de la cavidad peritoneai de ratones hembras de la cepa Balb/cAnN, oon una 

parasitosis de 1 a 3 meses. Los cisticercos han sido mantenidos por pases intraperitoneales 

sucesivos, durante 15 años en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

Quince días después de la segunda inmunización, los ratones controles e inmunizados 

con KETcl , BLS-WT o BLS-KETcl purificados o no purificados se infectaron vía 

intraperitoneal (i.p.) con 10 cisticeroos (2mm de diámetro) no ramificados de T.crassiceps en 

PBS. Para determinar el nível de protección se procedió al sacrificio de los ratones 30-60 días 

después de la infección y se prosiguió a contar la carga parasitaria de la cavidad peritoneal. Los 

órganos de la cavidad peritoneal de cada ratón se removieron e inspeccionaron cuidadosamente 

para detectar la presencia de cualquier larva de T. cmssiceps. 
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6.2. Diseño Experimental 

I 
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7. RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

En este trabajo de tesis se evaluaron las propiedades inmunogénicas del péptido KETcl 

expresado en forma sintética y recombinante presentado en forma quimérica asociado a la 

proteína bacteriana BLS. 

La respuesta inmune humoral asociada a estos inmunógenos se determinó por medio de 

la identificación de anticuerpos específicos en contra de la proteína acarreadora y del propio 

péptido (anti-BLS-WT o anti-KETcl) en los sueros de los ratones inmunizados utilizando la 

técnica de EUSA. Como se observa en la Tabla 3, la inmunización con KETcl indujo 

anticuerpos -inmunoglobulinas G (IgG)- contra KETcl que fueron únicamente detectados 

cuando se empleó BLS-KETc I como fuente de antígeno en la placa de EUSA. Adicionalmente 

no se observaron diferencias entre las dos diferentes dosis de inmunógeno utilizadas (2.5 ó lO 

¡tglratón). Además, la inmunización con BLS-KETcl indujo anticuerpos reconocidos por BLS

WT y de manera más importante por BLS-KETcl, tal como se esperaba de acuerdo a los 

resultados obtenidos para el péptido KETcl. El uso de saponina como adyuvante no aumentó 

significativamente los niveles de IgG ni en los ratones inmunizados con BLS-KETcl ni en los 

inmunizados con BLS-WT (Figura 1, artículo Apéndice 1). La ausencia de detección de 

anticuerpos cuando el péptido KETcl se utiliza solo como antígeno en la placa es posible que se 

deba a cambios conformacionales que modifiquen criticamente su antigenicidad como 

consecuencia de su reducido tamaño (12 aminoácidos). 

Por otro lado, se demuestra la presencia de anticuerpos específicos contra KETcl al utilizar 

BLS-KETcl como antígeno mediante un ensayo de EUSA de inhibición previa absorción de 

los anticuerpos dirigidos contra BLS utilizando BLS-WT para su remoción (Figura 2, artículo 

Apéndice 1). 
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Tabla 3. KETd es reconocido como anticeno cuaado se expresa c:omo protelna quiméric:a 
recombloante _iado a Bruc:ellil spp lumazio. sintetasa (Tomado de Sciuno el al; 20(5) 

Pre- Post-inmuniz:u:ión con KETcl 
inmunización 2.5 u&'ratón 10 Uglratón 

Abs contra: 

KETcl O.09±O.02" 0.093 ± 0.06" 0.086± 0.03" 

I BLS-Wf 0.07 ±0.03 O.OSO ± 0.02b O. I 62 ± O.OSb 

I BLS-KETcl _ 0.06±0.0~ ___ 0.S80~. 17" ___ o 0.S20±0.12" _____ I 
I Media ± SD del nivel de anticuerpos IgG (OD40S) de grupos de ocho ratones hembras BALBlcAnN 
~~uni~as con KETcl y reaccionando con KETcl o BLS-KETcl. Los datos con diferentes literales 
\ ' , ") 1Il00can diferenCias slgJlIficabvas (P< 0.01). 

Considerando que la fase de purificación de la proteína quimérica aumenta de forma 

importante los costos de producción y que pudiera resultar innecesaria, se comparó la capacidad 

inmunogénica de la quimera purificada y no purificada Se realizó la inmunización de los 

ratones con BLS-WT o BLS-KETcl utilizando la proteína quimérica purificada (P) y no 

purificada (NP). Se observa la inducción de niveles detectables de anticuerpos contra los 

inmunógenos asociados a la placa (Figura 4). El empleo de BLS-WT o BLS-KETcl (P o NP) 

como fuente de antígeno permite observar diferencias entre los ratones inmunizados y los 

controles. La Figura 4 (A-D), muestra que BLS-WT presenta diferencias entre la forma 

purificada y no purificada, siendo la forma no purificada la que presentó los niveles más altos de 

anticuerpos anti-BLS-WT en todos los casos. Este tipo de respuesta pudiera deberse a la 

presencia de lipopolisacáridos frecuente contaminante en proteínas recombinantes producidas 

en bacterias Gram negativas (Haslberger et al ., 2000), que estimulen la respuesta inflamatoria 

aumentando la inmunogenicidad. Sin embargo, no se obtuvieron diferencias en los niveles de 

anticuerpos específicos anti-KETcl de los animales inmunizados con BLS-KETcl purificada y 

no purificada. 
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Otro propósito del estudio fue detenninar las propiedades inmunogénicas de KETcl en 

la quimera Al respecto de la respuesta de anticuerpos observamos que la expresión de KETcl 

en BLS pennite conservar su inmunogenicidad. 

Si bien existe correlación entre el grado de repetitividad y organización de un antígeno y 

la eficacia en la inducción de una respuesta inmune por células B, la naturaleza polimérica de 

BLS pudiera explicar la respuesta humoral obtenida Al mismo tiempo, su estructura 

cuatemaria implica una mayor estabilidad que podría estar confiriendo a KET c 1, incrementando 

así su tiempo de residencia in vim y de esta manera inducir eficientemente la estimulación 

específica de los linfocitos B por el antígeno (Goldbaum et al; 1999, Laplagne et al; 2004). Es 

también factible que la capacidad inmunogénica de la proteína BLS per se (Goldbaum et al; 

1993, Hemmen et al; 1995, Baldi et al; 1996, Letteson et al; 1997, Laplagne et al; 2004) permita 

mejorar la inmunogenicidad sistémica y oral del péptido (Rosas et al., sometido a publicación) 

además de su capacidad de activar células dendriticas recientemente reportada (De Pablo et al., 

en proceso). 

El desarrollo de una respuesta humoral por el empleo de BLS-KETcl como 

inmunógeno podria ser de relevancia considerando la posible importancia de la participación de 

los anticuerpos en la destrucción de los estados larvarios tempranos (Díaz et al ., 2003). Además 

la capacidad para interferir en el desarrollo de cisticercos de T .solium al estado larvario (Garcia 

et al. , 2001) se ha visto mediado por un aumento en las inmunoglobulinas inducido por la 

inmunización con GKI tanto en ratones (Toledo, 1999) como en cerdos (Díaz et al ., 2003). 

Resulta además relevante la potenciación de la respuesta proliferativa Iinfocitaria 

inducida por la quimera respecto al péptido utilizado en forma sintética Se ha reportado la 

participación de mecanismos dependientes de células para conferir inmunidad en la cisticercosis 

experimental por T. cmssiceps. La respuesta celular inducida por la infección se ha reportado 

capaz de controlar la cisticercosis murina en etapas tempranas a través de la vía Thl (Bojalil et 
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al., 1993; Terrazas et al., 1999). En este trabajo comenzamos la exploración de la participación 

de células T mediante estudios de proliferación celular in vi/ro de los esplenocitos de ratones 

control e inmunizados con KETcl, BLS-Wf o BLS-KETcl por vía subcutánea. Como se ilustra 

en la Tabla 4, se observa un aumento significativo de la proliferación linfocitaria inducida por el 

antígeno BL8-KETcl en células de los ratones inmunizados con los distintos péptidos. En 

particular es de relevancia la observada en las células provenientes de ratones inmunizados con 

KETcl como péptido, considerando que en este grupo los niveles proliferativos se consideran 

específicamente inducidos por el péptido. Mayores niveles proliferativos se encontraron cuando 

BLS-KETcl se utilizó como inmunógeno aún restando la proliferación inducida por BLS. Estos 

resultados indican que el péptido expresado en la quimera es capaz de aumentar la capacidad 

inmunogénica celular así como la capacidad de estimulación in vitro. Si bien no se cuantificaron 

citocinas en este trabajo de tesis, la respuesta proliferativa podría estar mediada por la secreción 

de interleucina 2 (IL-2) durante el reconocimiento antigénico de BLS-KETcl por células T 

especificas considerando la relevancia de esta citocina en la proliferación celular así como 

resultados previamente publicados realizados específicamente utilizando GKl como 

inmunógeno tanto en el cerdo como en el ratón (Díaz et al 2003; Toledo et al., 1999,2(01). 

Tabla 4. ProUreraci6u lit vitro de espleuodtos inducida por el piptido KETd espresado romo 
proteina quimáica recombinante usamlo BruceJIa spp Iumazlna sintetasa 

(Tomado de Sciutto et al' 2005) 
Inmunizado con: 

Tratamiento in vitro Saponina BLS-WT KETcl BLS-KETcl 

I Medio 104± 126 229± 136 179± 119 153 ± 54 
KETcl 281 ± 188 950± 593 114 ± 25 272± 220 
BLS-WT 155 ±461 5989± 1204- 656± 130 2659± 506 

BLS-KETcl 308±461 2\03 ± 1139- 3144 ± 81- 8922± 475~ 

Media ± SO de incorporación de(3H] TdR (cpm) después de la estimulación in v1tro de esplenocitos de 
retones BALBlcAnN controles e inmunizados. Los datos son representati vos de tres experimentos 
realizados individualmente. -Incremento significativo de la capacidad proliferativa (P<0.05). 
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Al respecto de la purificación de BLS-KETcl y la respuesta celular inducida se observó 

que tanto BL8-wr no purificada como BLS-KETcl inducen una mayor capacidad proliferativa 

(Tabla 5) con respecto a BLS-WT. La diferencia en el incremento obtenido para el primer caso, 

puede atribuirse a la participación de los Iipopolisacáridos en la estimulación de monocitos I 

macrófagos que promuevan una respuesta mediada por linfocitos T (Haslberger et al., 2000). La 

diferencia obtenida para la estimulación con BL8-KETcl puede explicarse por el efecto del 

péptido KETc 1 fusionado a BLS. 

