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l. Resumen

La vacuna multivalente S3Pvac ha demostrado su efectividad en campo contra la
cisticercosis porcina ocasionada por Taenia. solium, tanto la version sintética
como la expresado en fago filamentoso. El presente estudio fue disefiado para
comparar la efectividad de estas dos versiones de S3Pvac junto con la version
expresada en callo embriogénico de papaya (S3Pvac-papaya), la cual se
administra por via oral. Los experimentos se realizaron con una infeccién
experimental por via oral con huevos de Taenia pisiformis en conejas de la raza
Nueva Zelanda.

Grupos de 24 conejas fueron inmunizadas por via subcutanea 2 veces con
S3Pvac-sintética o S3Pvac-fago, o por via oral con S3Pvac papaya. Un grupo de
24 conejas solo recibié solucion salina como control. Dos semanas después de la
altima inmunizaciéon las conejas fueron infectadas por via oral con 3,000 huevos
de T. pisiformis. Doce conejas de cada grupo fueron sacrificadas a los 7 dias post
infeccion y el resto a los 21 dias post infeccion.

La inmunizacion con las diferentes presentaciones de la vacuna y las diferentes
vias de administracion, redujeron de manera significativa el nUmero de cisticercos
peritoneales asi como el numero de lesiones hepaticas (P<0.05). La version de
S3Pvac sintética aplicada por via subcutanea muestra una eficacia similar a la
version S3Pvac-papaya que se administra por via oral. La vacuna S3Pvac fago
muestra un menor nivel de proteccion respecto a las otras dos sin que existan

diferencias significativas (P>0.05).



El incremento en el nimero de linfocitos y de macrofagos en las lesiones
hepéticas por el efecto de la vacuna nos indica una respuesta inflamatoria a nivel
local (P<0.05). La presencia de los epitopes vacunales en las oncosferas de T.
pisiformis mediante el estudio por inmunohistoquimica nos sugiere la existencia de
una proteccion cruzada.

Este estudio es el primer reporte del efecto de la vacuna oral S3Pvac-papaya
contra una infeccion experimental de cisticercosis por via oral, lo cual indica su
alto potencial para ser usada con la cisticercosis ocasionada por T. pisiformis o T.
solium.

Palabras clave: Taenia pisifomis, vacuna, S3Pvac, granuloma, cisticercosis,

conejo.



Il Abstract
The injectable multivalent vaccine S3Pvac proved to be effective in the field
against Taenia solium porcine cysticercosis both, synthetically and recombinantly
expressed in filamentous phages. This study was designed to compare the
effectiveness of these two versions of S3Pvac with the new developed version of
the vaccine expressed in transgenic papaya callus (S3Pvac-papaya) orally
administered in a rabbit experimental cysticercosis induced by oral ingestion of
Taenia pisiformis eggs.
Groups of 24 rabbits were subcutaneously vaccinated twice with S3Pvac-synthetic
or S3Pvac-phage, or orally with S3Pvac-papaya. A group of 24 rabbits received
only saline as controls. Two weeks after the last immunization rabbits were
challenged orally with 3000 eggs of T. pisiformis. Twelve rabbits of each group
were sacrificed 7 days after the infection and the others at day 21 of infection.
Vaccination with the different vaccine presentations and route of administration
used significantly reduced the expected number of peritoneal cysticerci and the
number of hepatic lesions as well (P<0.05). S3Pvac-synthetic subcutaneously
applied exhibited a similar high efficacy than the oral S3Pvac-papaya vaccine. A
lower but high level of protection was induced by S3Pvac-phage subcutaneously
administered, albeit its efficacy did not statistically differ when compared with
S3Pvac synthetic or expressed in papaya (P>0.05). An increased number of
lymphocytes and macrophages in the hepatic lesions point to the relevance of the
enhanced immunity induced by vaccination in controlling the infection (P<0.05).
The presence of the S3Pvac vaccine epitopes in the T. pisiformis oncospheres

evidences the cross-immunity that underlies the protection observed.



This study reports for the first time a novel effective oral S3Pvac-papaya vaccine
against cysticercosis orally acquired of high potential to be used against T.
pisiformis and Taenia solium cysticercosis.

Keywords: Taenia pisiformis, vaccine, S3Pvac, granuloma, cysticercosis, rabbit,

cestoda



1. Introduccion

El conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus L.) es uno de los animales méas
prolificos y presenta diversas ventajas productivas. Su carne es un alimento de
consumo humano que se caracteriza por sus bajos niveles de grasa y colesterol,
ademas de su facil digestibilidad. Otras caracteristicas importantes son la
capacidad que tiene la hembra de producir 80 kilos de conejo vivo cada afio (FAO,
2001). Su piel y pelo representan subproductos altamente apreciados por las

industrias peletera y textil, respectivamente (Martinez, 2004).

En la actualidad la produccién mundial de carne de conejo asciende a mas de un
millon de toneladas. China es uno de los principales paises productores con 315
000 ton (FAO, 2000), Italia con 221 000 ton, Espafia 135 000 ton, Francia 85,000
ton (FAO, 2001), América del Sur con 16,317 ton y América Central con 4,364 ton
El conejo también se emplea actualmente como animal de compafia y

experimentacion (Fox, 1984; Harkness, 1995).

Las enfermedades parasitarias son relevantes desde el punto de vista econémico,
debido a que disminuyen el potencial productivo de los animales domésticos y
algunas son zodnoticas como el caso de la teniasis-cisticercosis producida por
Taenia solium (Quiroz, 2003). En el caso de la investigacion de enfermedades
parasitarias, como es la cisticercosis causada por el parasito T. pisiformis, se ha
utilizado como modelo experimental de cisticercosis (Lépez-Moreno, 2002). Las

evidencias de reactividad cruzada entre céstodos de Taenia solium y Taenia



pisiformis observada por Western blot sustentan el uso del modelo de cisticercosis
ocasionada por T. pisiformis como modelo de estudio para la parasitosis

ocasionada por Taenia solium (Garcia y col, 1996).

La teniasis cisticercosis ocasionada por Taenia solium representa un problema de
salud publica en gran parte del mundo, se ha estimado que alrededor de 50
millones de personas la padecen (WHO, 2005). Especificamente, para
Latinoamérica se ha estimado que hay 400,000 pacientes infectados sintomaticos,
y que en México y Brasil se invierten 90 millones de dolares para el tratamiento de
neurocisticercosis (Kosla y col, 2002). Asimismo, en Estados Unidos de
Norteamérica se invierten alrededor de 9 millones de ddlares por afio, para la

curacion principalmente de inmigrantes que la padecen (Kosla y col, 2002).

Es importante considerar que esta parasitosis es zoonoética, y en México se ha
reportado en los Estados de Morelos, Puebla, Yucatan, Chiapas, Tabasco,
Guerrero, Oaxaca, Sinaloa, Hidalgo, Quintana Roo, Colima, Michoacan, Jalisco,
Aguascalientes, Zacatecas, Durango, Tlaxcala, Veracruz, Guanajuato y en el
Estado de México (Huerta y col, 2001, Morales y col, 2002, Sciutto y col, 2006
Sciutto y col, 2011). Ademas, al ser una enfermedad zoonética, afecta también al
humano y representa un problema de salud publica que también impacta en la
produccion porcina por el decomiso de canales infectadas cuando estos animales

llegan a rastro (Acevedo y col, 1982, Sciutto y col, 2000, de Aluja y col, 2010).



Este problema prevalece tanto en areas urbanas como rurales donde se asocia a
las practicas tradicionales de crianzas de cerdos, malas condiciones sanitarias, e
higiénicas, ignorancia, pobreza y corrupcion (Morales, 2008). Con el proposito de
contribuir al control de la Teniosis—cisticercosis y su erradicaciéon, se han
propuesto diferentes opciones, que consideran desde medidas de higiene basicas
y mejoramiento de las técnicas diagndésticas, hasta el empleo de vacunas en
cerdos con el propésito de interrumpir el ciclo parasitario de T. solium (Sarti y col,

1997, Molinari y col, 1997, Sciutto y col, 2000).

