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IDENTIFICACION DE LA DOSIS INMUNOGENICA DE LA VACUNA
S3PVAC-PAPAYA ORAL EN CERDOS DE TRASPATIO.

Héctor Diaz Chapula. Universidad Nacional Autdénoma de México (UNAM).
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ).
Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) Ciudad de México.

RESUMEN

El complejo teniasis - <cisticercosis aun sigue siendo un
problema de salud publica en México y el mundo, especialmente en
lugares donde los servicios sanitarios son deficientes. Aunado a esto,
los malos hébitos higiénicos de las personas al preparar alimentos o
en sus necesidades fisioldégicas, como defecar al ras del suelo, siguen
siendo actividades o acciones que facilita la infeccién de los cerdos
que son criados de forma rUstica o de traspatio, mismos que deambulan
libremente teniendo facil acceso a la materia fecal que pudiera estar
contaminada por los huevos o progldétidos gravidos de la Taenia solium,
permitiendo esto completar el ciclo Dbioldgico del parésito.
Actualmente, se han probado diferentes versiones de vacunas con la
finalidad de prevenir la infeccidén de los cerdos en estas condiciones.
El objetivo de este estudio fue determinar la dosis inmunogénica de la
vacuna S3Pvac-papaya aplicada por via oral; para ello fue necesario
realizar diferentes pruebas de palatabilidad, volumen y consistencia
tanto en ratones como en lechones, para su facil aplicacidén, buscando
la manera mas rapida, segura y eficiente, para la vacunacidén, para
ello se elaboraron pequefios pellets a base de pan molido y atin en
aceite; esto permitidé conocer la aceptacién al pellet como vehiculo
demostrando asi también que la vacuna conserva sus propiedades para
ser administrada de forma oral vy determinar por medio de la
proliferacién linfocitarias y de inmunoensayos que la dosis 1lug y 10
Bng son capaces de producir una respuesta inmune favorable en los

lechones de traspatio, vacunados por via oral.

Palabras clave: Vacunacidén oral, cisticercosis, S3Pvac-papaya, cerdos
de traspatio, respuesta inmunoldgica.



IDENTIFICATION OF VACCINE DOSES IMMUNOGENIC S3PVAC-
PAPAYA IN ORAL BACKYARD PIGS.

Héctor Diaz Chapula. Universidad Nacional Autdénoma de México (UNAM).
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ).
Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) Ciudad de México.

SUMAMARY

The complex taeniasis - cysticercosis still remains a public
health problem in Mexico and the world, especially in places where
sanitation is poor. In addition to this, bad hygiene habits of people
preparing food or their physiological needs, such as defecating at
ground level, remain activities or actions that facilitates infection
of pigs that are raised in a rustic or backyard, same that roam freely
with easy access to the stool that may be contaminated with eggs or
gravid proglottids of Taenia solium, allowing it to complete the life
cycle of the parasite. Currently, different versions have been tested
vaccines in order to prevent infection of pigs under these conditions.
The aim of this study was to determine the immunogenic dose of the
vaccine S3Pvac-papaya applied orally; for it was necessary to perform
different tests of palatability, volume and consistency in both mice
and pigs, for easy application, looking for the fastest, safely and
efficiently, for wvaccination, for this small pellets were developed
based breadcrumb and tuna in oil; this allowed to know the acceptance
to the pellet as a vehicle and also demonstrating that the wvaccine
retains 1its properties to be administered orally and determining by
the lymphocyte proliferation and immunoassays dose 1 .mp.g and 10
.mp.g are capable of producing a favorable immune response in piglets

backyard, orally vaccinated.

Keys Word: Oral vaccination, <cysticercosis, S3Pvac-papaya, pigs

backyard, immune response.
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I. INTRODUCCION

La cisticercosis es una enfermedad zoondbdtica presente tanto
en México como en otros paises, que afecta la salud humana vy
porcina principalmente, en los cerdos que son criados en forma
ristica o de traspatio. En la préactica de crianza porcina, las
deficientes o casi nulas condiciones sanitarias y la falta atn de
conocimiento de la enfermedad, favorece al mantenimiento del ciclo
de vida de Taenia solium, cuya forma larvaria, es el C(Cisticerco
cellulosae. La cisticercosis afecta sustancialmente a la economia
de los duefios de los animales afectados y la salud publica de la

poblacidén en general.

La cisticercosis, se considera una zoonosis porque afecta
tanto a humanos como a cerdos. Es importante resaltar que el
humano es el uUnico huésped definitivo natural de la T. solium. La
prevalencia del complejo teniasis/cisticercosis depende
estrechamente del vinculo que se establece entre el hombre y el
cerdo (huésped intermediario) en condiciones insalubres, gue son
propicias para desarrollo de su ciclo biolébégico (Williams et al.,

2006) .

La cisticercosis humana vy porcina es endémica en algunos
paises de América Latina, Asia y Africa. Esta enfermedad
parasitaria estd claramente asociada al subdesarrollo donde
prevalecen las condiciones que favorecen su transmisién,
inadecuadas y deficientes condiciones sanitarias, fecalismo al ras
del suelo, carencia de drenaje y falta de agua potable. Estas
condiciones, aunadas a la crianza rustica de los cerdos y a la
ausencia o inadecuada inspeccién en los rastros, generan la
situacidén oéptima para promover la transmisidén de la T. solium (Del

Brutto, 2001, Fleury, et al., 2003; Sciutto, et al., 2003).



Cabe resaltar que el ser humano también puede llegar a ser un
huésped intermediario presentando la cisticercosis; cuando esto
ocurre el cisticerco frecuentemente se instala en el sistema
nervioso central, causando la Neurocisticercosis (NCC), enfermedad
que representa un grave problema de salud publica (Martinez et
al., 2003). La NCC es una enfermedad aun presente en México. En un
estudio reciente de prevalencia hospitalaria, realizado en el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) , se
demostré que su prevalencia se ha mantenido estable en 2-3%,
aproximadamente, durante los ultimos 15 afios (Fleury, et al.,

2010) .

Para la prevencidén de esta parasitosis, resulta pertinente el
uso de vacunas contra la cisticercosis porcina debido a que el
cerdo es el hospedero intermediario indispensable para la
continuidad del ciclo de vida de éste parasito. Por su parte, el
Instituto de 1Investigaciones Biomédicas (IIB) de 1la Universidad
Nacional Autdénoma de México (UNAM) ha desarrollado 1la vacuna
S33Pvac, que estd constituida por tres péptidos: KETc7, GK-1,
KETcl y KETcl2 originalmente identificados en el cisticerco de
Taenia crassiceps. Las secuencias que codifican para éstos
péptidos se han identificado con un alto grado de homologia con
otros cestodos, entre los que figuran: T. solium, Taenia saginata,
Taenia pisiformis, Echinococcus granulosus y multilocularis

(Sciutto, et al., 2013, Rassy et al., 2010).

La primera versién de esta vacuna generada de manera
sintética, S3Pvac-sintética, mostrdé un efecto protector en contra
de la cisticercosis porcina en condiciones naturales de
transmisidén, redujo al 50% la prevalencia y al 98% la cantidad de
cisticercos viables (Huerta et al., 2001). La vacuna S3Pvac
también demostrod tener capacidad de destruir cisticercos

recientemente instalados (Aluja et al., 2005).



La segunda versidén de esta wvacuna, “S3Pvac-Fago”, se
generd expresando los péptidos vacunales en fagos
filamentosos. Esta versidén redujo en un 54% la prevalencia y
al 89% 1la cantidad de <cisticercos wviables en condiciones
naturales de infeccidédn (Morales, et al., 2008; Morales, et

al., 2011).

Actualmente, se dispone de una tercera versidén de la vacuna
expresada en clonas de callos transgénicos embriogénicos de papaya
(S3Pvac-papaya) que ha demostrado inducir altos niveles de
proteccidén contra la cisticercosis por T. crassiceps en ratones y
T. pisiformis en conejos de manera experimental, administréandola

por via oral (Betancourt et al., 2012).

Las vacunas contra la cisticercosis porcina que han sido
evaluadas en campo son para ser administradas por via parenteral.
Sin embargo, su aplicacién en cerdos de traspatio se complica
debido a gque este tipo de cerdos pasa la mayor parte del dia
deambulando en las calles y campos de las comunidades rurales,
siendo necesario atraparlos para administrarles el inmundgeno.
Estas limitaciones adquieren mayor relevancia si consideramos que
la poblacidén porcina en México es de 14, 625,199 animales, datos
reportados por el Servicio de Informacidén Agroalimentaria vy
Pesquera (SIAP). De esta cifra, se calcula que alrededor del 30 vy
40% corresponden a los llamados “cerdos de traspatio” (Aluja et

al, 2006).