Tabla S. ProIireraci6a lit lIiI1P de esplenodtos indudda por KETc:1 expresada (omo proteina qulmftiea 
reeemlJi .... te asociada a Bnaedla spp lumazina sintetasa 

Gruoo exoerimental" 

Inmunizados con: 

KETcl + BLS-WT BLS-WTno BLS-KErcl BLS-KErcl 
Tratamiento in vilro: Controles Saoonina Saoonina . purificada purificada purificada no purificada 

BLS-WT purificada 0.6±0.1 1.2± 0.5 1.1 ± 0.4 2.2±0.1 0.6±0.2 2.3 ± 0.2 0.9±0 

BLS-WT no purificada 0.9:1. 0.3 6.0 :1.3.7 3.6:1. 2.5 10.6:1.1.1· 1.3 :1: 0. 1 11.8.1. 1.1.1 ... ) 1.7.l. 0.2· 

BLS-KErcl purificada 2.7:1. 0.7· 5.0±22 3.5:1. 1.7 1.5 ± 0.2 3.7± 0.3· 8.5 ± 0.3.<0) 1.5 ± 0.2· 

ConA 224.4±5.8 558.4 ± 133.9 214.8 ± 216.9 1367.6 ± 53.5 104.2 ± 105.8 520.2± 37.4 388.3± 26.7 

o Media ± SD de incorporación de [3H]Tunidina (ie) después de la estimulaci6n in v/irQ en células de bazo provenientes de ratones 
Balh1cAnN cootroles e inmunizados. Los datos SOII representativos de tres experimentos realizados separadamente 
• Incremento significativo de la capacidad proIiferativa (¡)<O.05) 

En este estudio sólo se determinó la capacidad proliferativa de las células de bazo y 

queda aún por evaluar el perfil de citocinas que nos pennita correlacionar la respuesta humoral 

y celular obtenida Sin embargo, considerando los estudios previos realizados por Toledo et al; 

2001, Velikokvsky et al; 2002. se esperarla un patrón de citocinas con niveles aumentados de 

lFN-y e IL-2 asociados al desarrollo de una respuesta de tipo ThI. Este perfil es el que se 

observa en infecciones tempranas como un mecanismo capaz de limitar el establecimiento y 

reproducción del parásito (Díaz et al ., 2003). De esta manera, el uso de BLS como acarreador 

puede permitir la presentación al sistema inmune de otros péptidos, mejorando la 

inmunogenicidad de éstos ya sea incrementando su tamaño o proporcionando epítopes 

estimuladores de células T. 
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Al respecto de la capacidad protectora de los ratones inmunizados bajo las diferentes 

condiciones experimentales se encontró que el péptido KETcl expresado en la proteína 

quimérica BLS indujo niveles de protección similares a la del péptido sintético (73 vs 74%, 

respectivamente). Además se encontró que BLS-WT induce protección significativa debido 

posiblemente a una respuesta inmune innata capaz de inducir un incremento en la resistencia a 

esta parasitosis (fabla 6). Esta posibilidad está sustentada por resultados recientes donde se 

observó a BLS capaz de activar células dendríticas a través de TLR4 (Berguer, sometido a 

publicación ). 

Tabla 6. Capacidad protectora inducida por KETcl expresada como p",leina quiJMriaa 
m:omblnante usando BrucdJa spp Ju~ slnteta5a cromado de Sciutto et al; 2(04) 

No inmunizados 433", 488, 491 , 511,529, 535, 624, 642 

Inmunizados con: 

KETcl 

BLS-WT 

BLS-KETcl 

S31:l:68~ 

2,3, 47,99,1 04, 108, 155, 165, 208, 214, 238, 317 
138:1:96* 

153, 156, 161 , 189, 200, 220,225, 272, 296, 313, 322 
128:1:64* 

0, 0, 41 , 108, 113, 162, 198, 208. 228, 253, 294 
146:1: 101* 

74%" 

57% 

73% 

"Número individual de cisticercos recuperados 60dlas después de la infección de cada ratón. 
b Media ± SD. 
e Porcentaje de protección con respecto a los controles. ·Diferencia estadísticamente significativa entre 
los ratones control e inmunizados (prueba I-student). 

Resultados recientes sugieren el requerimiento de la purificación de la quimera para la 

inducción de protección contra la cisticercosis. Sin embargo, estos resultados son preliminares y 

requieren de experimentos adicionales para determinar si la purificación de la quimera es 

necesaria para inducir protección en contra de la cisticercosis murina 

Al respecto de la variación en la cantidad de parásitos en los grupos experimentales 

cabe mencionar que es una observación previamente reportada por nuestro grupo en este 

modelo experimental de cisticercosis. Experimentos realizados en el laboratorio indican que en 
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estas diferencias podrían participar factores asociados a la heterogeneidad en la infectividad de 

cada parásito inoculado. 

Los resultados encontrados con respecto a la inmunogenicidad del péptido KET el. 

expresado en la quimera representan además un avance importante al respecto específicamente 

de la vacuna contra la cisticercosis. Los resultados obtenidos en este estudio señalan el interés 

de evaluar la inmunogenicidad de BlS-KETcl no purificada considerando que su empleo sin el 

paso previo de purificación permitiría disponer de un potente inmunógeno capaz de ser 

producido a bl!ios costos en cultivos bacterianos de sencillo esca1amiento. 

37 



8. CONCLUSIONES 

En este trabajo de tesis se obtuvieron los resultados que permiten proponer a la proteína 

bacteriana "Broce/la spp lumazina sintetasa" como una molécula adecuada para la presentación 

de antígenos vacunales. Esta propuesta está basada comparando las propiedades inrnunogénicas 

del péptido sintéticamente producido y expresado en forma quimérica asociado a la proteína 

BLS utilizando un modelo experimental murino de cisticercosis. 

Entre las principales conclusiones figuran : 

1. El péptido KETcl expresado en BLS protege en contra de la cisticercosis murina por 

Taenia crassiceps. La inmunización con BLS-KETcl purificada indujo un índice de 

protección de 73%, similar al nivel de protección obtenido utilizando KETcl como 

inmunágeno. 

2. La inmunización con la quimera BLS-KETcl aumenta la antigenicidad del péptido 

KETc 1, permitiendo la detección de anticuerpos específicos contra KETc 1. 

3. Los niveles de anticuerpos son similares en la inmunización tanto con la forma 

purificada y no purificada de BLS-KETc1. 

4. Se observó una alta respuesta proliferativa en las células de los ratones inmunizados 

estimulados in vitro con BLS-KETcl en niveles que no difieren significativamente si la 

quimera fue o no purificada previamente a la inmunización. 

El uso de la BLS como proteína acarreadora ofrece la posibilidad de producir la vacuna 

con sistemas bacterianos de expresión de bajo costo relativos a la producción en forma sintética 

sin modificar su capacidad protectora CUl!"do es administrada por vía subcutánea y sin requerir 

el uso de adyuvantes adicionales. Estas observaciones enfatizan el interés de BLS como proteína 

acarreadora y ofrecen nuevas posibilidades en vacunas contra la cisticercosis. 
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Abstract 

Lumazine synthasc from Broce/lo spp. (BLS) was evaluated lIS a protein canier lo improve 8Iltigeo delivery ofKETe 1, one oflbe pc:pIides 
ofthe anti-cysticercosis va.:cine. KETel becomes antigeoic, preserved iIB immooogenicity and its protective capacity wben expte88ed as I 
recombinant chimerie protein using iJnlce/1o spp.lumazine synthase. KETc 1 aod BLS-KETcl were nol MHC H-2",H-2* nar H-1' baplotype
resIricted a1beit KET el is preferentia11y presented in Ibe H-l' baplotype. These lindings support tbat BLS is a poICIIIDeW delivery system rOl' 
Ibe improvement oC subunit vaccines. 
(:) 2004 E1sevicr Lid. AII righlS reserved. 

KLywon/.: Tamio soI/um; Antig<ll delivCl}'; l.umazine synthase 

l. IDtroduttioR 

Over recent years new types of vaccines have been de
veloped based on important advances in biotechnology [1.2). 
Subunit wccines involving peptides that contained epitopes 
capable of indlldng protective irnmunity against infectious 
organisms have been identified [3,4]. However, fiequently, 
subunit vaccines are weak irnmunogens, requirethe use of 
adjuvant and need m be given in more Iban one dose [5]. Dif
ferent novel approaches are being used m improve vaccme 
efficacy avoiding side eft'ects and reducing the cast of im
munization. Among them, several protein carrlers have been 
testedm improve vaccine delivery [6-9]. A recently struc
turally described bacteria! enzyme identified from Broce/la 
spp. has severa! propertíes that mue it a promising antigen 
carrier for vaccine preparations. It has becn proved thal BLS 

• com:sponding lWIbor. Tel. : +5256223153; fax: +5256223369. 

E-moil add"'!J3: odc\a@servidor.unam.1DX (E. Sciutto). 

0264-410XlS - seo front maner O 2004 EIsevier lid. AH righ .. reoaved. 
doi:IO.IOltYj.VllCCine.2004.1I.043 

assembles as a remark.able stable dimer of penlamer5, rep
resenting a new qualcnuuy order between the Iumazine syn
thases family [1 OJo The presence of ten sites of linkage and 
the confonnation of its N-tennini Iinked m its high stability 
indicare the possibility m insert small epitopes without dis
tnrbing its conformation. In addition, this protein seems m be 
useful as a carrier molecule since it possesses immunostimll
latory propertíes, even in the absence of any adjuvanl It can 
activate the ceDular responses by delivering CD8+ T -<:en epi
topes inm the MHC class I pathway [11], and elicits a strong 
and long-Iasting humoral and celllllarresponses [12]. Consid
ering its mllltivalence and the possibility of applying different 
protein engineering strategies on BLS [13] it is abo possible 
lo consider this carrler m design multi-epitope-vaccines. 

On the other hand, a vaccine against pol'Cine cysticercosis 
due to Taenia so/ium, a parasite lbat seriously affects hwnan 
health in non-developing countries has been recently devel
oped [14,15]. Considering thatpigsaretheonlyintermediate 
host of the parasite, this vaccine is proposed as a tool lo 
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interrupt transmission and prevent Ihe human disease [16). 
The vaccine is composed by 1hree well-defined peptides of8 
(lCETcl2), 12 (KETcl)and 17 (GK1) amino acidsoriginally 
identified in Taenia crassiceps [17) • parasite closely relaled 
to r solium. These peptides have been shown to induce high 
level of protectiOll agajost experimental murine cysticercosis 
in an experimental model successfully use<! to test candidate 
antigens fOI vaccination agajost porcine r solium cysticerco
sis and were identified in aII !he deYelopmental stages of Ihe 
parasite [IS, 19). More recentIy, !he vaccine was successfully 
testedin afield tria! againstpigs' cysticercosisimportantly re
ducing!he number of established parasites and !heir viability 
[16). Thus, it has been considered a useful tool to etfectively 
interrupt transmission. For this pmpose, !he main limitatioo 
is lbat the vaccine is synthetically produced al a very high 
price, particularly when considering lhal its inlended target 
is a popu1ation of pigs belonging ID peopIe of scarce means 
[20). Thus, it is an UIgeIlt need to improve Ihe delivery of Ihe 
developed vaccine to be extensively used as a 100110 control 
cysticercosis in developing countries where cysticercosis is 
endemic. 

The goal of the present study was to evaluate !he etfecl 
of BMlce11a spp. lumazine synthase (BLS) as a vaccine car
rier, which is known to possess convenient physicochemica1 
properties for this purpose, and to study!he possibility of Un
proving !he magnitude of the immune response induced by 
one of!he peptides (lCETe 1) of!he anti-cysticercosis vaccine 
described above. The antigenicity and immunogenicity ofthe 
chimeric protein named, BLS-KETcl, created by fusing!he 
peptide KETel to the lO N-termini ofBLS and expressed in 
Escherichla coli was evaluated and compared wi!h the linear 
peptide KETc 1. 

l. Materials ud naedlods 

1.1. Mice 

Six to eight-week-old female H-l congenie BALB.B and 
BALB.K strains míce were obtained ftom !he Jackson Lab
oratory (Bar Harbor, ME). Female BALBleAnN miee were 
bred al !he Instituto de Investigaciones Biomédicas animal fu
ci1ities by bro!her-sister mating. A11 mice were housed in our 
animal facilities in microisolators supplied wilh sterile food 
and water under pa!hogen-tR:e cooditions. The experiments 
reported herein were conducted according to Ihe principies 
se! forlh in !he Guide for the Care and Use ofLaboratory An
imals, Institute of Laboratory Anima1s Resources, National 
Research Council, Washington, OC. 