Varias especies de céstodos (T. taeniaformis, T. crassiceps, T. ovis, T. saginata,
T. solium) han sido usadas para el desarrollo de vacunas basadas en antigenos
derivados de oncosferas de estos parasitos contra T. solium (Jabbar y col., 2010,

Sciutto y col., 2011, Jayashi y col., 2012, Gauci y col., 2012 ).

Asi mismo, existen reportes que establecen que una gran cantidad de antigenos
son compartidos entre diferentes céstodos (Richard and Coman, 1977; Larralde y

col., 1989; Ishida y col., 2003, Lightowlers, 2003).

Esta inmunoreactividad cruzada entre cestodos, se utilizé para el disefio de la
vacuna S3Pvac, la cual esta constituida por tres péptidos denominados como
GK1 (18 aa), KETcl (13 aa), y KETcl12 (8 aa), originalmente identificados en T.
crassiceps. Los tres peptidos resultaron ser compartidos por T. solium, se
expresan en los tres diferentes estadios del parasito e inducen altos niveles de
proteccion contra la cisticercosis murina por T. crassiceps asi como la causada por

T. solium (Toledo, 1999; Toledo, 2001; Huerta y col., 2001).



La capacidad protectora de la vacuna S3Pvac expresada en forma sintética y la
recombinante expresada en fagos filamentosos, han sido evaluadas en
condiciones naturales de infeccion en los Estados de Puebla y Morelos,
obteniendo niveles similares de reduccién del nimero de cerdos infectados que
oscila entre el 50 y 70% y también disminuyo la cantidad de parasitos instalados
(entre el 97% en el Estado de Puebla y el 89% en el Estado de Morelos (Huerta y
col., 2001; Morales y col., 2010). Ademas parece inducir dafio a los cisticercos

instalados (Huerta y col., 2001; Morales y col., 2010, Aluja y col., 2005; 2011).

Los epitopes vacunales GK1, KETcl, y KETcl2 no solo se han expresado en la
superficie de proteinas de fagos filamentosos (Manoutcharian y col., 2004) sino
también méas recientemente en callos transgénicos de la papaya (Hernandez y
col., 2007). Los péptidos vacunales expresados en callos transgénicos de papaya
administrados por via inyectable protegieron en contra de la cisticercosis murina.
(Hernandez, 2007) Ambas presentaciones recombinantes de la vacuna resultan
de interés, la expresada en fagos, en particular por su bajo costo de produccién y
la expresada en papaya por ser una version 6ptima para estimular la inmunidad

local del tracto gastrointestinal administrada por via oral.

Para evaluar la proteccion que induce la vacuna por via oral, es adecuado contar
con un modelo de cisticercosis adquirida por ingestion de huevos, que permita
estimar la relevancia de una posible inmunidad de mucosas en el control de la

infeccion. En este sentido, resulta de interés para evaluar la utilidad de una vacuna



oral contra la cisticercosis el modelo de cisticercosis cunicula (T. pisiformis). Los
reportes de que esta parasitosis es prevenible por vacunacion con antigenos
oncosferales asi como por antigenos de secrecion de cisticercos, apoyan la
factibilidad de prediccion de este modelo (Craig and Zumbuehl, 1988). Aunque
poco se ha explorado sobre la cisticercosis cunicula, algunos reportes sefialan la
relevancia de la respuesta de anticuerpos para mediar la proteccion observada
(Outteridge, 1974; Kyngdon y col., 2006). Se han encontrado anticuerpos
asociados a antigenos de superficie del estado larvario del parasito que sefialan

su posible relevancia en la biologia del parasito (Craig et al., 1988).

El disponer del ciclo de vida completo de T. pisiformis nos permite considerar a
este parasito como un candidato adecuado para evaluar diferentes antigenos
vacunales y diferentes vias de administracion para la prevencion de la fase
intestinal y larvaria del parasito. Ademas del interés como modelo experimental,
es necesario considerar que T. pisiformis constituye un problema sanitario para
cunicultores poco tecnificados y es causante de pérdidas econdmicas por
decomiso de higados en rastro (Essain, 1997), en México se desconoce su

frecuencia.

El modelo de estudio del metacéstodo de T. pisiformis tiene las ventajas de no
representar un riesgo potencial para el hombre; siendo el conejo y la liebre los
unicos huéspedes intermediarios. En términos experimentales, el conejo es un
animal de mas accesible manutencion y facil manipulacion que el cerdo, y de

mucho menor costo (Lopez-Moreno, 2002).



1.1 Modelos animales empleados para la elaboraciéon de vacunas.

Los modelos animales se pueden utilizar en una amplia variedad de formas para
estudiar la patogénesis de enfermedades, las interacciones huésped-patégeno y
mecanismos de proteccion después de la vacunacion o el tratamiento de la
enfermedad (Gertz y col.,, 2007). Modelos de enfermedades naturales en los
cuales se emplea un patogeno especifico y su huésped natural, tienen la ventaja
de predecir la interaccion entre el huésped y el patbgeno en un contexto bioldgico
adecuado. Esto es importante ya que permite el analisis de factores de virulencia y
su papel en la invasion, la penetracion y la toxicidad, asi como la respuesta

inmunologica del huésped al patdégeno (Ly y col., 2000; Baron y Coombes, 2007).

Ademas de comprender la inmunopatogénesis, esto también permite la
identificacion de moléculas especificas que requiere a menudo el patégeno para la
induccion de la enfermedad y que a menudo representan objetivos para la
respuesta de defensa del huésped. El uso de estas moléculas como antigenos de
la vacuna ha demostrado ser una estrategia muy exitosa para el desarrollo de
vacunas eficaces contra enfermedades humanas y animales. Los principales
ejemplos son glicoproteinas de superficie virales o sistemas de secreciones de
tipo Il bacterianas, que se pueden combinar varias proteinas altamente

inmunogénicas (Potter y col., 2004; Rouse and Kaitsha, 2006)

También es importante mencionar la existencia de modelos sustitutos, y esto se

refieren al uso de especies que soOlo puede ser infectadas con el patdgeno de



interés en condiciones experimentales, en los cuales se utilizan las dosis mas
altas de infeccion o rutas de infeccion que no corresponden a la via de entrada

natural del patégeno (Osterrieder, 2006).

Los modelos animales también pueden servir para analizar los aspectos
especificos de la respuesta inmunoldégica, tales como el desarrollo de los érganos
que participan en la inmunidad, el trafico de las células inmunologicas después de
la infeccion o la vacunacion, , diferentes vias de administracion (como la oral o
intramuscular). Ademas, los modelos animales permiten el andlisis de la
inmunidad de grupo después de la vacunacion, la transmision entre animales
infectados y no infectados, asi como el estudio de la transferencia de inmunidad

pasiva a través de la placenta y el calostro (Schmidt, 2007; Vyas, 2007).

La calidad de un modelo animal y su adecuacion para el desarrollo de vacunas
pueden ser definidas por su capacidad de reproducir la fisiologia de la poblacién
objetivo de la vacuna. Por lo tanto, buenos modelos comparten las mismas
caracteristicas fisiolégicas, o al menos reflejan tan de cerca como sea posible. Por
ejemplo, la fisiologia de la piel es muy similar entre seres humanos y cerdos, lo
que hace el cerdo un buen modelo para el estudio de la entrega intradérmica o

topica de la vacuna (Gertz, 2007).