Por lo antes mencionado, surge la necesidad de ofrecer una
vacuna oral que se suministre de manera rapida y féacil, que los
mismos propietarios puedan administrarla directamente a sus
cerdos, lo cual resulta indispensable para extender un programa de
control a todo el territorio nacional. Por ello, este proyecto de
investigacidén pretende identificar el rango de dosis efectiva de

la wvacuna S3Pvac-papaya aplicada por via oral gque pueda inducir



una respuesta inmune contra la cisticercosis porcina en cerdos

criados en condiciones de traspatio.



I.1. HIPOTESIS

La vacuna S3Pvac-papaya oral en un rango de dosis de 1, 10 y
100 pg administrada por via oral, es capaz de producir una oéptima
respuesta inmunogénica en cerdos criados en condiciones de

traspatio.

I.2. OBJETIVOS

I.2.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar cudl es la dosis oéptima de la wvacuna S3Pvac-
papaya aplicada por via oral capaz de inducir una respuesta inmune

en cerdos criados bajo condiciones de traspatio

I.2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

A) Evaluar diferentes métodos de administracién de la vacuna por
via oral.

B) Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por la
vacunacién, detectando anticuerpos Ig G en plasmas de 1los
lechones.

C) Evaluar la respuesta inmune celular de memoria inducida, en
los lechones, por la vacunacién, a través de la cuantificacién de
los niveles de proliferacién linfocitaria in wvitro.



II. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES

El ciclo de vida de la T. solium es complejoF y este ocurre
entre el hombre y los cerdos. En el humano se puede presentar la
teniasis: que es la infeccidén causada por el cestodo en su fase
adulta, y la cisticercosis cuando la fase larvaria se presenta en
el humano o el cerdo (Cordero del Campillo y Hidalgo-Argiiello,
1999, Acha 'y Szyfres, 2003) . En este llegandose alojar
principalmente en los misculos con mayor irrigacidén sanguinea vy
diversos oérganos y en el hombre también puede llegar a afectar
principalmente corazdn, musculo esquelético y el sistema nervioso

central (Pawlowski, 2002).

La cisticercosis en cerdos causa grandes pérdidas sobre todo
en la produccidédn porcina, por la presencia de los cisticercos en
la carne y la ingestién de esta, sin las medidas Ooptimas de
coccidén, es una de las practicas més comunes en las que se
infectar por el parédsito. En el humano, la NCC, es una de las
presentaciones de mayor importancia médica, por la presencia del
cisticerco en el sistema nervioso central, provocando problemas

neuropatolédgicos serios. (White, 1997).

2.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La teniasis/cisticercosis estd presente en todo el mundo y es
mucho mas frecuente en paises en desarrollo; en particular se
encuentran numerosos casos en América Latina, en el este de
Europa, norte de China, India y el este de Africa, especialmente
en Aareas urbanas y <rurales que carecen de infraestructura
sanitaria, que sufren de pobreza extrema e higiene deficiente vy

donde los cerdos deambulan libremente teniendo acceso a las heces



humanas (Anderson, 2005; Ruiz, 2004; W.H.O, 2000; Romero, 1993;
Rodas, 1990, Soulsby, 1987).

2.3. LA CLASIFICACION TAXONOMICA DE T. solium

Phylum: Platyhelminthes

Clase Cestoda
Subclase | Eucestoda
Orden Cyclophyllidea
Familia Taeniidae
Genero Taenia

Especie Taenia solium

Cuadro 1. Clasificacidén taxondmica (Willms KL, et al, 2006).

2.4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL PARASITO

2.4.1. Taenia

La T. solium es un organismo hermafrodita de color blanco-
marfil, aplanado y en su estado adulto pueden llegar a medir de
1.5 a 5 metros. Posee un escdlex que mide aproximadamente un 1 mm
de diédmetro que estd provisto de cuatro ventosas en forma de
corona y un réstelo, con una doble corona de 22 a 32 ganchos con

los que se fija a la mucosa del intestino (Ndquira, 1999).

Su cuello es corto y enseguida de este se encuentra el
estrébilo, que estéd constituido por tres tipos de progldétidos:
inmaduros, maduros y gravidos (su maduracidén es conforme se alejan
de la cabeza), encontriandose también a lo largo de ésta cadena

estrobilar los poros uterinos (Ndquira, 1999). Figura 1.

Los progldétidos maduros son cuadrangulares y presentan
gbnadas sexuales masculinas y femeninas, los poros genitales son

unilaterales que se alternan en forma regular. Los progldétidos



gravidos son mas largos que

% sy GANCHOS EN EL ROSTELO

anchos, y pueden llegar a
contener de 50,000 a
100,000 huevos (Ndquira,

1999).
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Figura 1. Morfologia de T. solium. (Tomado de Flisser et al., 2006)

2.4.2. Cisticerco

Los huevos son morfolbégicamente similares a los de otras
especies de tenidos e idénticos a los de T. saginata, son de
paredes gruesas y radiadas que encierran al embridén hexacanto u
oncésfera que es la forma infectante del parédsito para el
desarrollo de la cisticercosis (Naquira 1999; Castellanos et al.,

2007) .



El cisticerco es una vesicula transltGcida, ovoide o circular
de 5 a 10 mm de didmetro, dentro contiene un pequefio gusano O
escbdlex invaginado, que puede permanecer en los tejidos del
hospedero intermediario durante varios afios (Dixon H, et al.,
1944, 1961) y estd rodeado por una céapsula de tejido conectivo
lleno de un fluido transparente que <contiene proteinas del
pardsito y del huésped. Cabe hacer notar que el tegumento y la
pared vesicular (Figura 2) son el sitio de contacto del paréasito
con el hospedero y desempefia un papel central en el mantenimiento

de la relacidén hospedero-parasito (Ambrosio J, et al., 1994).

El ciclo de wvida contintia cuando el ser humano consume carne
de cerdo infectada e ingiere uno o varios cisticercos viables. La
masticacidn, las sales biliares % las proteasas
digestivas destruyen la pared vesicular e inducen la salida o
evaginacién del escdlex (Flisser.et al,; 1994). Una vez evaginado
el escbdlex, se fija en la pared del yeyuno por medio de sus
ventosas y ganchos rostelares. A partir de entonces, el escdlex
comienza a crecer 'y diferenciarse hasta —convertirse en un

gusano adulto (Cafdedo, et al., 1962).

C: Canal espiral

Ex: Escélex

P: Pared vestibular
Pv: Pared vesicular
V: Espacio vestibular

Figura 2. Larva o cisticerco de T.solium

(Tomada de Ambrosio J, et al.,1994).



2.5. CICLO BIOLOGICO

2.5.1 Tenia

El ciclo biolégico de T. solium incluye dos hospederos:
como hospedador intermediario (cisticercosis)

como hospedadores definitivos (teniasis),
a ser hospedador intermediario accidental
1997) . Figura 3.

El cerdo
y los seres humanos

que también puede llegar

(cisticercosis)

(Quiroz,
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Figura 3. Ciclo bioldégico de la Taeniasis /Cisticercosis.
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La teniasis se desarrolla cuando el hombre consume carne de
cerdo con cisticercos; una vez que éstos son ingeridos, son
expuestos a los jugos intestinales en el tracto digestivo lo que
provoca su evaginacidén (exponiendo la cabeza o escdlex) y se fijan
a la mucosa del intestino por medio de cuatro ventosas y una doble

corona de ganchos (Williams, et al., 2006).

Una vez fijados en el intestino se desarrolla la fase adulta
(organismo hermafrodita), es en esta etapa donde se liberan 1los
progldétidos gravidos que contienen los huevos maduros los cuales
son expulsados por la materia fecal y estos al ser ingeridos por
los cerdos, al cabo de 8 a 10 semanas se llegan a localizar
principalmente en la musculatura donde se desarrolla la larva o
cisticerco, (Naquira, 1999, Nash y Neva, 1984; Quiroz, 1997;
Matias, et al., 1983).

Cuando los huevos son ingeridos por el hombre o el cerdo,
pueden transformarse en cisticercos y solo en el hombre puede
completar asi el ciclo de wvida albergando al parasito adulto

(Taenia) (Williams, et al., 2006).