2.2. hptide 

A r crassiceps derived pepcide lbat is shared by 
r solium [19), KETel (APMS11'SATSVR(G» was syn
thesized by stepwise solid-phase syn!hesis wilh N"-tert
butyloxycarbonyl (BOC) derivatives of L-amino acids on 

phenyl-acetamidomethyl (PAM) resin (Sigma Chemica1 Co., 
St Louis, MO). The peptide was 95% pure as judged 
by HPLC in an anaIytícal CI8 reversed-phase column 
(3.9 mm x 150mm; Delta Pak, Waters). The corree! amino 
acid sequence was confirmed by protein sequeocing on a 
pulsed-liquid-phase protein sequencer (Applied Biosyslems, 
Foster City, CA) al !he National Institute ofCardiology, Mex
icoCity. 

1.3. Erptr!ssion ofthe BLS protein 

The Brucella spp. BLS gene was cloned in pET Ila vector 
(Novagen, EMD Biosciences, USA) as reported previously 
[10). The plasmid was used lo transform BL21 (DE3) straiD 
E. coli competenl cells (Stratagene, La Jolla, CA). Ampi
cillin resistant eolonies were grown until O~ = 1.0 in LB 
medium coDtaining 100jl.g/ml ofampieillin, al 37 °C wi!h 
agitation (300 rpm). Five millilitres of this culture were di
Iuted to 500 mI and grown lo reach an OD600 of 1.0. Al !his 
point !he culture was induced adding 1 mM IPTG and ineu
bated for4 h al 37°C wi!h agitation (300rpm). The bacteria 
were centrifuged at 15,000 x g during 20min al 4 oC. 

2.4. Protein purificalÍon aná nifolding 

BLS proleÍn was successfu1ly expressed as iDclusion bod
ies by transfOrmatiOD of strain BUI (DE3) E. coli competenl 
cells. The inclusion bodies were solubilized in 50 mM Tris, 
5 mM EDTA. 8 M urea pH 8.0 al room temperature overnight 
wi!h agitation. The solubilizcd material was refolded by dial
ysis during 72 h against PBS containing 1 mM dithiothreitol 
(OTr). This preparation was purified in a MonoQ column in 
a FPLC apparatus (Pharmacia, Uppsala, Sweden) using a lin
ear gradient ofbutfer B (50 mM Tris, 1 M NaCI, pH S.5). The 
peak enriched wilh BLS was furlher purified on a Superdex-
200 column wi!h buffer PBS, 1 mM DTT. The purity of!he 
BLS preparation was determined on SOS 15% (w/v) poly
acrylamide gels. Purified BLS was concentrated (10 mg/mI), 
ftozen in liquid N2 and stored at -20 '·C. 

2.S. Ptr!paration aná expression ofthe chimeric prolein 
BLS-KEfcJ 

A pETlla plasmid containing Ihe opeo reading trame of 
Brucella spp. lumazine synthase was digested wi!h !he ~ 
striction enzymes BarnHl and XbaI and subcloned in Ihe vec
torpALTER-Ex 1 (Promega, Madison, WI). Using!he altered 
Siles 11 (Promega) site-directed mutagenesis kit, two new re
strictiOll sites were introduced: a NsiI site in Ihe two first 
codons of!he 5' extreme and a AflIl site in Ihe two codons 
comprising rcsidues 8 and 9 oflhe wild type amiuo acid se
quence. The resulting sequence contains a His residue instead 
of Ala al position 1, and a Leu residue instead of Asn al posi
tion 8 of!he coding sequence of!he wild type protein. After 
checking the mutations by sequencing, Ihe construction was 
subcloned again in !he pETlla vector. Themutated pETlla 
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plasmid was digested wi!h !he restriction enzymes Nsil and 
AflII. removing !he coding sequenc:e of!he first 8 residues. 
The wild type sequence was exehanged for the sequenees 
pertaining to!he peptide KETe l. To insert this sequence, two 
oligonuclcotides were syn!hesized (lntegrated DNA Tcch
nologies, Coralville, lA) in a way that, after annealing. they 
eontain !he coding sequence APMSTPSATSVR followed by 
two additional residues for spacing (GS) plus !he eorrespond
ing overbangs for ligation al !he Nsil (S') and AfiO (3') ends. 
The generated double stranded oligonucleotide was Iigated 
wi!h !he previously digested mutated pETlla by overnight 
incubational 16 °Cwi!h T4DNA ligase (Promega). The liga
tioo mix was used to transform competentE. coli DH5o. cells. 
The insertiOll was verified by colony-PCR using as primers 
OIle of!he peptide spccific oligonucleotides and !he 17 ter
minator primer. The construction was finally checked by 80-

tomated ·sequencing. 

2.6. Immunization 01 mice 

To eva1uate the humoral ~nse, groups of eight fe
mate BALB/cAn!\[ mice each were subcutaneously (s.e.) im
munized wi!h 10 .... g/mouse or 2.S .... g/mouse of KETe I io 
saponin (lOO .... g/mouse) (Sigma Chernical Co.) as described 
elsewhere [19] or wi!h SO .... g/mouse ofBLS-WT or B18-
KETel wi!h or wi!hout saponin (SO .... g/mouse). Immuniza.. 
tion was performed twice al 10000y intervals and !he animals 
were bled by retro orbital plexus puncture 10 days alter !he 
second immunization. Sera were stored at -70 =C until as
sayed. 

To evaluate the ceDular immune response, groups of 
3-S miee of different strains were s.e. immunized wi!h 
two doses of SO .... g/mouse of BLS-WT or BLS-KETel 
plus saponin (SO .... gImouse) or KETel (lO .... g/mouse) plus 
sapooin (100 .... g/mouse). 

2.7. ELISAfor antibodies 

Microtitre plales (Costar, Corning Ineorporated, Coming, 
NY, USA) were eoated wi!h 20 .... g/ml of the synthetic pep
tide, or BLS wild type or BLS-KETel at room ternperature. 
To determine the antibody levels, plates were incubated wi!h 
!he diluted sera (1 : I 00) followed by !he addition of aIka
lioe phosphatase-conjugated anti mouse IgG, followiog tbe 
previously described procedure [19]. Color was developed 
at RT witb p-nitropbenyl phosphale disodium (Sigma Diag
nostics, Poole Dorset, UK) and absorbance was measured 
at 40S nm in a Humareader EUSA processor (Human Ges
sellschaft für Biochemica und Diagnostica, Taunnusstein, 
Germany). 

An inhibition ELISA experiment was performed usiog the 
same procedure as described aboye diluting tbe sera 1: 100 
and previously incubated or not with soluble BLS-WT at 
10 .... glml during 20 min al room temperature before being 
added to !he plate. 

2.8. Prolifemtion assay 

Spleena ftom non-immunized and immunízed 
BALBlcAnN (H-ñ, BALB.K (H-n, and BALB.a 
(H-Jb) miee were collccted under aseptie conditions IS 
days after Ihe Jast immuni~on. The ce)Js were washed 
and eultured in RPMI 1640 medium (Gibco, InVitro
gen Corporation, Grand Island, NY), supplemented wi!h 
L-glutamine (0.2 mM), 2-J3mercaptoetbanol (0.05 mM), 
penicillin (lOOU/ml), streptomycin (IOO .... g/ml) and 10% 
fetal bovine serum (FBS). Cells were cultured witb media, or 
KETcl (10 .... g/ml) or B18·WT or BLS-KETel (SO .... g/ml) 
as described e\sewhere [21]. Briefty, cells were incubated at 
37 OC in a 5% C(h humidified atmosphere, in ftat-bottomed 
microtiter plates, at a concentration of 2 x 105 cells per 
200..,.J final volume. After 72 h, tbe cultured cells were 
pulsed (l .... Ci per well) for a furtber 18h witb [methyl.3H] 
tbymidine (Amersham Biosciences, UK). Theo, celia were 
harvested and tbe amount of incorporated \abel was mea
sured by counting io a 120S betaplate'N liquid scintillation 
counter (WaIlac Oy, TurIru, Finland). A11 assays were 
performed in triplicate cell samples from each of three 
to five individual mice per group. Data are eocpressed as 
tbe mean counts per minute (cpm) for each experimental 
group. 

2.9. Mice infection 

Fifteen days after tbe sccond immunízation, controls and 
immunized mice wi!h KETel, BLS-WT or BLS-KETel 
were i.p. challenged witb 10 small (2 mm in diameter), non
budding cysticerci ofT. cmssiceps in 05 mi ofPBS. To deter
mine the leve! of protection, mice were saaificed sixty days 
after infection and !he cysts inside tbeir peritoneaI cavities 
were harvested and eounted under stereoscopic microscope 
[18]. Organs inside the peritoneum of each mouse were re
moved and carefully inspected to detect any remaining T. 
cmssiceps Iarwe. 

2.10. StatisticaJ ana/ysis 

Data were anaIyzed by one-way ANOVA Mcy's test. A11 
analyses were performed using the Instat Software Program 
(GraphPad). 

3. Raulas IIIId clisausion 

Thisstudyrevealed thatBl1ICel/a spp.lumazinesynthase is 
an adequate carrier to present foreign epitopes to !he immune 
system. It tolerates tbe insertion of a 12 amino acid peptide 
cncoding one ofthe peptides of the vaccine against T. soIiu", 
cysticercosis, increasing !he length of!he inserted epitope, 
as well as inserting multicopies of this epi tope, becoming 
antigenic and improving its immunogenecity. 
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Table 1 
KET el bec:omcs anbgcnM: wbm exprared ... RCOIIIbinao1 dlimeric: pro
io:i.ú ... Uq¡ JJr.c.1kJ i¡lp. lumazWe i)'D1base 

Befare Afia' immunizotiou wilh KETe 1 

Abo againsI 
KETel 0.09 ± 0.02" 0.093 ± 0.06" 0.086 ± 0.03" 
BLS-WT 0.07 ± 0.03 O.~ ± 0.02" 0.162 ± 0.05b 

BLS-KETel 0.06 ± 0.01" 0.5ao ± 0.17" 0.520 ± 0.12< 

M ..... ± S.D. oflgO mlibody level (OO ... )ofgmupo of.;pl BALBlcAoN 
fcmalc micc each KETel-immUDized rc8CIia& wiIb KETel or BLS-KETe l . 
Dala with difl'CIeI1l1ct1en (a. b. e) iDdicaIe sipilicaut difl'cn::oces (P < 0.01). 

As Table I shows, KETcl-immunizcd mice elicited IgG 
antibodies (Abs) against KETcl 1hat were onIy detectable 
when BLS-KETc I was used as Ihe source of antigen in Ihe 
ELISA plate. No dilferences were observed between Ihe two 
doses tested (2.5 or 10 I1g ofKETc Ihnouse). Considerin~ the 
small size ofthis peptide (12 amioo acids), its confonnation 
is probably modified Mlen bound to Ihe ELISA plate wilh 
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!he consequent 1058 of its capacity for antibody recognition. 
The possibility 1hat KETcl was no! bound to Ihe pIste was 
discarded considering thal sera ftom T. cmssiceps-infected 
mice recognized the peptide in ELISA. 