El desarrollo del sistema inmunoldgico, en particular, la maduracion de los tejidos

linfoides asociados a mucosas, es similar en seres humanos, ovejas, vacas y



cerdos, lo que hace de nuevo estas especies buenos modelos para el estudio de

liberacion por la mucosa de las vacunas (Gerdts, 2006)

Muchas enfermedades son las infecciones zoondéticas emergentes y, de hecho,
este vinculo entre las enfermedades animales y el desarrollo de vacunas humanas
pueden llegar a ser cada vez mas importante en muchas enfermedades humanas
emergentes en desarrollo, como consecuencia directa de la interfaz humano-
animal mas importante en muchas partes del mundo. Una reduccion de este
riesgo se puede lograr ya sea a través de la vacunacion de los animales o el
depésito a través del rapido desarrollo de nuevas vacunas para los seres

humanos. (Hall, 2004)

1.2 Taenia solium: Ciclo biolégico y consideraciones para su

prevencidén

T. solium es un parasito que en su ciclo de vida incluye al ser humano como Unico
hospedero definitivo y a los cerdos como principales hospederos intermediarios.
Causa enfermedades como teniosis y en el humano cisticercosis y el cerdo,
ambas constituyen un importante problema de salud publica en Iberoamérica,

Africa y Asia (Flisser y col., 2006).



Por las caracteristicas biolégicas que presentan T. crassiceps (en raton) y
T. pisiformis (en conejo), han sido empleadas como modelos de estudio en la
teniosis-cisticercosis por T. solium que afecta al ser humano (Lopez-Moreno,

2002).

En el cestodo T. crassiceps se lograron identificar tres péptidos (KETcl, KETc12
y GK1) que también fueron identificados en T. solium Yy resultaron protectores en
contra de la cisticercosis murina experimentalmente. Para estas evaluaciones se
utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/CAnNN, que presentan la mayor
susceptibilidad a la infeccion. En efecto, en la infeccion experimental con el
metacéstodo de T. crassiceps, se ha sugerido que en ratones hembras, el parasito
presenta un crecimiento mayor en etapas iniciales de la infeccion, por lo que se
postula que las hembras son mas susceptibles y que en hembras

ovariectomizadas la susceptibilidad disminuye (Huerta y col., 1992).

Estos epitopes han sido quimicamente sintetizados y denominados como KETcl1,
GK1 y KETcl12 (Toledo, 1999; Toledo, 2001). KETcl estd conformado por 12
aminoédcidos: Ala Pro Met Ser Thr Pro Ser Ala Thr Ser Val Arg Gly. GK1
conformado por 18 aminoacidos: Gly Tyr Tyr Tyr Pro Ser Asp Pro Asn Thr
Phe Thr Ala Pro Pro Tyr Ser Ala; y KETcl2 por 8 aminoéacidos: Gly Asn Leu
Leu Leu Ser Cys Leu Gly. La vacuna que los conjunta se denomina S3Pvac

(Huerta y col., 2002).



En el caso del uso de la vacuna contra T. solium, se logré reducir la prevalencia
en un 52.6% y la intensidad de la infeccion con cisticercos viables en un 97.9%,
esto fue observado en un estudio de campo en 2 comunidades rurales del Estado
de Puebla en cerdos que se infectaron de manera natural con T. solium (Huertay

col., 2002).

Al evaluar la respuesta inmunoldgica que induce la vacuna S3Pvac en el modelo
del ratén contra T. crassiceps se encontré una respuesta de tipo Thl. En el cerdo,
las células mononucleares de animales infectados con T. solium expresaron
citocinas IL-2 e INF-y, también se observé la secuencia de los mismos péptidos
insertada en un fago filamentoso, esta mostré tener la capacidad de incluir una

respuesta tanto Thl como Th2 (Diaz y col., 2003; Manoutchariany col., 2004).

Thl y Th2 son subpoblaciones de células T cooperadoras. Los linfocitos Thl
secretan interferon y (INF-y), interleucina 2 (IL-2) y factor de necrosis tumoral beta
(TNF-B); estas citocinas participan en la activacion de macrofagos y en la
hipersensibilidad retardada, las células Th1 actian en primer término como células
auxiliares para las respuestas inmunitarias mediadas por células. Por su parte, los
linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, e IL-13, cooperando con la
respuesta inmune humoral a través de la proliferacion de linfocitos B y del cambio
de inmonuglobulinas E (IgE) e IgG (en raton) o 1gG4 (en humanos);( Lépez-

Moreno, 2002).



Se ha sugerido que la respuesta Th1l ejerce control en la infeccion por el cisticerco
de T. crassiceps (Villa y Kuhn, 1996; Terrazas y col.,, 1998). También se ha
encontrado que la respuesta protectora inducida con la inmunizacion con DNA
esta mediada por linfocitos T productores de IL-2 e IFN-y (Cruz-Revilla y col.,

2000).

Recientemente, se han expresado los epitopes vacunales GK1, KETcl, y KETc12
en la superficie de proteinas de fagos filamentosos (Manoutcharian y col., 2004) y
en planta transgénica de la papaya (Herndndez y col., 2007), obteniendo
resultados que indican que en las diferentes presentaciones, los péptidos
mantienen su capacidad protectora. Estas nuevas formas de presentacion de la
vacuna son de gran interés por tener un bajo costo de produccién (S3Pvac fago) y
ademas ser el vehiculo ideal para la administracién oral de la vacuna la version

expresada en plantas.

Varias especies de céstodos (T. taeniaformis, T. crassiceps, T. ovis, T. saginata,
T. solium y T. solium) han sido usadas para el desarrollo de vacunas basadas en

antigenos derivados de oncosferas (Richard y Williams, 1982, Lightowlers, 2003).

T. ovis fue el primer parasito de esta especie en el cual se desarrollé una vacuna

de antigenos recombinantes (Richard y Williams, 1982).

En 1930, mediante un estudio de T. taeniaformis, parasito céstodo también

conocido como cisticercos fasciolaris, se establecié que es posible tener un alto



nivel de proteccion contra la infeccion en el hospedero intermediario por
vacunacion utilizando una variedad de antigenos (Miller, 1931; Kan, 1934;

Campbell, 1936).

Los primeros ensayos de vacunacion contra T. solium se realizaron empleando
extractos crudos de cisticercos de T. solium. Un estudio de campo evaludé en dos
comunidades del Estado de Guerrero, administrando dosis de 150 pg, via
intramuscular a cada cerdo, los resultados mostraron 12 meses después de la
inmunizacion la frecuencia de infecciones porcinas disminuyé de 4.8% y 5.4% a
0%, lo cual indica que la vacuna induce inmunidad protectora (Molinari y col.,

1983; Molinariy col., 1997).

Entre los candidatos vacunales contra T. solium originalmente se utilizaron
antigenos de T. ovis y T. saginata, estos fueron evaluados en condiciones
experimentales en contra de la cisticercosis porcina con resultados alentadores
(Larralde y col., , 1989; Nascimento y col., 1995); otro antigeno de interés es el
HP6 , el cual fue identificado en T. saginata y fue capaz de inducir altos niveles de
proteccién en contra de la cisticercosis en vacas, este antigeno fue identificado
también en T. solium (Harrisony col., 2002) e induce proteccion en ratones contra

la cisticercosis murina (Rosas y col., 2002).