2.5.2 Cisticerco

2.5.2.A. En el hombre:

La cisticercosis en el hombre se produce al ingerir
accidentalmente los huevos de T. solium principalmente en
alimentos regados con aguas contaminadas con heces de personas
infectadas, o por la falta de higiene en las personas portadoras
de la taenia adulta por contacto ano-mano-boca (Cordero del

Campillo e Hidalgo, 1999; Quiroz, 1997). Figura 3.
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Al pasar por el tubo digestivo, las oncosferas son activadas,
penetran en la pared intestinal y a través de los vasos sanguineos
o linfaticos llegan a diferentes o&érganos, en donde se transforman
en cisticercos. Este proceso demora alrededor de dos o tres meses.
Cuando los cisticercos se ubican en el SNC se desarrolla la NCC

(Néaquira, 1999; Reyes, 1996)

2.5.2.B. En el Cerdo:

Cuando el huevo llega al estdémago se rompe debido a la accidn
de enzimas géastricas e intestinales, la oncofera sale y atraviesa
las paredes del intestino y alcanza por via sanguinea diferentes
partes del organismo sobre todo la musculatura (maseteros, lomo,
regidén escapular), corazdn y lengua donde se enquista, crece vy
forma una vesicula blanquecina que contiene el escdlex invaginado
(Castellanos Sanchez, et al., 2007; Aluja A, et al.,1982; Sarti E,
et al., 1992).

2.6. CISTICERCOSIS

2.6.A. En el Hombre

Debido a la ingestién de los huevos de tenia, el ser humano
obtiene la cisticercosis y dependiendo el sitio donde se aloje el
pardsito da lugar el padecimiento, como por ejemplo cuando llega a
alojarse en el cerebro se le denomina NCC que es la afectacidédn del
sistema nervioso vy depende principalmente de la cantidad, la
localizacidén y si estd vivo o muerto. Las alteraciones convulsivas
son las més frecuentes. Las alteraciones méds comunes pueden ser:
pérdidas de memoria, debilidad, irritaciédn, trastornos de
personalidad 'y convulsiones; estos padecimientos son causa
importante de morbilidad y mortalidad humana (Sciutto, et al.,

2002) .
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Después de la afeccidén del SNC sigue el tejido subcuténeo y
ojos. Cuando el cisticerco se encuentra en el tejido subcutaneo
produce alteraciones desde nula hasta leves. Cuando se presenta
una cisticercosis oftédlmica pueden existir alteraciones de 1los
campos visuales, generando dolor, ceguera 'y fotofobia, al
encontrarse en el o0jo es generalmente Unico, unilateral y si se
encuentra vivo puede desplazarse, dando lugar a uveitis,
retinitis, desprendimiento de la retina y ceguera (Sciutto, et

al., 2000).

Cuando la localizacidén es muscular las manifestaciones no se
presentan de forma clinica, al menos que la infeccidén se deba a la
presencia de gran numero de cisticercos. Si esto ocurre se puede
manifestar por dolor muscular, calambres y cansancio (Sarti et

al., 1992).

En la cisticercosis subcutédnea se puede encontrar nédulos
blandos, sin producir dolor e inflamaciéns algunos pueden
desaparecer espontdneamente. Las afectaciones viscerales son poco
frecuentes y generalmente asintomaticas. Se puede encontrar
cisticerco en pulmdén, miocardio, rifién y a nivel hepatico (Sciutto

et al., 2000).

A pesar de la disponibilidad de antihelminticos eficaces, la
enfermedad sigue siendo frecuente en muchas partes del mundo y hay
una necesidad de adoptar medidas para el control de la infeccidn

(Lightowlers, et al.,2003).

2.6.B. En el Cerdo

El cerdo que es el hospedador intermediario y por sus habitos
copréfagos, se llega a infectar al ingerir heces humanas
(fecalismo al ras del suelo) contaminadas con huevos y/o

proglétidos gravidos. También existen otras formas de infeccidn
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como lo son; el consumo de agua no potable, pastos y frutas
regadas con aguas de canal o residual (Handali, et al., 2010,

Sarti, et al., 1992).

La cisticercosis porcina se presenta con mayor frecuencia en los
cerdos criados rUsticamente o en traspatio, con respecto a los

criados en sistemas de produccidén tecnificada (NOM-021-SSA2-1994).

La cisticercosis en el cerdo, es poco severa y generalmente
asintomdtico cuando la infestacidén es baja, sin embargo, pueden
presentarse la siguiente sintomatologia: rechinar los dientes,
respiracidén dificultosa, rigidez de las extremidades,
adelgazamiento, sensibilidad del hocico y lengua, vértigo y hasta
convulsiones. (Fleury, et al., 2006; Aluja, et al., 1982) (Figura
4) .

Figura 4. Cisticercosis porcina (en diferentes dérganos y tejidos).

Fotografias de Héctor Diaz, 2014, CU. UNAM.
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En el cerdo la fase larvaria se desarrolla principalmente en
los muasculos altamente irrigados (lengua, maseteros, corazdn),
presentando la apariencia de wuna vesicula Dblanca. Las larvas
también pueden localizarse en el cerebro, pero probablemente el
cerdo no llega a vivir el suficiente tiempo como para padecer 1los
sintomas caracteristicos de la NCC de los seres humanos (Fleury A4,

et al., 2006; Aluja A, et al., 1982).

Los cerdos adultos suelen ser mas resistentes probablemente
debido a que se produce una fuerte reaccidédn inmuno-inflamatoria
que evita alcanzar la madurez del cisticerco. En 1los porcinos
pueden darse afecciones oculares, pero también alteraciones
nerviosas las cuales son raras. Esto es debido a que los cerdos
son sacrificados a una edad Jjoven y asi se evita el desarrollo

completo de los signos (Handali, et al., 2010).

2.7. DIAGNOSTICO DE CISTICERCOSIS EN EL CERDO

2.7.1. Inspeccién de lengua

Este examen se realiza cominmente en =zonas donde existe la
enfermedad y se utiliza para detectar la presencia de cisticercos
en los cerdos, previo al sacrificio o comercializacidén. Esta
inspeccidén consiste en la palpacién de los nédulos y/o
identificacidén visual de los cisticercos. Para ello, se sujeta el
animal, se le introduce un palo en forma transversal en el hocico
para mantenerlo abierto y se jala la lengua usando una tela. Los

criterios utilizados para el diagndéstico son:

a) La observacidén de los cisticercos en la superficie de la lengua
b) La palpacidén de la lengua y su base
c) La observacidén de rasgos que sugieran que fueron extraidos los

cisticercos (préactica muy comin por los duefios de los cerdos)

16



Este método es relativamente sensible (87%) 'y altamente
especifico (99%) para detectar la presencia de cisticercos. La
ventaja de este examen es que es facil de aprender y es de gran
utilidad como método de evaluacidén, la desventaja es gque es un
método muy invasivo y estresante para el animal (Gonzdlez, et al.,

1993).

2.7.2. Inspeccién de la canal

El diagnéstico en canales se realiza haciendo cortes en los
misculos con mayor irrigacidén sanguinea y visceras del cerdo
(pulmébn, higado) en busqueda de cisticercos. El1 problema es Jue,
si no se realiza el examen de manera cuidadosa, los cisticercos
podrian pasar desapercibidos en 1la canal, principalmente cuando

existen infecciones leves (Gonzalez et al., 1990).

2.7.3. Diagnéstico serolégico

Las pruebas seroldgicas como la de ELISA, son utilizadas
actualmente para el diagndéstico de la cisticercosis porcina,
aunque presenta reacciones cruzadas con otros parasitos Estas
pruebas diagndésticas permiten detectar anticuerpos producidos por
la exposicién del cerdo a la infeccidén por huevos de T. solium,

(Flisser, et al., 1999, Sciutto, et al. 1998).

El diagnbéstico de cisticercosis porcina mediante la deteccidn
de antigenos circulantes ha logrado buenos resultados cuando se ha
empleado anticuerpos monoclonales dirigidos contra el Cysticercus
bovis, metacésto de la Taenia saginata (Harrison et al., 1989,
Brandt et al., 1992) . Los anticuerpos monoclonales fueron
desarrollados contra los antigenos de secrecidén - excrecidn del
Cysticercus bovis. Estos demostraron ser mads sensibles en la

deteccién de la mayoria de los anticuerpos especificos en
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comparacién con los antigenos somaticos y liquido quistico
(Brandt, et al., 2001) . Estos anticuerpos monoclonales no
presentaron reaccidén cruzada cuando se enfrentaron a sueros de
animales infectados con quiste hidatidico y Cysticercus
tenuicollis (formas larvarias de Echinococcus granulosus y Taenia
hydatigena, respectivamente) (Harrison et al., 1989). Un ensayo
similar fue desarrollado por otros grupos de investigadores con

resultados similares (Van Kerekhoven, et al., 1998).