MORlOYCr, !he c:xprcssíon of ICETcl on BLS allOWll con
serving its imrnunogenicity. As shown in Fig. l immuniza
tion wilh 50l1g of BLS-KETc I/mouse (containing 2.5 I1g 
of KETc 1) elicited IgG antibodies !hat recognized BLS-WT 
and more importaotly BLS-KETcl as expected considering 
data shown in Table l . These results confinned tbe previous 
finding that BLS pe!" se is capable to induce a vigorous IgG 
response [11]. Levels oflgGwere not significantly improved 
using saponin as adjuvant neilher when mice were immu
nized witb BLS-KETcl nor with DLS-wr a finding consis
tent wilh Ihe needless of adjuvants [1 I J. In addition, a grest 
heterogeneity in IgG leve!s against BLS-wr or BLS-KETc I 
was found when mice were immunized wilh DLS-wr, which 
was importaotly reduced when mice were immunized wilh 
tbe chimeric protein (BLS-KETcl) an unexpected finding 
!hat needs furIheI' studies. The increased leve! of Ab deter-

8 
I 8 . 

0~1 ----~~--------------------
• 

JI.., -
2

1 
BlS-KETcl 

~ '6j 
~ 1.2 

o 

• 11 I 

80el • 
o o .• ¡ 8 

o~I ______ ~A __ ~IL-__________________ _ 
_..... Bl.s-wr BLS-KETcl 

Fi¡. l . ADlibody 1cvcI. detamiDcd ..,. EUSA in sen tiom BLS-WT _ BLS-KETe 1 immuuizcd micc in !be _ or DOt of oaponine as odjlMlQl agaÍDJI 

KETel or BLS-WT or BLS-KETel. 00 ...... wcn: subIracccd tiom thooeoblaiocd in cach mouse befare illlJDUl!i2alioa 
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Fi¡.2. Aaliboclies eIiI:ilcd by immunizaIiOll ofm.i<:e wiIh BLS-KETel IR 
DOI only specifIc Cor Bl.S but abo for KETel. Sera from micc immunizcd 
wilhBLS-WT(O)orBLS-KETcI (lI)wendl.:uboI<dwitboUlorwitb 10\1g 
por reoctiOG oC soluble BLS-WT. Tbe Ag-Ab compl.,... gcucnlCd w..., ia
cuholed witb BLS-WT (A)or BLS-KETcI (B) antigens -...me die ELISA 
pIate. Data In: \he mean % S.O. oC eigbl sera Cor each group oC immuniz<d 
mice. 

mined\\benBLS-KETcl isusedas8lltigenisspecificagainst 
KETcJ auhown in Fig. 2 Thel'~ceof~jficantibodies 
against KETcI was confirmed by tbe previous incubation of 
anti-BLS-KETcl sera witb 10 j.Lg oCBLS-WT, whicb impor
tantly redueed tbe level of antibodies generated by tbe BLS 
epitopes oftlte chimera (Fig. 2A) remaining an important re
activity against BLS-KETel (Fig. 2B). Tbe polymeric nature 
of BLS (Le., tbat oC a repetitive and spatially ordered arrayoC 
tite same epitopes) could explain tbis strong B-cell response 
producing a strong signal transduction mediated by B-cell 
receptors, as described previously in a study using baptens 
as model antigens [22]. In tItis sense, tbe three-dimensional 
structure of BLS sbows lbat any given epitope wou/d be in
serted at ten different points located at tite vertices oC two 
planar pentagons, separated by a regular distance oC around 
40 A and wou/d be displayed 10 tbe solvent in a regular array, 
increasing tlteir intrinsie immunogenicity [13,23]. Based on 
tite previous analysis, BLS-KETcl eould behave as a very 
stable decamer as compared witlt tite wild-type, suggesting 
lbat, in tbis setting, KETe I would bave tite stability con-

Table2 
Spccilic in vitro spIcnocytc pcolifenllioD iDduc<d by KETel ~ u. 
,cwu>bilooui clW,JCrir.: pruio:in ....wg /JnJu1lll _ I .... -u..: .YJIII-: 

Immuni:ad willl 

ID vitro _ SapoalD BLS-wr Kl!TcI BLS-KI!TcI 

Media 104 ± 126 229 ± 136 179 ± 119 1S3 % S. 
KETcl 281 % 188 950 ± S93 114 ± lS 2n ± 220 
BLS-WT \Ss ± 461 S989 ± 1204' 6S6 ± 130 26S9 % 506 
BLS-KETcl 308 % 461 2103 % 1139' 3144 % 81' 8922 * 41S9' 

Mean % S.o. oC(3HJ TdR iJII:or¡>cnIiOG (cpm) olla' in viIn> lIÍDdIlioa oC 
splcnocytes fiom BALBIcAnN c:oaIIOIa .... immuniz<d C ....... mice. Dala 
..... 'I"......u.tiv. uf t1u.., ililfOiCUI .... V"'~ M:piKllldy performccL 

• SigniIicantly iDm:aaed pcolifcrative CIjlKity (P < O.OS). 

Cerred by tbe camer protein, increasing its in vivo half-life 
by several-fold. Tbus, tite U8C oC BLS as a protein earrier 
has tbe benefit of improving tite immunogenicity of peptides 
by increasing immunogen size as well as providing T-helper 
epitopes. 

Furtbennore, BLS mayalso be able lo provide better pro
cessing of KETc l for antigen presentation. Tbe ability of 
splenic antigen-presenting cells (APC) 10 present KET e 1 in 
iho: lin.,.... furm oc on tilo: surfitco: of tite recombinant BLS 
protein 10 in vivo primed T cells was determined using pro
liferation assays. As Table 2 sbows BLS-KETc I was a better 
recall antigen tban tite linear KETcl peptide lo splenocytes 
from mice immunized witb tbe syntltetic KETcl peptide. 

To de1ermine if tbis proliCerative capacity is MHC 
haplotype-restricted three independent mouse major bisto
compatibility complex baplotypes (H-P. H~:zb and H-zt) 
were tested in a BALB background [24). As Table 3 sbows, 
significan. increased proliferative response was induced in 
murine splenocytes from tbe three congenie straÍDS tested 
wben miee were immunized witb KETel and in vitro stim
u/ated witlt BL8-KETel. Tbis broad antigen preseotation 

Table3 
Spccilk iD vitro spIoDocyte prolifc:ration iDduced by KET el ~ ... 
RWIIIbinaot cbimcric ..-in uoing BI'II«IJiJ spp.IUIIIIIZÍDO synlbaoc in H-2 
COIIgcuic micc s1raÍDI 

BALB(II.zd) 
Media 
KETcl 
BLS-KETcl 

BALB(II.r) 
Media 
KETcl 
BLS-KETcl 

BALB (11-1") 
Media 
KCr cl 
BLS-KETcl 

CcI\s fiom micc immuniz<d wiIh KETcI 

179%119 

114 * 2S 
3144 * 11' 

94±22 

43 * 9 
237S ± 709' 

189 % 110 
379 % 294 

5686 * 2030' 

Mean ± S.D. cf [3HJ TdR iocorporation (cpm) a&r in vitro ,timulatiOll of 
splenocytel from dilfcrent.trains oCmicc immunized wiIh KETcl .yntheI
icalJy produc:cd or BLS-KET c 1 plus upoaiD oc sopoDÍD aIorIC. 

• SigDificaUI iocn:ase in \he cpm rc:spect lo tpIcDocy1<:s incuIl*d wiIh 
medio aIoac (P < O.OS). 
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could be due lO the presence of dilferent anchor and non
anchor positions in the 12 aa KETcl sequenee which could 
promote the binding to tbe three ditremlt MHC haplotype5 
tested. The possibility lbat oew single peptide(s) could be 
generated during in vitro BLS-KETcl antigen pm¡entation 
able lO bind lO the three MHC haplotypes cannot be !lis
carded. Limited variation between certain haplotypes was 
fOlDld which can be ranked as follows: H-1"=H-¿t<H-~ . 
Thus, KETcl seems lO be prcferentially presented in the H
~ haplotype (P = 0.03). It is of interest the increased pro
Iiferative response induced by KETcl immlDlization sinee 
BALB.B as well other syngenic H_2b strains (C57BU6J, 
C57BLI O) !lave been fOlDld highly resistant to the experi
menlal cysticeroosis infection [25]. Thus, the increased im
mlDlogenecity of this peptide extensively expressed in the 
parasite [19] could be related lO this resistanee. 

As expected, a higher proliferativc response was observed 
in miee immunized with BLS-KETcl and primed in vitro 
with the same chimera (data not shown). In these conditions, 
neither MHC-haplotype restriction nor preferential pm¡enta
tion was observed probably due lO the presence of a higher 
number of epitopes that override tbe ditrerences observed for 
KETcl presentation. 

Another important finding that merit comments is that 
KETc I expressed in the chimera not onIy preserved its 
immlDlogenicity but aIso exhibited similar protective capac
ity Iban the linear peptide (73% versus 74% respectively, 
Table 4). It is interesting that BLS aIone aIso induced high 
level ofprotection (57".4>. which couId bedue lO an increased 
innate immune response c:onsideriug that an increased _ 
sistance lO murine cysticercosis CaD be induced by this kind 
of response [26,27). Although trus possibility needs further 
studies this finding couId be importlllt for considering it 

Table 4 

Effectivc pmlcctioa induced by KETc 1 "'JlftSKd as a rccombioaut cbimcri<: 
proIcin usmg BI'IiCli/ItHpp. llIIIWÍIlt'yD¡Iio.é 

NOD-immUllind micc 433", 4S8, 491 , Sil, 529, 
535. 614. 642 
532 ± 68" 

ImmUllind wilh 
KETcl 2.3. 47.99, lO., 108, 155. 

165.208. 214, 238, 317 
138 ± %" 

BLS-WT 153. I~ 161. 189, 200. 
220. 225. 212. 296. 313. 
322 
228±64" 

BLS-KETcl O. O. 41 . 108, 1\3. 162. 
198, 208, 22J, 253. 294 
146±I02" 

74%' 

H% 

73% 

" Individual numbcr of crslicerci ........,..¡ 60 days after infection from 
cach IDOUSC. 

" Mcan±S.D. 
• Pc:rcemage of prolcctiOD rapccllO COIIIR>ls. 
" StatisticaDy siJ!Dilicant dilfermec betweo:n o:onIn>l and immUDized mi<:c 

(Studcnt's ,-test). 

as potential useful adjuvant in vaccination. Overall. results 
obtained herein Iet us propose BLS as a novel and etrective 
delivery system for the improvement oC different subunit 
vaccines. Numerous proteins bave beco proposed and tested 
for antigen delivery [28-31]. Unfortunately, many ofthem 
pm¡ent properties that Iimit their use. WJdeIy used vaccines 
such as tetanus toxoid (TT) bavc: not been unifonnly 
etrective as carrier proteins because of the phenomenon of 
epitope.specific suppressioo in wbich inductioo of an im
mune response against a synthetic peptide, conjugated lO TT, 
is prevented by pre-existing immlDlity lO TT [32]. Another 
protein extensively used is the Cholera toxin, which induces 
both mucosal and systemic immlDle responses vía a Th2 cell
dependent pathway [30J. However, and in addition lO poten
tial type-I hypersen:sitivity, a majorconcem for using mucosal 
adjuvants such as CT is that this moJecule is not suitable for 
use in humans bccause of its lOxicity for the central nerwus 
system [33). In the case ofBLS none ofthe mice employed 
exhibited symptoms of discomfort. However. considering the 
potential use ofBLS as a carrier. its safety must be thoroughIy 
studied 

Another point lbat merits comments is lbat the immIDlo
genicity of KETc I is aIso an important advance in the 
improvement of the vaccine against cysticercosis. It is now 
possible lO express KETcl as a recombinant chlmera in 
bacteria al more aceessible production costs and with an 
improved immunogenicity, wbich could be reflected as an 
increase in its protective capacity. Based on these resuIts 
it will be convenient to express the other two peptides that 
c:onstitute the vaccine and confinn their protective capacity 
against pig cysticercosis. 