Los grupos de investigadores europeos y australianos se interesaron en identificar

proteinas individuales provenientes de oncosferas, estadio que se considera mas



vulnerable a la inmunidad. En principio el interés era desarrollar una vacuna contra
la cisticercosis causada por T. ovis, que aungue no s una zoonosis Si causaba
importantes pérdidas econdmicas en Australia y Nueva Zelandia. Se identifico
inicialmente la proteina T. ovis45 que constituyo6 la primera vacuna recombinante y
efectiva contra cisticercosis en particular contra la cisticercosis ovina (Johnson y
col., 1989, Lightowlers, 2006). Posteriormente, se identific6 en una biblioteca
genomica de T. saginata utilizando el anticuerpo monoclonal HP6 y se le asigné el
mismo nombre (Gonzalez y col., 2011). Cientificos australianos identificaron su
homologo en T. solium y le asigné el nombre de Tsoll8. Tsoll8 fue clonado a
partir de RNA mensajero, expresados-en Escherichia coli, purificado y evaluado en
ensayos de vacunacion contra la infeccion en T. ovis, T. saginata y T. solium con
resultados muy alentadores (Harrison y col., 1993; Harrisony col., 1996, Caliy col.,
2008, Assanay col., 2010). Otro reporte realizado por Flisser y col. (2004)
evaluaron TSOL18 y TSOL45, antigenos de oncosferas de T. solium generando
99.5% y 97.1% de proteccion, respectivamente, contra la cisticercosis porcina

(Flisser y col., 2004, Assanay col., 2010).

Otro candidato para el desarrollo de una vacuna contra la cisticercosis porcina es
la paramiosina de T. solium, esta proteina constituye uno de los antigenos de T.
solium reconocidos con mayor frecuencia por los anticuerpos de pacientes con
neurocisticercosis. Se trata de una proteina de 863 aminoacidos con alto
contenido en residuos polares y una estructura secundaria de alfa hélice en mas

de 95% de la secuencia de aminoacidos y forma parte de la musculatura lisa de



invertebrados (Solisy col., 2004). Laclette y col., (1992) demostraron que esta
proteina se une al colageno e inhibe la cascada del complemento, bloqueando asi
la funcion de su primer componente, el C1. Solis y col (2004) demostraron que la
paramiosina secretada por el cisticerco de T. solium impide la activacion de la
cascada del complemento e inhibe la produccion de otros mediadores de
inflamacion en la vecindad del parésito; desempefia, pues, un papel
inmunomodulador al disminuir el reclutamiento de células hacia la interfase para
evitar la confrontacion con su huésped humano o porcino. A pesar de los primeros
resultados alentadores, esta proteina no resulté inducir los niveles de proteccion

adecuados para prevenir eficientemente la cisticercosis.

1.3 Taenia pisiformis

1.3.1 Caracteristicas morfolégicas

El parasito T. pisiformis en su fase adulta, presenta un cuerpo aplanado y una
longitud de dos metros aproximadamente, carece de un tubo digestivo y presenta

escolex, cuello y estrébilo también llamado cuerpo.

El escolex posee un diametro de 1.3 mm, una doble corona de ganchos y cuatro
ventosas. El estrobilo esta formado por proglétidos inmaduros, maduros y gravidos
gue se encuentran en la region germinal situada en la parte inferior del escoélex.

Los segmentos que se localizan cercanos al cuello son inmaduros, no tienen



organos sexuales desarrollados; cuando se desarrollan y se diferencian se alejan

del escolex (Flisser y col., 2006; Quiroz, 2003).

La Tenia es un parasito hermafrodita. Los proglotidos mas alejados del escolex
muestran un Gtero gravido ramificado, y se encuentran llenos de huevos en su
interior. Los proglotidos gravidos son eliminados junto con las heces y conforme se
van expulsando proglétidos gravidos se van gestando otros nuevos en el cuello

(Flisser,y col ., 2006; Quirdz, 2003).

Los huevos de T. pisiformis son esféricos y presentan una apariencia radial, en su
interior contienen una oncosfera. La oncosfera posee envolturas que la protegen;
una de ellas es llamada embriéforo. Una vez ingerida por el conejo, la oncosfera

se convierte en la forma larvaria, metacéstodo o también llamado cisticerco.

El cisticerco se encuentra en la cavidad abdominal de conejos y liebres es una
vesicula ovoide de 6 a 12 mm de largo por 4 a 6 mm de ancho, con una pared
delgada y translucida (Quir6z, 2003). En el cuadro 1 se observa la clasificacion

taxonomica de T. pisiformis.
1.3.2 Ciclo biolégico de T. pisiformis

T. pisiformis que infecta al conejo doméstico y a las liebres silvestres (Quiroz,
1999), necesita para su ciclo de vida de huéspedes definitivos como son el perro
(Canis familiaris) o zorro (Vulpes sp), que desarrollan al céstodo adulto o gusano
aplanado. Este céstodo es capaz de producir en cada proglotido gravido cientos a
miles de huevos, (Dunn,1983), de color ambar y que miden de 30 a 40 um de

diametro semiesférico y poseen varias envolturas que le permiten al embrion



sobrevivir en el medio ambiente (Quiroz, 1999). El céstodo adulto se encuentra
localizado en el intestino delgado del huésped definitivo y es eliminado con las

heces, contaminando el ambiente (Soulsby, 1987).

Cuando la liebre o el conejo consumen dichos huevos y estos eclosionan, migran
a distintos tejidos como es el higado, mesenterio y cavidad peritoneal (Flatt y
Moses, 1975; Quiroz, 1999; Percy, 2001); en estos dos ultimos sitios anatomicos
es donde se desarrolla la fase de metacéstodo, la cual presenta estructuras tales
como un escolex invaginado y un saco materno que lo envuelve presentando una

apariencia que semeja a una vesicula (Cordero, 1999).

El ciclo se completa cuando los carnivoros se alimentan de los metacéstodos de
T. pisiformis contenidos en la cavidad peritoneal (Flatt y Moses, 1975; Quiroz,

1999; Percy 2001).

En la infeccion con huevos de T. pisiformis se ha observado que existen lesiones
a nivel hepatico desde el dia 2 pos infeccién y que la fase de metacéstodo se

desarrolla de 15 a 30 dias post infeccion (Flatt y Moses, 1975)

Por las caracteristicas de su ciclo bioldgico, tanto la T. pisiformis como la Taenia
crassiceps (T. crassiceps) se han empleado como modelos de estudio de la
teniosis cisticercosis por Taenia solium (T. solium), por lo que son de gran utilidad

en la investigacion biomédica (Craig, 1988; Terrazas, 2005; Jiménez y col., 2006)



1.3.3 Epidemiologia de la cisticercosis cunicula

Datos epidemiologicos en conejos salvajes de las islas de Canarias, muestran una
prevalencia de infecciones por T. pisiformis del 8.8 al 30.4%, los cisticercos se
encontraron en mesenterio y también en lesiones de higado (Foronday col.,

2003).

Flat y Cambell, en 1974 refieren la frecuencia en Estados Unidos de infecciones
por T. pisiformis en 17,354 conejos, que fue del 6.9% (1,201 conejos), también
describen las lesiones hepaticas en conejos por la infeccién con T. pisiformis que

es caracterizada por inflamacion granulomatosa.

En México se desconoce la frecuencia de esta infeccion sin embargo, se ha
referido que los conejos son alimentados con forrajes, desperdicio de verduras y
agua (Lbépezy col.,, 1999) que pudieran estar contaminadas, otro aspecto de
interés es que la cunicultura se desarrolla en condiciones de traspatio incluso en
zonas urbanas, donde existe la presencia de perros portadores de T. pisiformis

(Eugia-Aguilar y col., 2005).

1.3.4 T. pisiformis como modelo de estudio para la evaluacién de

antigenos vacunales

Existen pocos estudios sobre la cestodiasis provocada por T. pisiformis. Al

respecto de la prevencidbn se ha reportado que es factible prevenirla por



vacunacion con antigenos oncosferales, asi como con antigenos de secrecion de
los cisticercos, han demostrado inducir altos niveles de proteccion contra la fase
larvaria (Craig and Zumbuehl, 1988). Respecto la inmunidad que se genera en
contra del parasito en su fase larvaria, hay que destacar que existen pocos
reportes, en donde se sefala la posible relevancia de los anticuerpos en la
infeccion (Rickard and Outteridge, 1974; Kyngdon y col., 2006), también se han
encontrado anticuerpos asociados a antigenos de superficie del estado larvario del

pardasito (Craig y col., 1988).