2.8. TRATAMIENTO DE LA CISTICERCOSIS

2.8. A. En Humanos

Durante mucho tiempo el tratamiento de la NCC estuvo dirigido
solamente a controlar la sintomatologia producida por la
enfermedad, wutilizando drogas anticonvulsivas, esteroides. Desde
inicios de los afios 80, se han desarrollado diversos tratamientos
especificos encaminados a la muerte del paradsito. Las principales
drogas cisticidas wusadas en humanos en la actualidad son el
praziquantel y el albendazole (Del Brutto, et al., 1993; Garcia,
et al., 1997).

Los primeros estudios confirmarian la utilidad del
praziquantel en todos los casos de NCC, sea como terapéutica Unica
o como tratamiento después de cirugia. La dosis promedio
recomendadas es de 50 mg diarios por kilogramo de peso corporal
durante 15 dias, para evitar la exacerbacién de la sintomatologia
que suele producirse. Al inicio del tratamiento, se recomienda que
éste se inicie en pacientes hospitalizados y sea acompafiado con la
administracién de dexametasona a una dosis de 4 a 6 mg/dia

(Martinez, 1984).
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En el tratamiento con albendazol se observdé que un estudio
con 20 pacientes con diagnéstico de NCC quistica parengquimatosa
demostrada por tomografia axial computarizada (TAC), fueron
tratados con 15 mg/Kg/dia de albendazol durante 30 dias, al
término del tratamiento se observd una reduccidén del 96% de los
quistes inicialmente (Ramos, 1991). Actualmente, el tratamiento
con albenzadol se administra en 3 ciclos de 15mg/Kg. /dia durante
8 dias y dexametasona como antinflamatorio (Del Brutto y Sotelo,

1988) .

2.8.B. En cerdos

En la busqueda de un tratamiento eficaz para la cisticercosis
porcina, se han probado una serie de drogas parasiticidas, como el
flubendazol (Tellez-Giron et al., 1981) que no llegd a mostrar un
adecuado efecto cisticida, el praziquantel (Flisser et al., 1990)
y albendazol (Gonzdlez, et al., 1995). Estas tUltimas, tienen el
inconveniente de ser aplicadas en multiples dosis, siendo un
inconveniente para su administracién en el campo. Finalmente, el
oxfendazol ha resultado ser la mejor alternativa econdmicamente vy
de tratamiento para esta parasitosis ya que se utiliza a (Gonzdlez
et al., 1996) una dosis de 30mg / Kg/’'dia y elimina el 100% de los
quistes a las 4 semana post tratamiento, y a las 12 semanas, los
quistes se han reabsorbido al 100%, dejando una canal
completamente higiénica (Gonzdlez, et al., 1998). Se ha demostrado
también que los animales tratados con oxfendazol son resistentes a

reinfecciones con cisticercosis (Gonzdalez et al., 2001)

2.9. MEDIDAS DE PREVENCION Y CONTROL DE LA
CISTICERCOSIS PORCINA

2.9.1. Métodos fisicos
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La inspeccidén de carne en mataderos habia resultado por afios
una forma efectiva de evitar la diseminacién de la cisticercosis,
esta estrategia fue empleada para erradicar la enfermedad en
varios paises hace ya més de 100 afios. Lamentablemente en nuestro
pais no se han alcanzado los mismos resultados debido a 1la
idiosincrasia vy Dbajo desarrollo econdémico y cultural de los
pobladores lo gque ha hecho que aquellos criadores que llevan a sus
animales al rastro sufran decomiso de los mismos (perdiendo la
totalidad del mismo por ausencia de compensacidén), esto provoca
que desvie su sacrificio a rastros clandestinos o realizando la
faena en sus propias viviendas de forma artesanal %
comercializando la carne en mercados locales o ambulantes para su

venta y distribucidén (Gonzélez, 1993).

Existen otras alternativas que se han seflalado gque pudieran
bloquear el ciclo bioldégico de T. solium como la inactivacidén del
C. cellulosae, manteniendo la carne porcina infectada, en
refrigeracién a -24° C, -15° C o - 5° C durante 1, 3 o 4 dias, a
través de su coccidén a punto de ebullicidén, antes de freir en
trozos menores de 5 cm. (Quiroz, 1997; Markel y Vogue, 1992;

Garcia y Ristol, 1991).

La educacioén sanitaria constituye también un factor
importante para la prevencidébn y control, evitando que se cierre el

ciclo de vida de T. solium (Sarti, et al., 1997).

2.9.2. Métodos biolégicos

Actualmente, se viene investigando la posibilidad de proteger
a los cerdos por vacunacidén, como una alternativa eficiente para
el control vy/o erradicacidén del complejo teniasis/cisticercosis
(Verastegui, et al., 2000; Lightowlers 1999; Gonzalez et al.,
2001,; Evans et al., 1997). No obstante, uno de los principales

obstaculos que se presenta para su desarrollo y evaluacidén de
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forma experimental, es la dificultad que se presenta para
obtencién de huevos vy/o progldétidos de T. solium gque permitan
evaluar a los candidatos, en forma paralela, es necesario
desarrollar modelos animales de teniasis que permitan la obtencién

de huevos y/o progldétidos (Flisser y Lightowlers, 2001).

Inicialmente se hicieron estudios, donde utilizaron cerdos
que fueron inmunizados con antigeno crudo de oncosfera y de
metacéstodos. Posteriormente, los cerdos fueron desafiados por
inoculacién de entre 200 y 2500 por punto de infeccidén, via
intramuscular El estudio demostré que los antigenos de oncosfera
producen una proteccidén total en comparacidén con los antigenos de
metacéstodo, donde se cse recuperaron cisticercos degenerados vy

viables, con respecto al grupo control (Verdstegui, et al., 2002).

En México se ha evaluado el efecto de antigenos de oncosferas
de T. solium vy antigenos recombinantes de Taenia ovis. Los
animales fueron desafiados con huevos de T. solium y mostraron un
nivel de proteccién del 89 y 93%, respectivamente (Plancarte et
al., 1999). Los factores externos que afectan la respuesta a la
vacunacién son la raza, edad, estado nutricional, adyuvantes, etc.
(Huerta, et al., 2000; Nascimento, et al., 1995), es importante

considerarlos y cuantificarlos en los estudios de inmunizacidn.

Se han generado diferentes tipos de vacunas que aun no se
producen de manera comercial. En México se probdé inicialmente una
vacuna elaborada a base de extracto crudo de T. solium en cerdos
de traspatio y se encontré que fue capaz de reducir la prevalencia
de la enfermedad de 2.4 % a 0.45% diagnosticado mediante el examen
de lengua (Molinari, et al., 1997). Posteriormente se desarrolld
la S3Pvac, gue es una vacunha que ha demostrado inducir proteccidn
tanto en condiciones experimentales como naturales de infeccién,
esta vacuna ha sido desarrollada en el Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
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La vacuna S3Pvac se encuentra constituida por tres péptidos
(KETC1, KETCl2 y GK1) que han demostrado tener capacidad
protectora y estos se encuentran distribuidos extensamente en
todas las fases de crecimiento del parédsito, un estudio realizado
en campo ha mostrado una reduccidén en la prevalencia de la

cisticercosis porcina, que van de 14% a 7=(Huerta et al., 2001).

Estos estudios dejan suficiente informacidén como para pensar
que el uso de una vacuna permitiria proteger a los cerdos de la
infeccidén contra huevos de T. solium permitiendo cortar el ciclo
de vida de este parasito y como consecuencia reduciria el nivel de

infeccidén, teniasis y cisticercosis, en el hombre.

2.10. Vacunacién contra la cisticercosis

Se puede inducir inmunidad en cerdos con antigenos de
excrecidén/ secrecidédn obtenidos en cultivos de oncosferas (Pathak
K, et al., 1990), con extractos antigénicos del cisticerco de T.
solium (Molinari J.L, et al., 1993; Nascimento, et al., 1993) o de
T. crassiceps (Manoutcharian, et al., 1996, Sciutto, et al.,

1995) .