In summary. results presented here otrer a novel antigen 
delivering protein that open new possibilities for controlling 
pathogens for which vaccines are not yet avaiJable. 
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Abstract 

The use of transgenic plants as a new antigen-delivery system of subunit vaccines has been 

increasingly explored. We herein report for the first time the use of transgenic papayas for the 

delivery of a subunit vaccine. Embryogenic calli of Carica papaya L. Cultivar "Maradol Tabasco· 

were transformed with three different constructions cloned in pUI235-5.1, corresponding to the 

three peptides that constitute the synthetic anti-cysticercosis vaccine. A total of 41 hygromycin

resistant clones (35 KETc1, 4 KETc7 and 2 KETc12) that showed stable 13 -glucuronidase activity 

were eh osen and propagated. Twenty clones, in which the expected corresponding inserts were 

revealed by PCR or RT-PCR, were selected for further analysis. The peptide content reached up 

to 2 % and 0.8% for KETc7 and KETc1, respectively, of the total soluble protein according to 

densitometer analysis or HPLC. The protective capacity of each callus total extract without any 

adjuvant was determined by s.c. immunization, using the high predictive model of murine 

cysticercosis. Complete protection was induced by subcutaneous immunization with so me of the 

transgenic callus in up to 90% of the immunized mice, higher than that expected using the 

respective synthetic peptides, indicating the potential of this new version of the anti-cysticercosis 

vaccine. This study provides a new high protective subunit anticysticercosis vaccine, produced in 

transgenic papaya that could be a realistic tool for the prevention of this parasitic disease, which 

severely and frequently affects the less-developed countries of the world. 
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Introduction 

Vaccination is considered one of the most promising biotechnological measures for the 

control of infectious diseases. However, its impact has been mainly limited to viral infections (Le., 

smallpox, poliomyelitis, influenza .. . ), as well as those in which soluble products such as tetanus 

and diphtheria toxins mediate the pathogenicity. Much less successful has been the prevention 

of parasitic diseases in spite of multiple efforts undertaken to develop effective vaccines (1). This 

situation seems exceptionally different in the case of parasitic infections caused by many 

cestodes. Results obtained by some research groups against different cestodes suggest that, in 

the particular case of cestodiasis, vaccines can be highly effective (2-6) 

Among cestodes, Taenia solium affects human health most severely and frequently. An 

effective synthetic vaccine named S3Pvac against pig cysticercosis (an obligatory host and the 

most vulnerable step in transmission) has been developed (7, 8). S3Pvac, composed of three 

synthetic peptides of 18, 12 and 8 amino acids, reduced in 50 % the prevalence of cysticercosis 

and in 98 % the intensity of infection with viable cysts in a field trial against pig cysticercosis (9). 

Moreover, S3Pvac immunization of previously infected pigs induced a reduction in cysticerci 

viability, exhibiting additional therapeutic properties (10). Thus, S3Pvac represents a powerful 

means of controlling the cysticercosis infection. The main limitation is the cost of the synthetic 

vaccine, particularly when considering that its intended target is a population of pigs belonging to 

people of scarce means. Thus, it is an urgent need to improve the delivery of the developed 

vaccine, to be used extensively as a tool to control cysticercosis in developing countries where 

the disease is endemic. The S3Pv¡:¡c synthetic components plus the protective recombinant 

peptide KETc7 were expressed in filamentous phage. This phage recombinant vaccine effectively 

protected against experimental pig cysticercosis when administered s.c. (11). Its protective 

capacity is currently being tested in the field under realistic conditions of transmission. 

On the other hand, the possibility to develop oral vaccines against cysticercosis has also 

being explored. The needle-free oral vaccines are by far the most attractive method of vaccine 

delivery, which may avoid cost and logistics problems making them suitable for mass 
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immunization programs. In particular, oral vaccination seems to be an appropriate procedure for 

pigs and human vaccination since both acquire cysticercosis by the ingestion of T. solium eggs. 

However, S3Pvac as well as the phage recombinant vaccine exhibited low efficiency when orally 

administered (11). Thus, an additional delivery system based on the use of transgenic plants was 

herein explored. Plants could be an inexpensive source of antigens that are easily and massively 

produced. Moreover, the plant cell walls can protect antigen from further degradation in the 

digestive tract enabling antigens to reach the Gut Associated Lymphoid Tissue. In this study we 

choose to transform transgenic papaya, considering that its small sized genome allows the 

insertion of multiple transgene copies and can be eaten raw with additional side-benefits effects 

regarding its immunomodulator properties (12). In addition, papaya cells can be propagated in 

low costly liquid culture (13) avoiding non-desirable environmental effects due to the release of 

transgenic plants. 

Here, we tested the immunoprotective properties of the developed papaya transgenic 

clones in a murine model of cysticercosis. This experimental model is obtained by using Taenia 

crassiceps, another cestode that naturally infects rodents and exhibits extensive antigenic cross

reactivity and cross-immunity with T. solium and develops easily and rapidly in the peritoneal 

cavity of mice. Thus, it has be en successfully employed to test promising antigens as those 

included in the S3Pvac. This model was also useful to test different vaccine approaches against 

cysticercosis (7, 8). Experimental cysticercosis due to T. crassiceps is attained by injecting 

metacestodes in the peritoneal cavities of mice, where they reproduce by budding. Once 

established, parasites can exponentially reproduce in the peritoneal cavity. Thereafter, the 

number of cysticerci (parasite burden) at different times of infection reflects the susceptibility to 

the infection. 

In the present study, we describe for the first time the use of papaya as a delivery system 

for subunit vaccines and the production of the first version of a plant-based anticysticercosis 

vaccine expressed in transgenic papaya with potential use for massive vaccination. Our results 
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encourage further investigation into this new antigen delivery system as an oral vaccine against 

pig and human cysticercosis. 

Materials and Methods 

Plant Material. Seeds of papaya Cariea papaya L. cultivar "Maradol Tabasco" were obtained from 

INIFAP (Instituto Nacional en Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias), Tabasco campus. 

Immature fruits were used as source of zygotic embryos for embryogenic callus induction. 

Embryogenic callus induction and propagation was performed according to Cabrera-Ponce et al. (14). 

Sequence modifications. KETc1, KETc12 and KETc7 DNA sequences were optimized in their 

promoter codon sequences as follows: in KETc1 and KETc12, the ATG codon was identified and 

modified into the ANNATGGCUNN contexto A six His-tag coding sequence was added at the 3' end, 

in order to increase the size of the peptides and to facilita te their identification and purification, if 

needed. The latter required the alignment of the synthetic primers (S' ATG MT TCA CM TGG CTC 

CM TGT CTA CAC CAT CGG CTA CAT CGG TT 3') and (S' ATG GAT CCT CCA TGG TGA TGG 

TGA TGG TGC CGA ACC GAT GTA GCC GA 3') into the KETc1 sequence and (S' ATG MT TCA 

CM TGG CTG GCA ACC TCT TAT TGA GTT GTT TGC A 3') and (S' ATG GAT CCT CM TGG TGA 

TGG TGA TGG TGC AM CM CTC MT 3') into the KETc12 sequence to yield the KETc1 .6His and 

KETc12.6His sequences, respectively. In both cases, primers were designed to have an Eco RI 

recognition site at the S' end, and a Bam HI recognition site at the 3' end. Complementary DNA was 

synthesized with Klenow enzyme (Roche). 

The cDNA sequence of KETc7 contained the optimal ATG codon in the ANNATGGCUNN context and 

was recovered from the pTc-sp7 construction containing the signal peptide of the betaglycan receptor 

(BG) (1S) . 

Clonation of KETc1.6His, KETc12.6His and KETc7 insert in pUl 235-5.1. KETc1.6His and 

KETc12.6His sequen ces were cloned into pBluescript vector (Stratagen), in EcoRI/ BamHI sites, and 
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the constructions were sequenced to verify the correct ORF (open reading frame). The inserts 

KETc1 .6His and KETc12.6His were subcloned into the EcoRl/BamHI of the constitutive plant vector 

pUl 235-5.1 behind the CAMV35-35S promoter constructed by Herrera-Estrella et al., (16) that 

contains the resistance gene of kanamycin. The resulting vectors contained a 79 bp and 70 bp 

fragment from the original ATG codon, corresponding to KETc1 and KETc12, respectively. On the 

other hand, the cONA sequence of KETc7, including the signal peptide sequence of the betaglycan 

receptor (BG), was excised from plasmid pTc-sp7 (15). This fragment of 446 pb was then subcloned 

into the plant vector pUl 235-5.1 in BamH11 Stu I site (Fig. 1). The optimal ORF of the constructions 

were confirrned by sequencing. 

Genetic Transformation. Papaya embryogenic calli at the globular stage were co-transforrned using 

particle bombardment according to Cabrera-Ponce (14, 17). The pWRG1515 plasmid (18) containing the 

gusA (~glucoronidase reporter gen) and the hygromycin (resistance gene), was used to co-transform with 

the respective constructions (KETc1, KETc7 and KETc12) in pUl 235-5.1 plasmid. 

Molecular Analysis. Transgenic clones for the three peptides were tested by polymerase chain 

reaction (PCR) using the primer LHE- 1700 from -84 bp of the CAMV 35-35S promoter ( 5' GGA 

TGA CGC ACA ATC CeA CTA T 3') and the primer LHE-178 based on the 3' end of the insert gene 

(5' GAT CCT CM TGG TGA TGG TGA TG 3') for the detection of KETc1 and KETc12 clones, and 

the primer LHE- 1700 and 3" end CTA MG A TI CTI CTI ATC TIC TGG TIC CAT for the detection 

of KETc7 clones. To confirm the presence of the desired gene in the transgenic clones, total plant 

ONA was extracted with ONeasyPlant Mini kit (Qiagen) and the PCR reaction was prepared with 

Platinum Taq Polymerase (Invitrogen). The amplification reaction was separated in 2.0% agarose 

gels and then visualized under UV light. The clones were named according to the progressive clone 

identified adding p of papaya first e.g. pKETc721 
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RT-PCR. The transcription of each transgene was analyzed by RT-PCR in the different clones. Total 

RNA extraction was performed from 100 mg fresh weight of embryogenic callus following the protocol 

described by Shure et al., (19). The follow specific primers for RT-PCR were employed: on the S' 

end ATG GCT CCA ATG TCT A for KETc1 and ATG GCT GGC MC CTC TI for KETc12. For both 

inserts, we used the same 3'end primer GGA TCC TCA ATG GTG. The S' primer AGA TCA CCC 

GGG MT TC and primer 3' end CTA MG ATI CTI CTI ATC TIC TGG TIC CAT were used for 

KETc7 insert detection. Reverse transcription (RT) was carried out for 1 h at SO oC in SO ~I final 

reaction volume containing S ~g RNA, 20 ng of specific primers and a mixture of dNTPs (10 mM 

each), 10 mM DTI, and 200 units of M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen). The PCR products 

were analyzed by electrophoresis on 2% (w/v) agarose gels. 