El disponer del ciclo completo de T. pisiformis permite considerarlo como un
candidato adecuado para evaluar diferentes antigenos vacunales y formas de
administracion para la prevencion de la fase intestinal y larvaria del parasito.
Ademas del interés como modelo experimental, es necesario considerar la T.
pisiformis constituye un problema sanitario para cunicultores poco tecnificados y
es causante de pérdidas econdémicas por decomiso de higados en rastro (Essain,
1997). Ademdas hay que considerar que el metacéstodo de T. pisiformis presenta
ventajas de no infectar al humano y parasitar a conejos Unicamente, que son de

mas facil manejo que otros animales como el cerdo. (L6pez-Moreno, 2002).

Al evaluar las vacunas desarrolladas en el Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM (S3Pvac, fago filamentoso y planta transgénica), se podra conocer el efecto
gue estas tengan sobre la cisticercosis en conejos causada por T. pisiformis y asi
consolidar el uso de vacunas recombinantes contra diversas cestodiasis como la

cisticercosis por T. solium y T. saginata entre otras.



2. HIPOTESIS

La vacunacion con los diferentes candidatos vacunales (S3Pvac, S3Pvac Fago y
S3Pvac Papaya) es capaz de reducir la carga parasitaria en conejas domeésticas

infectadas con huevos de T. pisiformis.



3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad protectora de los diferentes candidatos vacunales (S3Pvac,
S3Pvac Fago y S3Pvac Papaya) en contra de la cisticercosis ocasionada por

Taenia pisiformis en conejas domésticas.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar al cestodo adulto de T. pisiformis a través del estudio de secuencias
en el ADN mitocondrial.

2. Localizar la presencia de los péptidos vacunales GK-1, KETcl y KETc12 en los
estadios de huevo, larva y adulto de Taenia pisiformis.

3. Evaluar los efectos sobre la carga parasitaria de los tres candidatos vacunales
(S3Pvac, fago filamentoso y planta transgénica) en conejas domésticas infectadas
con huevos de T. pisiformis

4. Evaluar histolégicamente la respuesta inflamatoria causada por el parasito en

los higados, en animales vacunados y no vacunadas.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales

Se emplearon 96 hembras de la raza Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus) con
un peso inicial promedio de 3.2+0.2 kg. Las conejas fueron mantenidas en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autbnoma del Estado de
Morelos (UAEM) y los experimentos se llevaron a cabo siguiendo las leyes para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (Institute of Laboratory Animals
Resources, National Council, Washington, DC. 1996). Este experimento fue
aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la UNAM. Se formaron 4 grupos de forma aleatoria conformado por 24 conejas
cada uno, un grupo fue solamente inoculado con solucion salina fisiolégica (SSF),
un grupo con la vacuna Sintética-S3Pvac, otro grupo con la vacuna S3Pvac-fago y

un ultimo grupo con la vacuna S3Pvac-Papaya.

5.2 Parasitos

El céstodo adulto de T. pisiformis se obtuvo a partir de tres intestinos de un total
de 150 perros adultos que fueron sacrificados de manera humanitaria en el
Centro de control canino de la delegacién de Tlahuac, D.F. Después de practicar
un corte longitudinal, cada intestino fue inspeccionado para buscar a la tenia en el
lumen intestinal (Betancourt y col., 2011). Los céstodos adultos de T. pisiformis se
identificaron tomando en cuenta caracteristicas morfolégicas como la apariencia
macroscopica de los proglétidos, la posicion del poro genital y el escolex (Edwards

and Herbert 1981). Los parasitos que presentaron estas caracteristicas



morfoldgicas fueron utilizados para realizar la identificacion de la especie a través
del andlisis de su ADN (Gassery col., 1999; Edwards and Herbert, 1981). Algunos
proglotidos gravidos fueron conservados en etanol a 4°C y en solucion de
Zamboni para llevar a cabo la purificacion de DNA y la inmunolocalizacion de los

antigenos de la vacuna respectivamente.

5.3 Identificacién de T. pisiformis

5.3.1 Extracciéon del ADN
Para obtener ADN gendémico de los tejidos se empled el kit genomic prep kit
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit) siguiendo el protocolo recomendado por

Rassi et al. 2010.

5.3.2 Identificacion molecular del cestodo adulto de T. pisiformis.

Para amplificar el gene ND1 (NADH deshidrogenasa subunidad 1) de T. pisiformis
, mediante la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizaron los
primers JB11(5"-AGATTCGTAAGGGGCCTAATA-3") y JB12 (5°-
ACCACTAACTAATTCACTTTC-3') (Gasser et al 1999). La reaccién de PCR (25pl)
se llevo a cabo en 3.5 mM de MgCl,, 250uM de cada dNTP, 25pmol de cada
primer y 1U de Tag polimerasa (GoTaq, promega), se utilizaron 20 nhanogramos de
DNA genomico para cada reaccion. Se utilizd6 un termociclador de la marca
Eppendorf (Hamburgo, Alemania) y las condiciones de amplificacion fueron las

siguientes; la desnaturalizacion inicial se realizo a 94° C por 5 min.



Posteriormente se dieron 30 ciclos a 94°C por 30s (desnaturalizacion), el
alineamiento fue a 55 ° C por 30s, la extension a 72° C por 30s, por 35 ciclos,

seguida de una extension final a 72° C por 5 min.

En cada reaccion de PCR se incluyd un control negativo y los productos
amplificados fueron corridos en un gel de agarosa al 2% a 85 volts durante 40 min.
El gel se tiid con bromuro de etidio y se visualizd y fotografi6 en un

transiluminador de luz UV.

Los productos de PCR que presentaron un peso molecular de 476 pb (peso
esperado) (Gasser et al. 1999), fueron cortados y purificadas utilizando QIAEX I
kit (Qiagen), y la secuencia se obtuvo por medio del secuenciador ABI PRISM 310
Genetic Analizer PE® Modelo 3730 en el Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM.

La secuencia de aminoacidos se alined utilizando el programa ClustalW/X2.0

(Notredame et al ,2000), asi como el programa BLAST (Altschul et al, 1990).

5.4 Inmunolocalizacién de los péptidos de la vacuna

S3Pvac

Se utilizaron anticuerpos anti-Ketcl, anti-Ketcl2 y antiGK1, los cestodos de T.
pisiformis fueron fijados en solucion de Zamboni y posteriormente se incluyeron en

parafina siguiendo el procedimiento realizado por Rosas et al 2002). Los cortes se



incubaron con el respectivo anticuerpo (anti-Ketcl, anti-Ketc12 y antiGK1) en una
dilucién 1:4000 en PBS-BSA 1% durante una hora a 37°C. Se utilizaron sueros de
conejos no estimulados inmunolégicamente para el control negativo, los controles
positivos fueron sueros de ratones infectados con T. crassiceps. Posteriormente
los cortes se incubaron con un anticuerpo biotinilado de cabra anti-conejo (MP
Biomedicals, USA) por 30 min. a 37°C, esto fue seguido por una incubacion con
estreptovidina-peroxidasa (MP Biomedicals, USA) durante una hora a temperatura

ambiente.

La actividad de la peroxidasa fue visualizada mediante la incubacion de las
muestras con 3"3- diaminobenzidina (DAB-Plus Kit, Zymed, South San Francisco,
CA), los tejidos fueron contratefiidos con hematoxilina, posterior a su montaje se
procedio a visualizar al microscopio éptico (Nikon) usando el programa analizador

de imagenes Metamorph 4.5.

5.5 Ensayo de viabilidad de huevos de T. pisiformis

La viabilidad de los huevos obtenidos de los tres ejemplares de T. pisiformis
confirmadas por el analisis molecular, se evalué con azul de tripano siguiendo la

técnica descrita por Wang et al. 1997.