Las formas recombinantes empleadas en el caso de T. ovis,
también, inducen una elevada proteccidén en la cisticercosis
porcina (Plancarte et al., 1999). También se han detectado
antigenos totales de T. crassiceps que pueden correlacionarse con
la respuesta inmune protectora. (Sciutto et al., 1995) .
Recientemente, se han publicado revisiones sobre la vacunacidén
contra la cistcercosis (Flisser et al., 2001, Lightowlers et al.,

2000) .

El desarrollo de wuna vacuna util para el control de la

teniasis / cisticercosis no es simple. Al respecto, se ha
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informado gque 1la wvacunacidén con altas dosis de antigeno de T.
crassiceps en cerdos (Sciutto, et al., 1995) y en ratdédn (Sciutto,
et al, 1991) parecen no ser protectoras o incluso podrian
facilitar 1la infeccidén, mientras gque bajas dosis inducen la
reduccidén de la carga parasitaria; también, se ha sugerido que el
adyuvante empleado podria alterar la eficiencia de la proteccidn

en cerdos (Sciutto, et al., 1995).

Asimismo, se ha propuesto que algunos anticuerpos podrian
facilitar la infeccidén de T. solium en cerdos (Sciutto et al.,
1995) y de T. crassiceps en ratén (Sciutto et al., 1996) y se ha
encontrado que el genotipo puede influenciar la respuesta inmune a
la infeccidén por T. crassiceps en el ratdn (Sciutto et al., 1991)
y lo mismo se ha sugerido en la cisticercosis porcina (Sciutto et
al., 1995).

Por las razones anteriormente mencionadas es indispensable buscar
alternativas para la prevencién y control de la cisticercosis

especialmente en los cerdos que son criados de forma rustica

Con los avances gque se tienen hoy en dia como la biologia
molecular la vacuna S3Pvac ha ido cada vez més evolucionando, se
ha comprobado en estudio previos de su efectividad, ahora se busca
conocer el comportamiento al ser aplicada por via oral; es
importante el poder determinar que cual es la dosis que mejor
induce niveles optimos de anticuerpos contra la infeccidn y sobre
todo que no pierda sus propiedades inmunogenicas al momento de
pasar por todo el proceso digestivo, y lograr proteger al cerdo
con la finalidad de interrumpir el ciclo de vida y eventualmente
disminuir la probabilidad de infectarse tanto el cerdo como el

humano.

La vacuna S3Pvac papaya oral se encuentra expresada en callos
transgénicos embriogénicos de papaya, la cual demostrdé inducir

altos niveles de protecciédn en contra de la cisticercosis
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experimental murina, administrada por via oral. Para poder
establecer las bases necesarias para comenzar su evaluacidén en
contra de la cisticercosis porcina en condiciones naturales de
transmisién y de tratamiento, es necesario conocer la respuesta
inmune que genera y a dque dosis administradndola oralmente en

cerdos.

Este proyecto ©pretende determinar la dosis optima de
vacunacién en los cerdos y evaluar la respuesta inmune humoral vy
celular inducida especificamente con el ©propdsito final de
disponer de una nueva vacuna oral, de bajo costo, accesible y de

fadcil administracién.

III. MATERIALES Y METODOS

3.1. SITIOS EXPERIMENTALES

Las fases de experimentacidén se emplearon tanto para lechones
como ratones. Para los experimentos realizados en ratones, estos
se llevaron a cabo en el Bioterio del IIB mientras que para los
cerdos los diferentes experimentos se realizaron en varias etapas
y sitios con diferentes condiciones de hacinamiento, mismas que a

continuacidén se describen.

3.1.A. Cerdos

La fase experimental con los lechones se realizdé durante
siete meses, de junio a diciembre del 2014, en un predio ubicado a
las afueras de la delegacién Tladhuac, en la Ciudad de México.
19°29°51'' 75 "N, y una longitud de 98°97°86'' 36 "O, con una
temperatura promedio anual de 12 al8°C y una precipitacidén pluvial
anual de 600 - 800 mm con un clima templado, subhtmedo, con

lluvias en verano (67%), se eligid este sitio ya que se apegaba a
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las

condiciones en las
que se

encuentran los
cerdos criados
en

traspatio. Figura 5.

Como se puede
apreciar en este
lugar no se cumplen
con las mas minimas

medidas de

bioseguridad e higiene que debe cubrir una explotacidn porcina,
los cerdos son criados de manera ruUstica, en corrales o jaulas
improvisadas, elaboradas con materiales de desecho como madera,
alambre, pléastico, fierro, etc. No son instalaciones tecnificadas,
la alimentacidén consta de desperdicios orgéanicos (vegetales,
fruta, pan, tortillas) y el agua gque se les suministra no es
potable. Ademéds de qué no cuentan con sistema de drenaje vy
alcantarillado, aunado a esta condicidén insalubre, se puede
apreciar que no hay limpieza en las porquerizas, los lechones
deambulan libremente entre sus heces y los desperdicios de comida

con los mismos que son alimentados. Figura.6.
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Figura 5. Sitio de experimentacién

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Predio “El Edén”, Tlaltenco.CD.México

Figura 6. Lechones

criados de forma
ristica

Fotografia de Héctor

Diaz, 2014, Predio “E1
Edén”,

Tlaltenco.CD.México

3.1.B. Ratones
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El experimento con ratones se realizd en las instalaciones de
la unidad de modelos bildégicos ubicada en la sede del circuito
Escolar del Bioterio de la Antigua sede del 1Instituto de
Investigaciones Biomédicas (IIB) de la Universidad Nacional
Autdénoma de México (UNAM). Los ratones se encuentran en ambiente
controlado de temperatura e iluminacidén, llevando una dieta de
alimento balanceado en forma de comprimido y el agua suministrada

es potable, colocaron 6 ratones por caja como maximo. Figura 7.

Figura 7. Grupo de ratones experimentales

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

3.2. A. Lechones

Para el experimento se utilizdé una poblacidén de 40 lechones
entre machos y hembras (15 machos castrados y 25 hembras), criados
bajo condiciones de traspatio, con un rango de edad de entre 2 y 4

meses de edad. Figura 8.
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Figura 8. Distribucién e identificacién de los lechones por grupos

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Predio “El Edén”, Tlaltenco.CD.México

Los cerdos experimentales se distribuyeron de manera
aleatoria en cuatro grupos estuvo formado por 10 individuos y cada
grupo se evalud con las siguientes dosis, (lug, 10ug, 100 pg vy
solucidén salina, respectivamente), cada cerdo fue aretado vy
marcado de forma consecutiva del 1 al 40, para su identificacién vy

registro.

3.2.B. Ratones

Se realizdé un primer experimento y su repeticidén, en los
cuales se utilizaron 96 ratones hembras BALB/cAnN, de seis semanas
de edad que fueron distribuidas al azar en ocho grupos colocando
cuatro ratones por cada caja, Los grupos se formaron de manera

aleatoria, con el siguiente orden. Cuadro 2, Figura 9.
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Figura 9. Grupos de ratones
Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

Cuadro 2. Distribucidén de los ratones por grupos.

Forma de administracidn Sonda Pellet
Inmunizacidén con: Grupos
Solucién salina Gl G4
Vacuna (S3PVa-papaya) G2 G5
Fruto G3 G6

3.3. PREPARACION DE LOS PELLETS

Para la elaboracidén de los pellets, se realizaron una serie
de pruebas de tamafio y palatabilidad que fueron evaluadas en
cerdos de diferentes edades y condiciones de crianza, asi como en

ratones. Se elaboraron dos tipos de pellet:

1. Pellet con saborizantes: Harina de maiz, agua, aceite vy

saborizantes artificiales de anis y nuez.
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2. Pellet de atuin: Mezcla de pan molido y atin en aceite

enlatado.

En cuanto al tamafio y forma de los pellets, en los
lechones se utilizaron de forma rectangular con un peso de 5
gr, Figura 10. y en ratones de forma circular con un peso de

1 gr.

Figura 10.. Pellets en forma de barra para—cerdos

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

3.4. ENTRENAMIENTO

3.4. A. Lechones

El entrenamiento para que los cerdos ingirieran rapidamente
la vacuna constdé en ofrecerles los dos tipos de pellet puro a cada
cerdo, en un principio se dejaba sobre el suelo para que el lechdn
lo ingiriera cuando se sintiera seguro; conforme se fueron

acostumbrando a la interaccidén en el corral y a perder el miedo,
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los lechones consumian mejor el pellet a base de attn, lo que
permitidé poderles dar el pellet en la boca, llevando el registro

del consumo y datos de cada animal.