Protein Extraction. Soluble extract from ea eh papaya clone (S gr) and from wild-type embryogenic 

callus were powdered in liquid N2 and Iysed with 1 gr/ml of Iysis buffer [PBS pH =7.4, SO mM sodium 

ascorbate, 1 mM EDTA pH=8.0, 0.2% Triton X-100 and 10 Ill/ml of protease inhibitor cocktail for use 

in purification of poly-(histidine) tagged proteins (Sigma)] and centrifuged at 36 220 X 9 and 40 C for 

20 min to remove insoluble debris. The supernatant was collected, and the protein concentration 

was determined by Lowry (20). 

Detection of inserted peptides. For the detection of KETc7, KETc1 .6His and KETc12.6His 

peptides, SO ~g of soluble extract from each clone were subject to 4 -12 % NuPAGE acrylamide gel 

(Invitrogen) and stained with SimplyBlue SafeStain (Invitrogen). 

KETc7 was quantified using the densitometer analysis program Quantity one in the Fluor-S™ 

Multimager (BioRAD). 

Considering that no bands were detected for KETc1 .6His and KETc12.6His inserts in the acrylamide 

gels, additional HPLC analysis were performed. Soluble extract of the respective transgenic clones 

and wild-type embryogenic callus were analyzed by HPLC (Waters 600 Corp. Milford MA, USA) with 

a C18 Deltapack 3.9 x 300 mm, 1Sllm, 300 Amstrongs. A detector Waters 486 was employed. The 
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mobile phase was an aqueous solution of 0.1 % Trifluoroacetic acid (Baker) as solvent A, in aqueous 

solution of 0.1 % TFA, acetonitrile 70% (Baker) in solvent B. A linear gradient of 5 to 50% of B in 25 

min and 50-95% of B in 5 min to room temperature and flow of 1.5 ml/min was applied. Oetection 

was at 230 nm and retention time was 9.74 min for KETc1 .6His and 14.72 min for KETc12.6His 

standards synthetically prepared peptides. The KETc1 .6His concentration in the different transgenic 

clones was estimated considering the area under the curve of the HPLC profiles after being 

subtracted from the respective area of the non-transgenic papaya extract. For purification of 

KETc1 .6His and KETc12.6His peptides the Ni-NTA spin kit (Qiagen) and the Ni-NTA magnetic 

agarose beads (Qiagen) were employed. 

ELlSA. The transgenic clones were tested as antigen in an ELlSA assay for the presence of the 

KETc1 .6His and KETc12.6His peptides by Anti-His (C-Term) HRP antibody (Invitrogen), the anti

penta His FA antibody (Sigma) or specific antibodies against cysticercal antigens. Specific 

antibodies against the respective peptides were not employed considering the low levels of 

antibodies elicited by these peptides (7,8). In brief, Immulon I plates (Nunc) were coated with Iysate 

protein (100 ~L at 10 !-Ig/ml in carbonate buffer pH=9.6) and left overnight at 4 oC. The plates were 

washed 3 times for 5 min with 200 ~Ilwell of wash solution (PBS 1x containing 0.3% v=v Tween 20). 

Anti-His (C-Term ) HRP diluted 1 :5000 (100 ~II well) were added and incubated for 30 min at 37°C. 

Reactivity was detected by adding tetramethylbenzidine (Zymed, Laboratories) as substrate. The 

color reaction was allowed to proceed for 15 minutes at 4°C in the dark and stopped by adding 100 \JI 

of 0.2 M H2S04 (Baker). Optical density (00450 nm) was determined in an ELlSA processor (Opsys 

MR, Oynex Technologies). Each sample was assayed twice. A sample was considered positive if the 

optical density was higher than mean ± 2 SO obtained with sera from non-immunized mice against 

the tested transgenic clone. 

Mice. BALB/cAnN female mice, previously characterized as a strain highly susceptible to 

cysticercosis (21), were used for vaccine trials. Mice were bred and kept in our animal facilities by 
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single-line breeding system. The experiments reported herein were conducted according to the 

principies set forth in the Guide for the Use of Laboratory Animals, Institute of Laboratory Animal 

Resources, National Research Council, Washington, OC, 1996. The experimental protocols were 

approved by the Animal Care Committee of the University and following the Guide of the Care and 

Use of Experimental Animals. 

Parasite and cysticercal antigens. The ORF strain of T. crassiceps (22) has been maintained by 

serial intraperitoneal passage in BALB/cAnN female mice since 1986 in our Institute. Parasites for 

infections were harvested from the peritoneal cavity of mice, 1-3 months after inoculation of 10 

cysticerci per mouse as described (21). 

Immunizations. In order to test the immunogenicity of the recombinant KETc1 .6His, KETc12.6His and 

KETc7 peptides, mice were immunized with soluble extracts of different transgenic clones and wild

type embryogenic callus. Mice received one subcutaneous injection with doses of 200 or 1000 ¡.tg of 

total extract each in 200 ¡.tI without any adjuvant. One booster immunization was applied 15 days later. 

Infections. Ten days after the last immunization, mice were intraperitoneally infected with 10 small (2 

mm in diameter), non-budding cysticerci of T. crassiceps in 0.5 mi of PBS. To determine the level of 

protection, mice were killed 40 days after infection and the cysts inside their peritoneal cavity were 

harvested and counted (22). Organs inside the peritoneal cavity of each mouse were removed and 

carefully inspected to detect any remaining T. crassiceps larvae. 

Statistical Analysis. Statistical comparison of individual parasite intensities between groups was 

performed by the Kruskal-Wallis non-parametric analysis of variance ANOVA test beca use many mice 

of the immunized groups contained zero parasites, and because parasite intensity is a discontinuous 

variable (Le., O, 1, 2, ... n parasites). Data were considered statistically significant at P<0.05. 
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Results 

Production and selection of transgenic papaya clones. The pUl 235-5.1 transfer vector containing 

the kanamycin resistance gene driven by the NOS promoter (16) was employed. The KETc1.6His 

KETc12.6His and KETc7 genes with the modified ATG context were driven by the CAMV35-35S 

promoter (Fig. 1). From one bombardment transformation experiment, 41 transgenic clones of 

embryogenic papaya calli were obtained by double selection on hygromicin and paromomycin 

medium. This selection system was devised in three steps applied to the bombardment of 

embryogenic calli to facilitate the selection of putative transgenic clones, a faster and more effective 

procedure than others previously reported (14). Transgenic clones were scored for transitory and 

stable 13- glucuronidase activity, and propagated individually on separate plates for further analysis. 

The presence of each of the three different peptides (KETc1, KETc12 and KETc7) in transgenic 

clones was confirmed by PCR followed by gel electrophoresis of the amplified fragments (Figure 2A 

lanes e, f) . Figure 2A shows the amplification of the products of expected sizes according to the 

positive controls (KETc1. 6His (163 bp), KETc12. 6His (154 bp) and KETc7 (544 bp), Fig 2A lane d). 

These products were not present in vector pUl 235-5.1 without insert and wild-type embryogenic calli 

(Fig 2, lanes b, c, respectively. The transcriptions of the encoding sequences were evaluated by RT

PCR, using total RNA from each transgenic clone (Figure 28). Wild-type embryogenic callus was used 

as negative control (Iane c). As indicated, some clones produced the transcript of expected sizes 

(Ianes e, f) . Of all the putative transgenic clones, 20 were confirmed by PCR and RT-PCR, (16 

clones corresponding to KETc1 .6His, two to KETc7 and two to KETc12.6His) and were used for 

further experiments. 

Detection and estimation of transgene peptide contento Total protein extract of transgenic clones 

was analyzed by NuPAGE- 4-12% acrylamide gel (Invitrogen) to detect and quantify the expression of 

the transgenic peptides. Figure 3A shows clones 21p and 23p, which express the KETc7 peptide. 
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Densitometry analysis of the transgenic peptide band revealed that the expression level of the KETc7 

protein was 2 and 1.5 % of the total protein extract. No detectable bands of the expected KETc1.6His 

or KETc12.6His sizes were observed (data not shown). Thus, detection of KETc1 .6His and 

KETc12.6His peptides was performed by HPLC profiJes. Prior to HPLC, the KETc1 .6His synthetic 

peptide and those recombinant from the different transgenic clones were purified using Ni-NT A spin 

columns. KETc1 .6His appeared at 9.76-9.82 min (Fig 38). The relative concentration of each clone 

was determined considering the area under the curve in the HPLC profile. A dose-response curve 

was employed, using the respective synthetic peptides as control. Synthetically produced 

KETc12.6His was detected by HPLC both in the elution buffer as well as added to the non-transgenic 

extract. However, KETc12.6His did not bind to the Ni-NTA spin columns or to Ni-NTA magnetic 

agarose beads. Thus, it was not possible to confirm and quantify the presence of the peptide in the 

respective transgenic clones. 

Antigenic properties of the transgenic clones. Anti-His (C-Term) HRP antibody (lnvitrogen) and 

specific polyclonal sera, previously prepared in mouse against the cysticercal antigens, or sera from 

mice experimentally infected with cysticerci, were used to detect the transgenic clones. Microtitre 

plates were coated with both soluble extract of transgenic clones and wild-type embryogenic callus. 

Only the p1KETc1s clone was significantly recognized by the Anti-His (C-Term) HRP antibody 

(Invitrogen) MoAb (OD = 0.9), which recognizes the conformational epitope of the six tail histidines 

(23). In contrast, no reaction was detected neither with the anti-penta His FA antibody (Sigma) nor 

with anti-cysticercus sera (data not-shown). 

High protective capacity of sorne transgenic clones against the experimental model of 

cysticercosis. Subcutaneous immunization of mice with wild-type embryogenic callus of the three 

peptide transgenic clones significantly reduced the expected parasite load, more efficiently at adose 

of 200 J.lg of soluble extract proteins per mouse. Different doses of KETc7 transgenic clones were 

tested. Table 1 shows that from the two pKETc7 papaya transgenic clones, only pKETc723 significantly 
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reduced the expected parasite load and induced total protection in 50 to 63% of the immunized mice, 

independently of the dose used. Thus, the lower dose was used to evaluate all the remaining selected 

transgenic clones. Table 2 shows that 11 out of 16 different clones that express KETc1.6 His 

significantly protected against murine cysticercosis. These clones also induced total protection in 60 to 

90 % of immunized mice. The pKETc126 and pKETc127, expressing the KETc12 6His-tag peptide also 

importantly reduced the expected parasite load and, more interestingly, induced total protection in 

80% of immunized mice. Immunization with wild-type embryogenic callus or with the different 

transgenic clones does not have an apparent adverse effect on mice growth or behavior. 

Discussion 

In this study transgenic papaya expressing peptides of interest in vaccination are produced for 

the first time. Papaya proved to be a useful system for this purpose. High efficiency of transformation 

and transgene detection was obtained after embryogenic papaya callus bombardment, since the 

transgene was detected in 50 % of the transformed clones. In fact, the constructions herein reported 

were also used for carrot transformation but the transgene was detected in only a few of the 

transformed clones (data not-shown). It is worth to mention that the t~ree peptides expressed, which 

are of different sizes and sequences, maintained their protective capacity when tested against the 

experimental murine infection. These results indicate that papaya is a useful antigen delivery system 

for the development of new subunit vaccines. To the best of our knowledge, this is the first report on 

transgenic plants produced by bombardment DNA transformation with such small peptides. 

Level of expression between 1.5 and 2% for KETc7 (21 and 23 clones, respectively) and up to 

0.02 % for KETc1.6His of the total extract were obtained (Fig 3), which resemble levels reported by 

other studies using the same transformation procedure (24). 