Los huevos se cuantificaron en una camara de Neubauer, la dosis infectante fue
de 3000 huevos viables por coneja (Worley 1974). La infeccion por via oral se

realizo a través de una sonda estéril flexible. Previamente se tranquilizaron los



animales con una dosis de 30-40 mg/Kg de ketamina, administrada por via

intramuscular.

5.6 Vacunas

La vacuna sintética-S3Pvac incluye a los péptidos GK1 (69 a 85 péptidos
obtenidos de Ketc7) (Toledo et al, 1999) y los péptidos Ketcl y Ketcl2 (Toledo et

al, 2001). Los 3 péptidos fueron sintetizados por AnaSpec Inc.

La vacuna S3Pvac-fago se elabor6 utilizando un fago filamentoso recombinante en
el cual se expresaron los péptidos Ketc7, GK1, Ketcl y Ketcl2, el fago fue

inactivado con formaldehido (Manoutcharian y col., 2004; Morales y col., 2008).

La vacuna S3Pvac-papaya fue preparada combinando tres clonas de embrién de
papaya conocidas como pKetc126, pketcl, y pKetc723, las cuales expresaron los
péptidos Ketcl12.6His, Ketcl.6His y Ketc7 respectivamente, las clonas fueron

liofilizadas y almacenadas a 4°C hasta su uso (Hernandez y col., 2007).

Se formaron 4 grupos de forma aleatoria, conformado por 24 conejas cada uno, un
grupo fue solamente inoculado con solucion salina fisiolégica (SSF), y el resto fue
inmunizado dos veces con siete dias de diferencia. Un grupo fue inmunizado con
la vacuna Sintética-S3Pvac, otro grupo con la vacuna S3Pvac-fago y un ultimo

grupo con la vacuna S3Pvac-Papaya. Posteriormente, 15 dias después de la



altima inmunizacion, los cuatro grupos fueron infectados con huevos de T.
pisiformis. Doce conejas de cada grupo fueron sacrificadas siete dias después de

la infeccion y el resto se sacrificO 2 semanas después.

5.7 Inmunizaciones

Las inmunizaciones se realizaron por dos vias, dependiendo del tipo de vacuna a
utilizar, la sintética-S3Pvac y la S3Pvac-fago fueron administradas por via
subcutanea. Un total de 45ug (15ug de cada péptido) en el caso de la vacuna
sintética y la concentracion de 6 x10'* para la vacuna S3Pvac fago por coneja.
Estas concentraciones se manejaron en un volumen de 200ul para cada

inmunizacién (Morales y col., 2008).

Para la inmunizacion oral con la vacuna S3Pvac papaya se utilizé una suspension
de 60 mg cada clona de papaya que expresé la vacuna (Ketcl, Ketcl2 y Ketc7),
dicha suspension se introdujo en capsulas y de esta manera fue administrada a

los conejas.

Las conejas del grupo control se les administré Uunicamente 200ul de Solucién

salina fisiolégica (SSF) por cada coneja.

No se utilizaron adyuvantes en ninguna de las inmunizaciones.



5.8 Infeccion de los grupos experimentales

Con una sonda estéril flexible se procedio a infectar por via oral a los animales
que formaron los grupos de estudio para evaluacion de la vacuna, al resto de
conejas se les aplicd el mismo procedimiento pero Unicamente se les administré
SSF. Los animales, previo a la infeccion, se tranquilizaron utilizando ketamina (30-
40mg/Kg.) por via IM. En todos los casos se tuvo especial cuidado de verificar
mediante la palpacion que la sonda se encontraba en el estomago (Betancourt,
2011). La dosis infectante por conejo fue de 3,000 huevos con un porcentaje del

90% de viabilidad (Betancourt, 2011).

5.9 Necropsias y estudio histolégico

Las necropsias se llevaron a cabo a los 7 y 21 dias postinfeccion. Las conejas se
tranquilizaron con ketamina con una dosis de 30-40 mg/kg por via intramuscular y
se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico (100mg/Kg) por via
intracardiaca. Se llevaron a cabo registros de la presencia de cisticercos
vesiculares y de lesiones hepaticas. Se tomaron muestras de tejido hepéatico y se
fijaron en formalina amortiguada al 10%, se procesaron conforme a la técnica de
inclusion en parafina y se llevaron a cabo cortes seriados con un microtomo de
parafina de 6-8 um de grosor. Para la descripcion de la respuesta inflamatoria
hepatica, los cortes fueron tefiidos con hematoxilina/eosina de acuerdo a Aluja y

Vargas (1998). Para determinar la cantidad de linfocitos y macrofagos en los



granulomas encontrados se utilizé la técnica de cuantificacion de linfocitos vy

macrofagos reportada por Rosas y col., 2007.

5.10 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo usando el programa Graphpad version 4.0.
El andlisis del nUmero de metacestodos y de lesiones entre grupos se llevo a cabo
utilizando una prueba no paramétrica de Mann-Whitney, valores menores a 0.05
fueron considerados estadisticamente significativos. Las diferencias entre el
namero total de conejos protegidos y el porcentaje de macréfagos y linfocitos
encontrados en las lesiones hepaticas fueron analizadas utilizando la prueba de

Fisher (valores significativos P<0.05).



6. Resultados

6.1 Identificacion de T. pisiformis

La confirmacibn de la especie de los tres cestodos adultos identificados
macroscopicamente como T. pisiformis fue obtenida mediante un analisis
molecular EI nUmero de pares de base (pb) reportado por Gasser et al. para T.
pisiformis es de 476 pb para el gen NADH subunidad 1; los tres cestodos
coincidieron con el numero de pares de base reportados (Fig. 1A). Se realizé un
andlisis de homologia a través de la herramienta bioinformatica Blast mostrando
una homologia del 87%con la reportada en Genebank para el gen antes

mencionado (Fig. 1B).

6.2 Inmunolocalizacion

Se realiz6 la inmunolocalizacién de los antigenos vacunales en el gusano adulto y
en las oncosferas. Para GK1, se encontré que se expresaba en el microtix, en el
citoplasma perinuclear y en los musculos longitudinales del gusano adulto. En el

caso de la oncosfera no se encontré expresion de este antigeno.

Se encontr6 que Ketcl también tiene una distribucion en el gusano adulto,
expresandose en el microtrix, citoplasma distal, citoplasma perinuclear, musculos
longitudinales y ovarios. Al igual que GK1, Ketcl no se expresa en las oncosferas

de T. pisiformis.



Ketcl2 solo fue localizado en inclusiones lipidicas y en ovarios en el gusano
adulto, en el caso de las oncosferas este fue el Unico péptido que se expresa en

esta fase (Fig. 2).

6.3 Lesiones hepaticas

En el cuadro 2 se observa el numero de lesiones hepaticas encontradas en los
grupos control (sin inmunizar) y en los grupos inmunizados. Las tres diferentes
versiones de la vacuna redujeron significativamente el namero de lesiones
hepaticas; se observd una tendencia similar tanto a los siete dias como a los 21
dias postinfeccién. La vacuna S3Pvac fago fue la que mostré un nivel mas bajo de
proteccion comparado con las otras dos versiones, pero las diferencias entre

vacunas no mostraron diferencia significativa (Cuadro 2).

La figura 3 muestra las lesiones hepaticas encontradas en el grupo control y los
tres grupos de vacuna a los 21 dias postinfeccion, se observan las lesiones
caracteristicas producidas por migraciones parasitarias conocidas como

granulomas o manchas de leche.