Para logar dque los lechones consumieran el pellet sin
problema, el entrenamiento se realizdé un mes antes del inicio del
experimento. Figura 11. Por las condiciones en las que se
encuentran los cerdos, no reciben ningtn tipo de manejo

zootécnico.

Figura 11. Adiestramiento de los lechones.
Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Predio “El Edén”, Tlaltenco.CD.México

3.4.B. Ratones

Para el entrenamiento se utilizaron tres ratones machos
BALB/cAnN de 5 meses (Se eligieron de esta edad porque su sistema

inmune no estaba del todo maduro), estos fueron colocados en una
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tina de aluminio para contenerlos por una semana, 1los pellets se
les administraban solo de noche debido a gque la mayor actividad en
los ratones es diurna. Para ello durante la noche se les retiraba
el alimento comercial y se sustituia por los pellets, de manera
alternada, y de esta manera se pudieron probar las diferentes
combinaciones (attn, anis, nuez), posteriormente también se probd
la combinacién de pan y attn, mezcla que también fue aceptada por

los ratones. Figura.l2.

Figura 12. Pruebas de palatabilidad en ratones.

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Rayas #32. CD. México

3.5. INMUNIZACION

Para establecer las dosis de 1las inmunizaciones en ambas
especies, se consideraron dosis utilizadas de manera oral en ratdn
y conejo, de esta manera se plantearon los tratamientos gque se
utilizaron para estos experimentos en rangos menores y mayores de
los gque vya se conocian previamente (Fuentes, et al., 2011,

Figueroa, et al., 2014)

32



3.5. A. Lechones

Se crearon cuatro grupos, tres de ellos serian inmunizados a
diferentes dosis de wvacuna y uno solo grupo seria control, las
dosis que se aplicaron estaban constituidas en una tercera parte
de cada wuno de los extractos de 1las clonas transgénicas que
expresan cada uno de los péptidos recombinantes (KETcl, KETc 7,

KETcl2) que conforman la vacuna S3Pvac papavya.

Se realizaron tres inmunizaciones a intervalos de 15 dias por
via oral (pellet). Los pellets tenian un peso de 5 gr (de forma
rectangular), los cuales contenian las dosis de 1, 10 y 100 ug de
la vacuna completa y cada dosis fue administrada en 200pl de

solucidén salina como vehiculo. Cuadro 3.

Cuadro.3. Inmunizacién de cerdos

Solucidn salina (Control)

Dosis de vacuna (extracto soluble de S3Pvac-papaya)
1 pg

10 ng

100 ng

Los lechones estaban separados en cuatros grupos, previamente
identificados por el numero de arete (del 1 al 40), fueron
aislados, para ser inmunizados uno por uno, para asegurar que cada
lechén recibiera la dosis correspondiente, la vacunacidn se
realiz6é por las mafianas, momentos antes de que fuesen alimentados,

se optd por que los lechones se mantendrian en ayunas, con la
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finalidad de asegurar que cada lechdén ingiriera mas réapido su
pellet, de manera mas segura, aunado a esto, los lechones vya
estaba familiarizados con el proceso de separacidén y la ingesta de
los pellets, debido al entrenamiento gque se les habia dado
anteriormente, esto contribuydé a que el proceso fuera méas agil y

con el menor estrés posible. Figuras 13 y 14.

Figura 13. Grupo de lechones

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Predio “El Edén”, Tlaltenco.CD.México

Pellet
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Figura 14. Cerdo al momento de ingerir el pellet.

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Predio “El Edén”, Tlaltenco.CD.México

3.5.B. Ratén

Para los experimentos que se realizaron en ratones, se hizo
una primera prueba con su repeticidn, para ambas versiones de la
administracién de la vacuna se plantearon dos grupos con tres

variables cada uno, mismos que se describen en el Cuadro 4.

Con los grupos de fueron inmunizados con el extracto soluble
de papaya y la vacuna (S3-Pvac), se utilizé wuna dosis de 1.7
constituido en un volumen final de 200pl de solucidén salina como
vehiculo y, para el grupo control solo se le administro el mismo
volumen, pero solo de solucidén salina fisioldgica Para el grupo de
pellet se le administraron 50 pl de solucidén salina para el grupo
control, y para los grupos de fruto y wvacuna se utilizdé la dosis
de 1.7 pg de extracto soluble de papaya y de vacuna completa en 50

pl de solucidén salina como vehiculo.

Cuadro. 4.Grupos de ratones experimentales

Solucidn salina (Control) v v
Extracto soluble (1.7 ng /dosis):
Vacuna S3Pvac-papaya v

Fruto

Los ratones fueron inmunizados con pellet, al dia cero y al
dia diezs previamente, los ratones eran separados en cajas

individuales, durante la noche, retirando el alimento comercial vy
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se les dejaba el pellet, al dia siguiente eran devueltos a sus

respectivas cajas. Figura 15.

Figura.l5. Ratones aislados previa inmunizacidn.

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

3.6. TOMA DE MUESTRAS

3.6.A. Lechones

Se tomdé una muestra de 5 y 8 ml de sangre periférica por
cerdo proveniente de la arteria yugular utilizando el Sistema
Sarsted con tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante al dia
cero (antes de la primera inmunizacién) y 10 dias después de la

tercera inmunizacidn.

Las muestras fueron centrifugadas a 1, 200 rpm (revoluciones
por minuto), se colecto el plasma y congelo a -70 °C para su

conservacién Figura 16.

3.6. B. Ratones
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Los ratones fueron anestesiados con sevorane previo a la toma
de la muestra de sangre, al dia cero y dia 20 post inmunizacién,
por via retro ocular utilizando un capilar. Las muestras fueron
centrifugadas a 1, 200 rpm por 10 minutos, se colecto suero vy

congelo a -70 °C para su conservacién. Figura 17.

Figura 16. Obtencidén de plasmas de cerdo.

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

Figura. 17. Obtencidén de sueros de ratédn

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

3.6. B.1. Infecciébn
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Todos los ratones fueron infectados, diez dias después de la
segunda inmunizacidén se inoculando 20 cisticercos por ratdén por
via intraperitoneal. 30 dias después de la infeccién fueron
humanitariamente sacrificados y se cuantifico la carga parasitaria

en cada uno de ellos. Figura 18.

Figura. 18. Conteo de carga parasitaria.

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

3.7. PROLIFERACION LINFOCITARIA

3.7.1. Obtencibén células mononucleares.

A los cerdos se les tomo una muestra de 5 y 8 ml de sangre

utilizando tubos con anticoagulante (Figura 19)
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1) . Las muestras fueron centrifugadas a 1, 200 rpm por 10 minutos,
se extrajo el plasma y fue colocado en tubos eppendorf de 500ul; A
cada ml de plasma se le adiciondé 1 ml de medio RPMI 1640 no
suplementado

2) . Agrega al gradiente de Ficoll (aproximadamente 10 ml,).

3). Se centrifugé a 2,500 rpm durante 30 min a 4°C,
4). Se recuperd la interface, que contiene las =%células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y se le

adicionaron 4 ml de RPMI sin suplementar.

5). Se centrifugaron a 1,500 rpm por 7 minutos a 4°C,
posteriormente se les descarto el sobrenadante y el pellet se

resupendidé con 1 a 2 ml de buffer de lisis de eritrocitos.

6) . Se incubd por 5 minutos en hielo agitandolo
constantemente.
7). Se le adicionaron 3 ml de RPMI sin suplementar y se

centrifugaron a 1,500 rpm por 7 min a 4°C, se repitidé dos

veces mas.

8) . Se resuspendid en 2 ml de RPMI suplementado y se contaron
las células haciendo una dilucién 1:1 en azul de tripano (20
pl de colorante +20 pl de células)

9). Se llevd a cabo el conteo de células y se ajustd a una

concentracién de 10 x 10 ° células por 1 ml. Figura 20.
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Figura. 19. Procesamiento de muestras para proliferacién linfocitaria.

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

Figura 20. Conteo de células en cémara de Newbouer
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Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

3.7.2. Tincién con CFSE

1). Se prepardé una solucidén de Carboxifluoroscein Diacetato
Succinimidil Ester, (CFSE) a una concentracidn de 5 mM.
Posteriormente, se prepard en condiciones de esterilidad, 1 ml de
PBS a wuna dilucién 1:100 se cubridé con papel aluminio para

protegerlo de la luz ya que es fotosensible.