The histidine tail used to improve the screening of transgenic peptides(25) was successfully used to 

confirm the presence of KETc1.6His in HPLC peak eluted at 9.76-9.82 mino However, this strategy 

was not useful for KETc12.6His detection. In contrast to KETc1 .6His, the histidine tail of KETc12 was 

not bound to Ni-NTA column. We speculate that the highly hydrophobic 8 aa KETc12 peptide which 
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includes 4 Leu, could interfere with the histidine-Ni interactions. Thus, albeit KETc12.6His 

synthetically produced can be efficiently detected by HPLC we were not able to confirm its presence 

by previous Ni adsorption. The lack of KETc12.6His peptide detection is probably due to the low level 

of expression in the transgenic clones. KETc12 can be efficiently detected by HPLC we were not able 

to confirm its presence by previous Ni adsorption. However, since the presence of the KETc12 

transgene was identified in the two transformed clones by PCR, RT-PCR and by their protective 

capacity, we assume that the peptide was already translated although at an undetectable level of 

expression. With respect to the antigenic properties of the transgenic papayas, only the p1KETc1 9 

clone was detected by means of anti-histidine antibodies. No clones were detected by antibodies 

produced by the cysticercal antigens, probably due to a very low peptide express ion plus low levels of 

specific antibodies in the sera of infected mice. Considering the poor capacity of these peptides to 

elicit the high levels of specific antibodies previously described (7, 8) we were not able to detect the 

peptides in the transgenic clones using more specific antisera. In addition, antigenic changes could 

be promoted by the histidine tail. used to improve their detection in the case of the two smaller 

peptides (KETc1 and KETc12), and/or the result of interactions with other plant components. 

In spite of the advantages to express vaccine products using the transgenic plants mentioned 

aboye, the low concentration of the expressed antigens constitutes an important limitation. For this 

reason, over the past decade important efforts have been directed to determine how to enhance 

expression levels of foreign genes in transgenic plants including the use of stronger promoters (26), 

and the chloroplast expression system (27). 

Regardless of the low level of expression, only a low amount of plant extract was herein 

needed to elicit protection against murine cysticercosis, probably due to the high immunogenicity that 

remains in the transgenic peptides (Table 1). Subcutaneous immunization was used as a screening 

strategy to identify the most promising transgenic clones that include KETc1 .6 His, KETc12.6 His and 

KETc7 peptides. Interestingly, as shown in Table 2, a remarkable protective capacity was induced by 

sorne of the transgenic papaya clones: 11 out of 16 KETc1 .6 His transgenic clones induced high 

protection levels. Sorne of the clones induced almost complete resistance to the parasitosis. 
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Differences in vaccine efficiency between the clones tested for the same peptide could be related to 

the content and/or conformation exhibited by the peptide. The two transgenic clones (pKETc126 and 

pKETc127 ) that expressed the 8 aa KETc12 peptide, induced very high levels of protection. As 

expected, the lowest level of protection was induced by the pKETc723 transgenic clone as has been 

observed by the 96 aa KETc7 recombinant protein (28). Currently, we are investigating the immune 

response induced by the most promising vaccine candidates systemic and orally delivered. Even if 

the oral route with this transgenic papaya has not been tested yet, the natural bioencapsulation of the 

transgenic peptides within the cells protects them from degradation by gastrointestinal proteinases 

and allows their oral administration preserving their immunogenic properties. Another point that merits 

comment is that the high level of protection induced by the mentioned clones with such small peptides 

was achieved without the presence of any adjuvant, which emphasizes the efficiency of this new 

delivery system for subunit vaccines. 

One concern about plant-based vaccine is the requirement of additional purification to avoid non

desirable effects from plant components which could certainly increase the costs of the biological 

products (29). Herein, it is also interesting the significant protection induced by the soluble proteins 

from papaya itself, with no apparent side effect, which increase the effectiveness of the papaya 

system in vaccination. The possibility of antigens shared between cysticerci and papaya was 

discarded since no cross-reactivity was detected between the two different sources of antigen (data 

not shown). The anthelminthic properties associated to papaya extracts could be involved in the 

protection observed herein (30). 

In summary, this is a major contribution in the development of new vaccine expression and delivery 

systems. In addition, this plant-derived vaccine version represents a new tool of potential interest for 

human and pork cysticercosis prevention. 
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Figure Legends 

Fig. 1. Schematic diagram of gene constructs. P: NOS promoter. NPT-II: plant-selectable kanamycin 

marker. T: NOS terminator. CAMV 35-35S promoter, with 1 as the first base of the ATG codon. L: P: 

peptide coding sequence; H: His-tag. 

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis showing bands generated by PCR amplification of DNA of two 

representative transgenic dones for KETc1 .6His, KETc7 and KETc12.6His (A) and by the reverse 

transcription PCR amplification of the sameclones (B). Lane a: VIII MW marker (Roche), lane b: pUl 

235-5.1 vector withoutinsert, lane c, wild-type embryogenic calli, lane d: synthetic peptide, lanes e, f: 

transgenic clones. 

Fig. 3. 

A. Detection of the KETc7 transgenic peptide in 4-12 % NuPAGE acrylamide gel (Invitrogen). 

Densitometry analysis after staining indicates that KETc7 represents 2 and 1.5% of the total protein 

content in the pKETch,and pKETc1 23 respectively. NT: non-transgenic papaya clone. 

B. An HPLC profile of non-transgenic crude extract without or with the synthetic KETc1 .6His eluted at 

9.76-9.82 in a linear gradient is shown. An illustrative HPLC profile of the transgenic clones in which 

0.02 % of the total protein content corresponds to pKETc1s is included 
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Table 1. Effective protection induced by subcutaneous immunization with transgenic embryogenic 

clones of papaya that express KETc7 

Control +1,56,135,153,203,224,245a ++153 [62.5 - 228.4] +++QA 

Immunized with: 

200 ug/mouse 
Wild-type O,1,3,10,13,25,46,54,114b 13 [0.96 - 58.2] 11 A 

embryoQenic callus 
pKETc721 O,O,O,O,O,1,1,63,86,209b 0[-17.7 -107] 40A 

pKETc723 0,0,0,0,0,0, 0, 1,3,12, 66c 0[-9.2 - 24.5] 63B 

1 000 ug/mouse 

wild-type O, O, 3,16,60,88,95,151, 417a,b 60 [-9.7 -194.2] 22 A 

embryogenic callus 
pKETc721 O,O,O,1,2,3,4,4,49 b 2 [-5.2 - 19.2] 3 A 

pKETc723 0,0,0,0,0, 2, 8, 73, 241, 249 b,c 1 [-15.3 -129.9] 50 B 

+Individual number of cysticerci recovered 40 days after challenge with 10 cysticerci per mouse. ++Median 
[95% confidence limits] 
+++Percentage of totally protected mice 
Different literals indicate the significant differences between parasite intensity (Iow-case letters) or the 
percentage of totally protected mice (capitalletters) recovered in na'ive vs immunized mice with wild-type 
embryogenic callus-or transgenic papaya clones and between the two different doses tested for each 
clone (P< 0.05). 
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Table 2. Effective protection induced by subcutaneous immunization with transgenic embryogenic clones 

of papaya that express KETc1.6His and KETc12.6His 

Naive 

Immunized with: 

Wild-type 
embryogenic callus 
Transgenic clones 

PKETc1 1 

PKETc1 2 

PKETc1 3 

PKETc1 5 

p1KETc1 9 

P2KETc1 9 

PKETc1 11 

PKETc1 12 

pKETc1 13 

pKETc1 16 

pKETc1 20 

pKETc1 21 

PKETc1 25 

pKETc1 40 

PKETc1 41 

pKETc12. 
PKETc127 

+26,19,31,34,39,128,139,7,93" 

24,10,5,30, 13,O,36,22,41,1 b 

0,0,0,0,0,0,0,1,29,127 C 

0,0,0,0,0,0,0,2,4,83c 

0, 0, 0, 0, 0, 0, 1, 1, 1, 5 c 
0, 0, 0, 0, 0, 0, 1, 1, 3, 3 c 
0,0,0,0,0,1,2,4,1,1c 

0, 0, 0, 0, 0, 1, 1, 1, 2, 3 c 
0,0,0,0,0,0,2,2,3,23 c 

0,0,0,0,0,0,0,1,2,43 c 

0,1,0,0,267,226,0, 17,241,Ob 
2, O,O,O,284,O,O,O,1,190 b 

2,3,O,O,298,102,9,16,O,Ob 
O,O,3,1,O,100,46,O,O,Ob 
0,0,0,18,0,0,0,0,0,Oc 
O,3,3,O,O,116,O,162,Ob 
2,0,0,2,0,0,0,0,0,5c 

0,0,0,0,0,0,0,0,1,2 c 

0,0,0,0,0,0,0,1,1,1 c 

34 [19.4 - 95.3]++ 

17.5 [7.8 - 28.5] 

0[-13 - 44.4] 70 B 

° [-8.6 - 24.8] 70 B 

0[-0.3 -1.9] 70 B 

0[-0.1 -1.5] 6()A 
1 [-0.02 - 2.0] 5()A 

1 [0.8 -1.7] 50A 

0[-2.1 - 8.1] 60 A 

0[-5.1 -14.3] 70 B 

0.5 [-8.8 - 159.2] 5()A 
O [-25.4 - 120.8] 6()A 

2.5 [-26.2 - 110.2] 4()A 
0[-8.7 - 38.7] 6()A 

° [-2.3 - 5.9] 90 B 

0[-16.1 -79.2] 55A 

0[-0.3 - 2.1] 70 B 

0[-0.1 - 0.7] 80 B 

° [-0.04 - 0.58] 70 B 

+Individual number of cysticerci recovered 40 days after challenge with 10 cysticerci per mouse. 
"Median [95% confidence limits] 
+"Percentage of totally protected mice 
Different literals indicate the significant differences between parasite intensity (Iow-case letters) and 
the percentage of totally protected mice (capitalletters) recovered in na"ive vs immunized mice with 
wild-type embryogenic callus-or transgenic papaya clones. 
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10.2. Evaluación de nuevos sistemas para la expresión de vacunas subunitarias 

El desarrollo de vacunas ha sido uno de los mayores logros de gran importancia de la 

inmunología y medicina para la prevención de enfermedades endémicas que afectan a la 

población. Las vacunas tradicionales fueron diseñadas con el uso de cepas de microorganismos 

vivos atenuados, inactivados o muertos, o sus productos tóxicos específicos que inducían las 

enfermedades (Stuart et al., 200 1 ). 

En las últimas décadas, y considerando los avances obtenidos en el área de la 

biotecnología se han dirigido importantes esfuerzos en desarrollar estrategias para reducir o 

evitar complicaciones asociadas a su uso. El uso de vacunas subunitarias evita el riesgo de una 

infección por accidente, o la reversión a un estado activo infeccioso (Stuart et al., 2(01). Sin 

embargo, en la mayor parte de los casos los epítopes o proteínas aisladas presentan menor 

inmunogenicidad que los patógenos atenuados. Es por esta razón que se realizan numerosos 

esfuerzos para presentar las vacunas subunitarias aumentando sus propiedades inmunogénicas. 

Entre las últimas tecnologías utilizadas para este propósito figuran la presentación de las 

vacunas en forma de DNA, utilizando para su síntesis el propio organismo vacunado, el uso de ' 

diferentes sistemas acarreadores y adyuvantes para la presentación de antígenos recombinantes 

o sintéticamente producidos en contra de infecciones causadas por virus, bacterias o parásitos. 