6.4 Numero de metacéstodos



El cuadro 3 muestra el nimero de metacéstodos encontrados en cavidad
abdominal en los grupos control e inmunizados a los 7 y 21 dias postinfeccion. Las
tres versiones de la vacuna disminuyeron significativamente el numero de
metacestodos establecidos en conejas infectadas. Se encontré un incremento en
el porcentaje de conejas sin metacéstodos en la cavidad abdominal (69 a 98%) en
las conejas inmunizadas, no se observaron cambios en esta tendencia en los

diferentes tiempos de duracion de los experimentos.

La vacuna S3Pvac fago mostré la menor proteccion aunque no existié diferencia

significativa entre los otros grupos de vacuna (Cuadro 3).

En la figura 4 se observa la carga parasitaria entre el grupo control y los animales
inmunizados tanto a los 7 dias como a los 21 dias; en el caso de los grupos de
vacuna la presencia del paréasito fue menor o en algunos casos este no se

encontro.

6.5 Respuesta inflamatoria local

La figura 5 muestra la proliferacion del tejido fibroso con infiltrados de linfocitos en
los tres grupos de vacuna a los 21ldias postinfeccion (40x). A los 7 dias
postinfeccion, el nimero de linfocitos y macrofagos fue tres veces mayor que en
los del grupo control (***P<0.001). Esta tendencia continla hasta los 21 dias

postinfeccion. Las diferentes versiones de la vacuna incrementaron



significativamente el numero de linfocitos y macréfagos a los 7 y 21 dias

postinfeccion (Fig 6, ***P<0.001).

También se encontraron granulomas tipicos parasitarios en conejas del grupo
control y en algunas conejas de los grupos inmunizados; se contd el numero de
linfocitos y macréfagos que se encontraban en la periferia del granuloma; algunos
granulomas mostraron restos del parasito en el centro. Las lesiones presentaron
areas necroticas que contenian hepatocitos y macréfagos, asi como fragmentos
parasitarios (10x). El area necrotica presentd en su periferia células epiteloides

con células gigantes multinucleadas.



7. Discusion

En este trabajo de tesis documentamos la capacidad protectora de la vacuna
S3Pvac en sus tres diferentes versiones (sintética, fago, planta transgénica) en

contra de una infeccién experimental por T. pisiformis en conejas domésticas.

En este proyecto la identificacion de T. pisiformis se realiz6 mediante un analisis
molecular amplificando el gen NADH subunidad 1 (ND1); la identificacion
morfolégica de estos parasitos ha sido el método tradicional utilizado para su
clasificacion; estos criterios presentan limitantes, pueden ser variables y poco
fidedignos (Gasser y col 199). La visualizacién en gel de agarosa del gen ND1 de
T. pisiformis mostré un tamafio de 474pb, este tamafio coincide con el nimero de
pb reportado por Gasser (1999) para el mismo parasito. La secuencia reportada
en Genebank para este parasito coincide en un 87%, dicha variabilidad
encontrada respecto al trabajo publicado por Gasser et al 1999 puede asociarse a
gue las tenias en el trabajo de Gasser fueron obtenidas de Australia, mientras que
la tenia de este trabajo es de México; existen reportes de esta variabilidad entre

individuos de la misma especie de este parasito (Haag K, 2008).

Para validar el uso de las tres versiones de la vacuna S3Pvac en contra de T.
pisiformis, se procedio a identificar la presencia de los péptidos vacunales en el
estadio de oncosfera y de cestodo adulto de T. pisiformis. Trabajos previos han

reportado la presencia de estos péptidos en diferentes cestodos (Toledo, 2001;



Rassi, 2010). En este trabajo se evidencidé la presencia de estos péptidos
vacunales en la oncosfera y en el cestodo adulto, por lo que valida el uso de la
vacuna que originalmente fue desarrollada en el modelo de T. crassiceps y
evaluada en campo en contra de T. solium para su aplicacion en otro cestodo

como T. pisiformis.

La ventaja de utilizar este modelo es que las infecciones se pueden realizar por la
via de entrada natural del paréasito; esto permite la consolidacién y mejoramiento
de vacunas contra T. solium de una manera econémica y utilizando animales de

facil manejo que no requieren espacios amplios para su alojamiento.

En el caso de T. pisiformis, este es el primer estudio que se realiza para conocer
la capacidad protectora de las tres versiones de la vacuna S3Pvac. Se tiene
conocimiento de la similitud antigénica en algunos cestodos (Toledo y col., 1999;
Toledo y col., 2001Esta inmunidad cruzada encontrada en los resultados de este
trabajo es congruente con lo reportado en trabajos previos (Sciutto 2011). Donde
se han utilizado vacunas originadas en un cestodo y que estas pueden generar

proteccién en contra de otros.

La descripcion de las lesiones hepaticas coincide con las reportadas por Aluja y
Vargas (1988) donde se observan infiltraciones por linfocitos, macréfagos, células
gigantes, zonas de necrosis. Las lesiones hepaticas encontradas se asocian a
granulomas parasitarios (Flatt y Campbell,1974). Los resultados obtenidos en la

disminucion de las lesiones hepaticas demuestran que las diferentes versiones de



la vacuna probadas en este trabajo tuvieron la capacidad de reducir la formacion
de estos granulomas parasitarios. Asi mismo, en el caso del numero de

metacestodos, estos se redujeron significativamente respecto al grupo control.

En los tejidos de los animales vacunados, se observé un aumento en el grado de
inflamacion, lo que probablemente se deba a un efecto promotor de la vacuna
S3Pvac en sus diferentes versiones sobre la respuesta inmune, como se ha
descrito anteriormente por Huerta y col. (2000), lo que favorece el incremento de
la reaccion inflamatoria y la destruccién del parasito. Se sabe que en este tipo de
respuesta inflamatoria las citosinas tienen una participacion importante, por
ejemplo la proliferacion de linfocitos T, la diferenciacion de linfocitos B en células
plasmaticas, productoras de IgE, la proliferacion de eosinofilos es promovida por
IL-4, IL-6 e IL-5 (Chavarria y col. , 2003), también se sabe que la asociacion entre
el numero de células que expresan IFN-y y la inflamacién en animales vacunados ,
es posible que esta citosina contribuya en la activacion de los macrofagos,

favoreciendo la destruccion rapida del metacestodo.

La sintesis de esta citocina nos permite proponer que la respuesta inmunoldgica
es de tipo Th2, concordando con lo que ya se ha reportado, que la respuesta
inmune frente a infecciones por helmintos es de este tipo. (Rumbley y col., 1999;

Abbas and Lichtman, 2004).



Los resultados de proteccion obtenidos en este estudio demuestran que las
vacunas contra la cisticercosis S3Pvac (en sus tres versiones), induces respuesta
protectora contra el parasito T. pisiformis en conejos. Dicha proteccion se observo
en conejas sacrificadas a los 7 dias postinfeccion y a los 21 dias postinfeccion. Se
observo que las tres versiones de la vacuna (sintética-S3Pvac, S3Pvac-fago y
S3Pvac-papaya) tuvieron la capacidad de reducir el nimero de lesiones hepaticas

y el nUmero de metacéstodos.

Es importante destacar que las propiedades protectoras de la vacuna no solo
dependen de las propiedades inmunoinflamatorias de los sistemas de expresion
empleados (Fago filamentoso y callo de papaya transgénica), ya que también se
observé un nivel alto de protecciébn en conejas inmunizadas con la vacuna

sintética-S3Pvac que carece de adyuvantes.

En el caso de la vacuna S3Pvac-papaya este trabajo es el primero en demostrar
su elevado nivel de proteccion utilizando una vacuna oral contra un huésped
natural de una parasitosis provocada por una tenia. Esta via de administracién oral
de la vacuna S3Pvac-papaya nos confiere una ventaja ya que elimina el uso de
jeringas y agujas para inmunizar a los animales, también disminuye costos y sobre
todo facilita el manejo de los animales para campafas de vacunacidon masivas

contra T solium, T saginata o T. pisiformis (Sciutto y col., 2007)

La vacuna S3Pvac-fago fue la que genero una menor proteccion respecto a las

vacunas S3Pvac-sintética y S3Pvac-papaya; hay que destacar no existieron



diferencias significativas entre grupos de vacunas (P>0.05), por lo que es viable
utilizar la vacuna S3Pvac-fago en campo ya que su costo es menor (0.5 U.S.D. por

dosis) respecto a la vacuna S3Pvac-sintética (Sciutto y col. 2007).