2). Se adicionaron 10 pul de CFSE a 10 x10° PMBCs, re suspendidas en
90pl de RPMI suplementado

3). Se encubaron a 37°C durante 10 minutos en agitacién constante.

4) . Se lavaron por centrifugaciédn dos veces con 2 ml de RPMI

suplementado frio a 1, 500 rpm por 7 minutos a 4°C.

5) Las células se ajustaron a 1x10° PBMCs en 500ul de RPMI
suplementado, posteriormente se adiciono 1 ml de medio RPMI
suplementado. Posteriormente, prepararon las siguientes muestras:
Concanavalina A (ConA) (5ug/ml), medio RPMI suplementado, 0.6 y 6
ng S3Pvac -papava.

6) . Las muestras se incubaron en placas de 96 pozo, a 37° C, por

72 hrs en una atmosfera de 5% de CO,.

3.7.3. Obtencién de células para Citometria

1) . Se colocaron 5x10° PMBCs por ml de RPMI suplementado, en placas

de 24 pozos, a cada pozo adiciono 1 ml de células y 1 ml de
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tratamiento correspondiente, obteniendo un volumen final de 2ml

por pozo.
2). Se incubaron por 48 horas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,.
3). La placa se centrifugo a 1,500 rpm por 5 minutos a 4°C, se

recuperd 1 ml del sobrenadante y fue almacenado a -70°C.

4.) Las células fueron resuspendidas en el sobrenadante restante vy
centrifugadas a 1,500 rpm por 5 minutos a 4°C, se descartd el
sobrenadante y al pellet de células se le adicionaron 100ul de

trizol y almacenaron a -70°C.

3.7.4. Citometria de flujo

1) . Las células PBMC estimuladas contenidas en cada pozo fueron

resuspendidas cuidadosamente y se transfirieron a tubos para FACS.

2). Se centrifugaron a 1,500 rpm por 10 minutos a 4°C, se descartd

el sobrenadante y las células se re suspendieron en 200 pl de PBS.

3). Antes de leerlas en el FACS Scan, se le agregd un poco de

solucidén FACS Flow. Figura 21
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Figura 21. Plot de proliferacidén linfocitaria por Citometria de flujo.

Fotografia de Héctor Diaz, 2014, Bioterio IIB. CD Universitaria

3.7.5. ELISA
4.7.5. A. Lechones

1) Se sensibilizaron placas de ELISA de 93 pozos con 100 upl/pozo
de la vacuna completa S3Pvac-papaya a una concentracién de 1
ng/pozo en buffer de carbonatos pH=9.6. Se incubo durante toda la
noche a 4°C.

2) Se lavd 3 veces la placa con 250 pl/pozo de PBS-Tween 0.3%

3) Se bloqued con 200pl/pozo de PBS-BSA 1% Tween 0.3% y se incubo
a 37°C durante 1 hr.

4) Se lavd como en la etapa 2.

5) Incubar con 100pl/pozo del plasma de los cerdos a una diluciédn
1:100 en PBS-BSA1l% Tween 0.3% y se incubo durante 30 minutos a
37°C. Al término, se lavd como en la etapa 2

6) Posteriormente se adiciona el conjugado anti-Ig G de cerdo
HRP (No. AATI41P, Serotec). una dilucidén de 1:12,000 en PBS-BSAl%-
Tween 0.3%3 y se incubo por 30 minutos a 37°C. Al término, se lavd
como en la etapa 2

7) La reaccidn se reveld por adicidén de 100 pl/pozo del sustrato
Tetrametlbencidina (TMB) (Invitrogen)s se incubo en hielo durante
5 minutos, cubierta de la luz. La reaccidén se detuvo por adicidn
de 100 pl/pozo de acido sulfurico 0.2M (H,SO,) .

8) Se tombd la lectura de densidad déptica a 450 nm.
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IV. RESULTADOS

Los experimentos aqui descritos fueron aprobados por el
Subcomité Institucional para el Cuidado vy Uso de Animales
Experimentales (SICUAE) para su realizacién en Dbase a los
lineamientos de ética y bienestar animal que marcan las normas
para el cuidado y uso de animales en experimentacidén con el nlmero

de aprobacién: MC-2014-45.

Los resultados obtenidos en los diferentes experimentos

realizados en ambas especies, se describen a continuacidn.

4.1. Lechones

Se vacunaron un total de 39 lechones, machos (castrados) vy
hembras, con un rango de edad entre los 2 y 4 meses, de los cuales
solo murié un animal del grupo control, posterior a la primera
toma de muestra, el resto de éstos llegd hasta la finalizacidédn del

experimento (dia 45)

4.1.A. Pellets

Se realizaron varias pruebas para encontrar el sabor, olor,
consistencia, forma y tamafio del pellet, con la finalidad de que
al ser ofrecido al cerdo este lo pudiera aceptar e ingerir de una
forma rédpida y féacil, se demostrd que el cerdo tuvo mayor afinidad
por el pellet constituido por pan molido y attn, combinacidén que
facilito su ingestidén. Las pruebas de tamafios y volUmenes, mostro
que la mejor presentacién fue en forma rectangular para el tiempo
de ser vacunado se utilizé en forma esférica con un peso de 5gr,
volumen vy tamafio ideal ©para inocular la cantidad de vacuna

necesaria para la inmunizaciédn.
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4.1.B. Respuesta inmune celular

La respuesta de proliferacién celular de los 1lechones
inmunizados por wvia oral con 1lug y 10 pg se incrementé de forma
significativa, con respecto a los animales control que solo
recibieron solucidn salina (P <0,01). No se encontraron
diferencias entre el grupo control y los grupos tratados in wvitro,

con el inmundbégeno (P> 0,05) Ver Cuadro 5.

Cuadro 5. Respuesta inmune celular.
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4.1.C Respuesta inmune humoral

Los niveles de anticuerpos detectados por la prueba de ELISA
en los sueros de los lechones vacunados via oral con el pellet y
la vacuna S3Pvac-papaya a las concentraciones de 1lpug y 10 pg por

dosis, mostraron altos niveles de anticuerpos en los lechones
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vacunados con respecto al grupo control y el wvacunado con 100

png/dosis (P <0,05) Ver Cuadro 6.

Cuadro 6. Respuesta inmune humoral.
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4.2. Ratones.

Se utilizaron un total de 96 hembras BALB/cAnN de 4 a 5
semanas de edad, para un primer ensayo de inmunizacidén con su
repeticidén y posteriormente todos fueron desafiados con 20
cisticercos de cisticercos de T. crassiceps. El experimento
tuvo una duracidén de 60 dias. cuando los ratones fueron
sacrificados y se determindé la carga parasitaria en cada

ratdn.

4.2.A. Pellets
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Se hicieron pruebas de palatabilidad, tamafio,
consistencia, inicialmente se utilizaron tres ratones machos
sanos del Dbioterio que estaba fuera de protocolo, estos
fueron aislado en un contenedor, fuera del bioterio, con la
finalidad de observar la aceptacidédn del pellet, se hicieron
varias comparaciones entre el alimento comercial con el que
eran alimentados a diario y con los pellets con sabor a nuez,
y anis, observandose que su preferencia fue en este mismo
orden ante tal situacidn, se decidid restringir el alimento
comercial y solo dar los pellets saborizados, se observd que
los ratones tardaban demasiado tiempo en comerse los pellets
y se optd por alimentarlos de noche, sin embargo, el consumo
no fue los suficientemente aceptable y se sustituyeron por
los pellets gque se administraron a los lechones, constituidos
de pan molido y atin, observandose una aceptacidn ya que el
consumo era mas eficiente, Por el volumen de la vacuna fue

necesario preparar pellet de 1lgr

4.2.B. Conteo de carga parasitaria.