Los inmun6genos basados en péptidos sintéticos fueron utilizados por primera vez a 

principios de los años sesentas con el propósito de analizar las características estructurales de la 

antigenicidad (Sela et al., 1%2). Sin embargo, hasta los años ochentas se logró la aplicación de 

una vacuna sintética en contra de la difteria (Audibert et al., 1982). Posteriormente, surgieron 

otro tipo de vacunas sintéticas empleando diferentes acarreadores y adyuvantes para 

incrementar su inmunogenicidad (Amon, 1992; Stuart et al., 2(01). 

El uso de péptidos sintéticos para vacunación es una de las alternativas más atractivas 

por su simplicidad ya que están constituidas por pequeños péptidos y éstos a su vez por epítopes 
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del organismo en contra del cual se quiere obtener una respuesta inmune protectora (Brown, 

1990). Si bien existen excepciones, el uso de vacunas de tipo sintético requiere de adyuvantes 

muy potentes debido a que son secuencias muy pequeñas y poco inmunogénicas. 

En los últimos años. se han realizado importantes avances de la biotecnología e 

inmunología que están siendo utilizados para reducir los costos e incrementar la efectividad de 

las vacunas existentes (Hilleman; Leclerc & Ronco, 1998; Nieba & Bachmann, 2(00): Estos 

incluyen el uso de antígenos asociados a sistemas acarreadores. Un sistema acarreador de 

vacuna debe permitir 1) la presentación de un gran repertorio de epítopes. mediante el arreglo de 

las secuencias de antígenos de uno o más agentes patógenos, y 2) el despliegue adecuado de los 

epítopes de tal modo que permitan obtener una respuesta inmune fuerte, de larga duración y 

protectora. Además requiere ser un sistema biológico de presentación estable capaz de resistir la 

degradación química y I o enzimática (Stuart et al ., 2001) 

Así los avances por entender los mecanismos de la respuesta inmune asociada a 

protección en contra de la cisticercosis pueden mejorar la S3Pvac. Considerando que la entrada 

del parásito comienza en la superficie de las mucosas la inducción de una respuesta local 

inmune efectiva puede ser de importancia en la protección del hospedero. De esta manera, los 

avances por mejorar la efectividad de la vacuna deben considerar el incremento de la respuesta 

celular sistémica y local. 

Considerando el tamaño reducido de los péptidos de la S3Pvac, se ha recurrido al 

estudio de distintas alternativas de expresión obteniéndose resultados satisfactorios como 

estrategia para optimizar la producción de los péptidos en gran escala así como aumentar su 

capacidad inmunogénica, como se muestra en la Tabla 9.1. 

Los fagos filamentosos recombinantes - virus que infectan a bacterias y que han sido 

modificados mediante ingeniería genética- ofrecen nuevas alternativas y amplias posibilidades 

para el diagnóstico y el desarrollo de vacunas moleculares que pueden utilizarse contra 

diferentes enfermedades. La técnica de despliegue en fagos (Phage Display) se basa en la 
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expresión de hasta )011 péptidos o proteínas fusionadas a la superficie de fagos filamentosos. La 

primera técnica de "phage display" fue desarrollado con el bacteriófago específico de 

F.scherichia coli (M 13). Actualmente se han desarrollado numerosos sistemas de despliegue 

como el fago lambda A. y T4, y sistemas que incluyen virus de eucariotes (Sidhu, 2003). MI3 

consiste de una cadena sencilla circular de ONA rodeado de cinco diferentes proteínas de 

cobertura La longitud del filamento se encuentra cubierta por 2700 copias de la mayor proteína 

de cubierta (pVIU) y está cerrada en los extremos por 4 ó 5 copias de cada una de las proteínas 

de menor cobertura pUl, pYI, pvn y pIX (Malik & Perharn, 1997; Manoutcharian et al., 2001; 

Sidhu, 2003).La proteína se asocia frecuentemente a la proteína 3 de la cubierta viral (cpIU) o 

proteína 8 (cpVIII) sobre la superficie del bacteriófago filamentoso M\3. Otro aspecto del 

Phage Display ha sido el desarrollo de un sistema basado en un gen que permite la expresión de 

fragmentos de ONA o cONA, derivados de genes individuales o del genoma completo, 

fusionados a cpIII o cpVIlI de M13. 

Las bibliotecas de péptidos expresados en fagos (pOPL) fueron descritas por primera 

vez en 1990 y han sido utilizadas ampliamente para estudiar los aspectos moleculares de las 

interacciones entre antígeno-anticuerpo, proteína-proteína y ligando-receptor. Una característica 

interesante de las POPL es la posibilidad de seleccionar tanto epítopes originales relacionados al 

antígeno como mimótopos, péptidos que mimetizan funcionalmente al antígeno original sin 

compartir homología de secuencia con el epítope de antígeno original (Manoutcharian et al., 

2001). 

Entre las princIpales ventajas de la inmunización en diferentes modelos animales con 

fagos, se ha observado una importante capacidad para generar una respuesta inmune sin el uso 

de adyuvantes. 

50 



GruPO exoenmental Dosis' No. de cisticercos • Intensidad b I %Protección< 

Cootroles 483, 781 , 299 370, 483 I 483 
en Inmunizados con: 
~ MI3 ;..: 2 5 1751 82 154 156 164 82 ! 81.5 
"" < CPhV 

",S; 
0,0 O O O 3 7 144 143,288 1.5 I 879(5110) 

'"" 
t----.------.M.!l x::: 1,7,78 8, 1 9,36,79,80, ! lO 13.5 ¡ 92.7 

CPhV 
",S; 

O 0123335,860 106 3 % .5 (2Iln' 

~ Inmunizados con lapaya: ,v 
NQtnm~c.a O 14Jj25 13 3114 54,10 13 ! f!.I9) 

'"'~ ~r! 

~~ 
9p(KETcl) 0, 0, 14, 2,1 , 0, 01,0 1 % .6(5110) 

No transl!énica ~¡f D-3 16.151.88.60.0.95,417 60 (219) 

9p(KETcl) O O O O O O O O O 1 O 999(9/¡(l) . . . 
Numero IIld.Vldual de astrcercos recuperados 30-45 dias después de la IIlfecclón de cada ratón. 

b Mediana (intervalo de confianza 95%). < Porcentaje de protección con respecto a los controles 
(Número de ratones totalmente protegidos) 
• Dosis empleada en cada sistema por l1Ilón experimental 

Tabla 9.1. Evaluación de la capacidad prot.ectora realizada en experimentos independientes, del péptido 
KETc I administrado en sistemas diferentes de expresión como estrategia para optimizar una nueva 
versión de vacuna expresada en fagos filamentosos y plantas tTansgénicas. En este sentido se han 
obtenido importantes avances expresando los péptidos vacunales en estos sistemas. Los péptidos 
expresados en fagos filamentosos recombinantes (M 13) inducen altos niveles de protección en contra de 
la cisticercosis experimental murina y porcina (Manoutcharian et al., 2004). KETcl y KETcl2 han 
exitosamente sido expresados en papayas tTansgénicas habiéndose obtenido resultados preliminares que 
seftalan la alta ínmunogenicidad de esta forma de expresiÓD de los péptidos vacunales (Hernandez et al, 
sometidoa publicación). 

Entre otros sistemas de presentación de vacunas subunitarias que ha comenzado a ser 

explorado figuran las plantas transgénicas. La integración del gen de un antígeno de interés en el 

genoma de la planta pretende la producción de extractos crudos o proteínas purificadas, que al 

ser administrados vía oral o parenteral promuevan una respuesta inmune sistémica y/o local 

(Sala el al ., 2003). La selección de la especie de planta (y el tejido donde se acumula la 

proteína) considera generalmente la forma de aplicación de la vacuna Los primeros estudios se 

realizaron en tabaco y papa, y recientemente se ha comenzado el uso de tomate, lechuga, maíz, 

entre otros (Walmsley el al ., 2000). El primer trabajo de un antígeno vacunal en plantas se 

realizó en 1990, con la expresión de la proteína A de superficie de Slreplococc:uS mlllans (SpaA) 

en tabaco. Posteriormente, han proseguido trabajos de expresión de antígenos protectores de 

patógenos bacterianos y virales en plantas como el antígeno de superficie de hepatitis B 

(HbsAg) (Kapusta el al ., 1999; Walmsley el al ., 2000), la enterotoxina termolábil de E.c:oli 
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causante de la diarrea, las glicoproteínas del virus de la rabia (Walmsley el al., 20(0). También 

se ha comenzado el desarrollo de una vacuna contra el cáncer mediante la integración del 

plásmido que contiene un poli-epítope aislado de melanoma humano en DNA de cloroplasto de 

tabaco (Firat el al., 1999; Walmsley et al., 2000). 

La cantidad de proteína presente en el tejido de la planta constituye un parámetro de 

importancia ya que tiene efecto en la dosis de vacuna empleada y por lo tanto, en la respuesta 

inmune asociada Por lo que se han realizado estudios dirigidos a incrementar el nivel de 

expresión y acumulación del antígeno a un nivel adecuado (Walmsley el al ., 2000; Ma et al., 

2(01). Se ha visto la influencia del sitio de integración del gen en la acumulación del epítope en 

la planta La integración del gen en el DNA nuclear ocurre de forma aleatoria en el sitio 

cromosomal mientras que la integración en el DNA circular de c1oroplasto (cpDNA) permite la 

integración sitio-específica (Daniell et al ., 2001). La integración en cpDNA permite dirigir la 

secuencia foránea mediante el uso de secuencias flanqueadoras lo que elimina la variabilidad en 

la expresión del gen e incrementa la expresión de la proteína recombinante (46% de la proteína 

total soluble, comparado con el 0.01-0.4% en genes insertados en núcleo) (Sala el al., 2(03). 

Tanto el genoma nuclear como el de cloroplastos acepta insertos en gran número y tamaño 

(Daniell et al., 2(01). 

Distintos agentes infecciosos tienen acceso al organismo a través de las membranas de 

mucosas. Por lo tanto, se busca la inducción de inmunidad local a través de la vacunación oral. 

Sin embargo, un obstáculo se presenta por la digestión de la proteína antigénica en el estómago. 

Las vacunas expresadas en plantas evitan este problema debido al efecto protector que ejerce la 

pared celular; ésta permite la salida gradual del antígeno a la superficie de las mucosas. Además 

se presentan problemas asociados a una baja inmunogenicidad o la inducción de tolerancia en la 

vacunación oral. Se ha visto el uso de moléculas acarreadoras como una estrategia para inducir 

una respuesta inmune efectiva (Lee et al ., 2000; Yu et al ., 2(01). También el empleo de plantas 

transgénicas en vacunación es capaz de inducir una respuesta inmune sistémica y humoral 

(Kong el al; Yu et al , 2(01). 
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Los numerosos estudios realizados en el desarrollo de vacunas derivadas de plantas 

transgénicas sugieren fuertemente el empleo de estos sistemas en los próximos años. Sin 

embargo, se requieren de más estudios que permitan demostrar si cumplen con los estándares de 

calidad definidos por la Organización Mundial de la Salud (OMS). 

Con respecto a los resultados preliminares de la capacidad protectora inducida por los 

péptidos vacunales anti-cisticercosis expresados en el fago recombinante (MI3) y papaya 

transgénica (Tabla 9.1.), durante mi trabajo de maestría pretendo identificar algunas de las 

características fisicoquímicas y los mecanismos inmunológicos asociados a la protección 

inducida por la vacunación con los péptidos KETcl y KETcl2 asociados a estos sistemas, 

utilizando el modelo de cisticercosis murina 
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