Las ventajas de utilizar plantas transgénicas dentro de un sistema de elaboracion
de vacunas nos permite almacenarlas a temperatura ambiente sin necesidad de
refrigerarlas para su transporte (no requiere de la cadena fria), el consumo directo
de la planta no requiere la purificacion del antigeno, se evita el uso de agujas y
jeringas y por consecuencia disminuye el estrés en los animales sujetos a
vacunaciéon, los antigenos vacunales que se encuentran en la planta son
resistentes a la degradacion enzimatica durante su paso por el tracto
gastrointestinal y esto favorece la induccion de una respuesta inmunolégica a nivel
de mucosas, por ultimo se pueden incrementar los programas de vacunacién
masiva en los animales ya que la administracion por via oral de estas vacunas
facilita el manejo de los animales para su administracion (Dus Santos &

Wigdorovitz 2005, Daniell 2006, Floss y col., 2007).

Durante las ultimas dos décadas se han realizado diversos estudios sobre el
desarrollo de vacunas expresadas en plantas transgenicas en el area de la
Medicina Veterinaria, se han evaluado de manera experimental vacunas para
enfermedades virales, bacterianas y parasitarias que afectan al bovino, perro,
cerdo, aves de postura Yy conejo, las cuales producen proteccion al individuo

inmunizado (Floss, 2007).



Respecto al uso de T. pisiformis como modelo adecuado para evaluar diferentes
antigenos vacunales y formas de administracion de los mismos, este trabajo
constituye una evidencia experimental de la efectividad de la vacuna S3Pvac en
sus tres diferentes versiones, ya que hubo proteccion en las conejas inmunizadas,
asi mismo se propone estudiar los mecanismos de proteccién que induce esta

vacuna para proteger contra esta parasitosis.

Conclusiones

1. Los péptidos vacunales Ketcl, Gk-1 y Kectl2 se identifican en el cestodo
adulto y en las oncoésferas de T. pisiformis.

2. Las tres versiones de la vacuna S3Pvac inducen proteccion contra el
parasito T. pisiformis.

3. La vacuna S3Pvac fago genero una menor proteccion respecto a las
otras dos versiones de la vacuna, la diferencia no fue significativa.

4. Los linfocitos y macrofagos tienen una participacion relevante en la
respuesta inflamatoria local al incrementarse su poblacion por efecto de la
vacuna en sus tres diferentes versiones.

5. La identificacibn molecular es una herramienta util para clasificar las

diferentes especies de tenias que infectan al perro.
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Anexos

a) Lista de cuadros

Cuadro 1. Clasificacion taxondémica de T. pisiformis (Esch y Self, 1965).

Dominio Eucarionte
Reino Animalia
Phylum Platelmintos
Clase Cestoda
Orden Ciclophyllidea
Familia Taeniidae
Género Taenia
pisiformis

Especie




Cuadro

2. Numero de lesiones hepdticas observadas en Conejos
infectados con huevos de Taenia pisiformis

Dia 7 Lesiones hepaticas encontradas
postinfeccién por coneja Eficiencia vacunal Valor de P
Control 1,1,2,2,2,3,3,4,5,6, 8, 10
3.92 +
2.84%
Inmunizados con:
S3Pvac-sintética |0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,2 94% (P<0.05)
0.25 *
0.62°
S3Pvac-papaya |0,0,0,0,0,0,0,0,1,1,1,2 89% (P<0.05)
0.42 +
0.67°
S3Pvac-fago 0,0,0000,1,1,1,2,2,3 79% (P<0.05)
0.83 +1.03"
Dia 21 Lesiones hepaticas encontradas por
postinfeccién coneja Eficiencia vacunal | Valor de P
Control 2,4,4,5,5,5,6,6, 8, 10, 10, 12
6.42 +2.97%
Inmunizados
con:
S3Pvac-sintética |0,0,0,0,0,0,0,1,1,1,2, 4 88% (P<0.05)
0.75 + 1.22°
S3Pvac-papaya |0,0,0,0,0,0,0,0,1,2,2,3 90% (P<0.05)
0.66 +1.07
S3Pvac-fago 0,0001,122223,3 79% (P<0.05)
1.33+1.16°

b Diferentes literales indican diferencia significativa entre el numero de lesiones hepaticas
encontrados entre el grupo control vs grupos de vacuna. Se utilizd la prueba estadistica no

paramétrica de Mann-Whitney (P<0.05).



con huevos de Taenia pisiformis.

Cuadro 3. Numero de metacestodos encontrados en conejas vacunadas e infectadas

Dia 7 Eficiencia
postinfeccion Lesiones hepaticas encontradas por coneja | vacunal Valor de P
Control 1,1,1,1,1,1,1,1,5,5,6, 12
3.00 + 3.44°
Inmunizados con:
S3Pvac-sintética |0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1, 3 89% (P<0.05)
0.33 £ 0.89"
S3Pvac-papaya |0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1,2 89% (P<0.05)
0.33 +0.65°
S3Pvac-fago 0,000001,12,1,23,3 69% (P<0.05)
0.92+0.17b
Dia 21
postinfeccion  Lesiones hepaticas encontradas por coneja | Eficiencia vacunal | Valor de P
Control 1,1,2,2,2,3,3,3,4,7,10, 14
4.33+4.01°%
Inmunizados
con:
S3Pvac-sintética |0, 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0, 1 98% (P<0.05)
0.08 + 0.29"
S3Pvac-papaya |0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1, 2 94% (P<0.05)
0.25+0.62°
S3Pvac-fago 0,0,0001,1,1,1,2,3,3 77% (P<0.05)
1.00 £1.13"°

ab. Diferentes literales indican diferencia significativa entre el nimero de metacestodos encontrados
entre el grupo control vs grupos de vacuna.Se utilizé la prueba estadistica no paramétrica de Mann-

Whitney (P<0.05).



b) Lista de Figuras
Figura 1. Identificacion de Taenia pisiformis.

Figura 1. Identificaciéon de Taenia pisiformis. A. AMPLICONES; M: Peso Molecular; Carril 2, 4 y
6: Productos obtenidos por PCR usando lo primers JB11/JB12 para el gen ND1 de diferentes

especimenes T. pisiformis. B. Alineacion de la secuencia de DNA para el gen ND1 de T. pisiformis.
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Figura 2. Inmunolocalizacién de los péptidos de la vacuna S3Pvac en el cestodo adulto de
Taenia pisiformis. Las flechas indican la zona del parasito donde los péptidos fueron localizados:
tegumento (T), citoplasma distal (DC), citoplasma perinuclear (PC), microtrix (MT), musculos

longitudinales (LM), ovario (O), oncosferas (Os) e inclusiones lipidicas (LI).
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Figura 6. Numero de linfocitos y macrofagos encontrados en las lesiones
hepaticas a los 7 y 21 dias postinfeccion en el grupo control y en los grupos

vacunados. ***P<0.001
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Figura 3. Aspecto macroscépico de las lesiones hepéticas del grupo control y los

grupos de vacuna a los 21 dias postinfeccion.

Control S3Pvac S3Pvac-phage S3Pvac-papaya




Figura 4. Aspecto macroscoépico de la cavidad abdominal. Las flechas indican la presencia de

un metacestodo de Taenia pisiformis.
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Figura 5. Respuesta inflamatoria local. Se observan granulomas
ocasionados por la presencia del parasito en el parénquima hepatico.
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