El conteo de 1la carga paritaria se realizdé 30 dias
después de la infeccidén los resultados mostraron que no habia
una diferencia estadisticamente significativa entre
administracién de la vacuna con sondo o en forma de pellet y
el efecto de la vacuna S3Pvac-papaya con respecto al extracto

soluble de la papaya (fruto) Tabla 7.
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Tabla 7. Efecto la administracidn con sonda vs en forma de pellet

Numero de cisticercos por raton

Grupo Sonda X+ STD Pellet X+ STD
Control 0,0,8,7,2,5,12,10 5.5+45° 0,0,8,14,10,24,8,35 12.3+11.9°
Inmunizado con:

Fruto 0,0,0,6,51,12,0,0, 8.8 +17.6% 0,0,0,0,0,0,0,0, oP
S3Pvac-papaya 0,0,0,0,0,0,0,0 Ob 0,0,0,0,0,0,0,0, 0°

Se realizdé un segundo ensayo (repeticidén) con la finalidad de
confirmar la capacidad y propiedades inmunogénicas de la vacuna,
por ser administrada via oral, , ya que aplicdndola por medio de
sonda se asegura la administracién directa de la wvacuna, en
comparacién con el pellet, ya que el ratdn pudiese desbaratar el
pellet y perderse parte de la dosis de la wvacuna, afectando la
concentracién de vacuna administrada/dosis Los resultados
mostraron que cada ratén fue inmunizado con la dosis
correspondiente y que no existe diferencia estadisticamente

significativa entre la via y el bioldbgico administrado. Tabla 8.

Tabla 8. Efecto pellet vs sonda (repeticién)

NuUmero de cisticercos por raton

Grupo Sonda X+ STD Pellet X+ STD
Control 0,0,6,9,8,0,6,10 4.814.2 1,4,2,4,2,3,0,0, 2+1.6
Inmunizado con:

Fruto 10,0,0,0,0,0,0,0, 1.2+35 0,0,0,0,0,0,0,0, 0
S3Pvac-papaya 0,0,0,0,0,0,0,13, 16+45 0,0,4,0,0,0,0,2, 0.75+ 14

49



V.DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue determinar la dosis
inmunogénica de la wvacuna S3Pvac-papaya que fuera capaz de
producir una respuesta inmune en los lechones criados en

traspatio.

5.1. Lechones

Para la realizacidén de este trabajo de investigacién se
buscaron localidades que presentaran condiciones de crianza de
cerdos de traspatio en una condicién nutricional deficiente, las
camadas no eran uniformes en peso, condicidén corporal, tamafio, por
estos motivos rango utilizado fue de 2 a 4 meses para poder tener
un N apta que nos permitiera desarrollar el ensayo ya que entre
los mismos lechones no se podria distinguir la edad por las
condiciones en que se encontraba aunado a esto no se tenian
registro de ningun tipo como las fechas de nacimiento, numero de

lechones por camada, razas.

Estos lechones solo fueron inmunizados para esta etapa
experimental ya que el objetivo antes mencionado era encontrar a
que dosis obtendria una buena respuesta inmune (Fuentes et al;

2011) .

Conociendo los hédbitos alimenticios de los cerdos, se sabe
gque son omnivoros, para poder formular un medio gque funcionara
como vehiculo de la vacuna y que no perdiera sus propiedades, se
tomé como referencia lo descrito por Figueroa et al; (2014),
cambiando un poco los ingredientes y la forma de presentacidén del
pellet, para este se utilizdé solo pan molido el atin completo
(incluido el aceite), con la que se elaboraron los pellets tanto

para la vacuna como los ensayos.
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Para poder lograr que los lechones consumieran el pellet sin
problema, fue necesario hacer un entrenamiento previo para que se
familiarizaran con la alimentacién en forma de pellet, E1
entrenamiento fue més extenso debido a que los lechones no tenian
ningun tipo de manejo zootécnico, y esto causaba que lo lechones
tuvieran un comportamiento nervioso, asustadizo, hurafos,
inicialmente se probaron pellet a base de harina, aceite vegetal y
saborizante artificial de nuez y anis, sabores que son agradables
al cerdo, pero con esta presentacidén era més tardado que el lechdn
lo ingiriera, se hizo también la prueba con cerdos de granja
tecnificada y con los mismos lechones del experimento durante el
entrenamiento previo a la vacunacidén, pero no tuvieron mucha
aceptacién por los lechones y se optd utilizar la formulacidn

previamente descrita por Figueroa et al. (2014),

En trabajos anteriores donde se ha utilizado la vacuna S3Pvac
tanto en campo como in vVvitro, se ha demostrado que es capaz
inducir wuna respuesta inmune, se ha probado en diferentes
especies, en sus diferentes presentaciones y vias de
administracién, para este caso se utilizd la versidbn expresada en
callos transgénicos embriogénicos de papaya (S3Pvac-papaya) y fue
administrada por wvia oral (Hernandez et al., 2007), donde los
antigenos conservan su capacidad inmunogénica ya que es capaz de

producir una respuesta inmune especifica en el cerdo.

Para determinacién de las dosis a wutilizar se tomaron en
cuenta reportes (Figueroa, et al., 2014; Fuentes, et al., 2011;
Huerta, et al., 2001, Morales, et al., 2008) en los que ha sido
evaluadas diferentes dosis y vias de administracidén de la vacuna
S3Pvac-papaya, estableciendo una evaluacién de dosis en el rango

de 1 a 100 pg, que consideraba un incremento diez veces mayor

Se cree que, a mayor dosis de vacuna, es menor la proteccidn,

por ellos se planted establecer los rangos en cantidades pequefias
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y encontrar en que pardametro se genera una mejor respuesta, en
base a los resultados obtenidos se puede decir la dosis de 1 y 10
Bng es capaza de inducir una buena respuesta inmune, por lo que se
podria pensar en una segunda etapa donde se evalué esta misma
dosis con lechones que  podrian ser infectados de forma
experimental o que cursen con la infeccidén natural y evaluar la
efectividad de la wvacuna antes, durante después de la infeccidn,
observarlos a la necropsia y medir la respuesta inmune humoral vy

celular inducida

5.2. Ratones.

Los experimentos de ratones se hicieron en paralelo al de los
lechones, con la finalidad de evaluar las mismas condiciones de
vacunacién, al ser aplicadas por medio de los pellets, se pudo
demostrar que tanto los cerdos como los ratones tienen la misma
aceptacién por la formula a base de pan molido y atun, se observd
que no existen diferencias en la vacunacidn utilizando el
extracto soluble de la papaya (fruto) y la wvacuna S3Pvac-papaya,
ambas demostraron inducir proteccién en los ratones infectados

experimentalmente.

Un que se ha demostrado la eficiencia de la wvacuna S3Pvac
tambien en ratones y se ha demostrado que reduce alrededor del 87%
el numero de cisticercos datos reportados por Manoutcharian, et
al;, (2001 y 2004). Al momento del conteo de- la carga parasitaria,
sé observo que en algunos ratones, los cisticercos contabilizados
excedian a los que fueron inoculados, (20 cisticercos por ratédn),
muchos de estos no crecieron quedando en un tamafio muy pequefio, se
podria creer que al igual que la vacuna en la versidén sintética
puede causar dafios a los cisticercos como lo describe Huerta, et
al; (2001), para el caso de los ratones los cisticercos que
lograron establecerse en el peritoneo, pudieron quedar atrofiados

o dafiados a se podria platear que en trabajos futuros se pueda

52



evaluar el efecto de la vacuna en este tipo de cisticercos dque

llegan a tener cierta resistencia.
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VI. CONCLUSIONES

Los péptidos vacunales expresados en callos transgénicos
embriogénicos de papaya, que componen a la vacuna S3Pvac papaya
las dosis de 1 upg,=10 upg y 100 ung. evaluada en lechones de
traspatio inducen una respuesta inmune protectora, siendo las
dosis 1 y 10 pg las que demostraron inducir una mejor respuesta
inmune. Es importante poder definir estas dosis en estudio futuros
cual es mas efectiva y si es necesaria una revacunacidén y en que
intervalos de tiempo hay que estar vacunadndolos con la finalidad
de mantener o aumentar la capacidad protectora de la vacuna ante

la infecciédn.

Con la informacidén obtenida se podria continuar realizando
estudios adicionales, donde el tamafio de los grupos de cerdos sea
mas grande y puedan ser desafiados con huevos de T. solium en
condiciones naturales de la enfermedad, determinar la wviabilidad

de los parédsitos instalados y estados de desarrollo

Con estas aportaciones se podria disminuir la infeccidén en
los cerdos y por consecuencia en el humano sobre todo en las zonas
geograficas de alta prevalencia, reduciendo su repercusioén
econdmica y de salud publica. Es importante seguir investigando y
evaluando mecanismos alternativos de control y/o erradicacién de
esta enfermedad. La wvacunacidén oral representa una alternativa
importante para proteger al hospedero intermediario que es el
cerdo para evitar la infeccidén también en el hombre, quizd aun
falta para que la vacuna se comercialice, pero cada vez se avanza
mas en descubrir diferentes métodos que nos lleven a encontrar una

forma de erradicar el complejo teniasis/cisticercosis.
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