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GLOSARIO

Anticuerpo
Proteina protectora producida por la respuesta inmune del individuo, ante la

estimulacion inducida por un agente extrafo.

Antigeno
Cualquier sustancia reconocida por el organismo como extrafia, que estimula la

respuesta inmune.

cADN

Es el ADN complementario, de cadena sencilla. Se sintetiza a partir de una hebra
simple de ARNm maduro. No hay secuencias intronicas ya que se han eliminado
debido al proceso de maduracion que sufre el mMRNA primario. Por ello contienen

una secuencia codificante continua.

Concanavalina A (Con A)
Es una proteina globular de origen vegetal, clasificada como una lectina, es una

excelente inductor de la mitosis en linfocitos.

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, es un examen de laboratorio

comunmente usado para detectar anticuerpos en la sangre.
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Escolex

Primero de los segmentos de que esta formado el cuerpo de los gusanos cestodos.
Es mas abultado que los que lo siguen inmediatamente, y esta provisto de ventosas,
y a veces también de ganchos, con los que el animal se fija al cuerpo de su

huésped.

Fago filamentoso
Es un tipo de bacteridéfago que tiene la forma de una barra filamentosa. Los fagos
filamentosos por lo general contienen un genoma de una sola hebra de ADN y son

capaces de infectar a las bacterias.

Inmunoglobulina
Anticuerpo sintetizado por los linfocitos especializados B en respuesta a un

antigeno.

Linfocito
Leucocito formado en ganglios linfaticos. Se distinguen dos tipos: B, que producen

anticuerpos circulantes y T, responsable de la respuesta inmune celular.

Proglotido
Segmentos que comprenden la tercera regidén del cuerpo de los céstodos adultos
denominados estrébilo, cada segmento contiene érganos reproductores de ambos

SeXo0s.
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Respuesta anamnesica o Respuesta inmune secundaria
Incremento del titulo de anticuerpos ante el segundo encuentro con el antigeno en

cuestion.

Vector Uni-ZapXR

Es un vector de clonacién, expresion y caracterizacion de genes.

Ventosa
Organo de adhesién modificado segun el grupo de organismo se encuentra situadas

en el escoélex del parasito.
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ABREVIATUTAS
Ag TS: Antigeno de Taenia solium
Con A: Concanavalina A

EmpCL: linea de células embriogénicas de papaya (callos embriogénicos de

papaya)

gen GUS: gen reportero B-glucuronidasa
HygR: gen de resistencia a higromicina
IgG: Inmunoglobulina G

KmR: gen resistente a kanamicina

NP: planta no transgénica

T.solium: Taenia solium

VP: vacuna S3Pvac-papaya
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RESUMEN

INTRODUCCION: La Teniosis y cisticercosis son parasitosis causadas por Taenia
solium, siendo endémicas en paises subdesarrollados, en donde afectan
principalmente a la salud humana y a porcinos criados en ambientes rusticos. Con el
fin de controlar este parasito, se han desarrollado vacunas experimentales. La
vacuna recombinante S3Pvac-papaya se basa en la expresion de tres péptidos;
KETc12, KETc1 y KETc7 en callos embriogénicos de papaya, los cuales han

demostrado inducir una respuesta inmune en murinos.

OBJETIVO: Evaluar la respuesta inmune celular y humoral en cerdos vacunados con

S3Pvac-papaya, a traveés de la proliferacion celular linfocitica y por ELISA.

MATERIAL Y METODOS: Se realizo un estudio experimental aleatorizado de una
vacuna contra cisticercosis porcina vacuna S3Pvac-papaya, prospectivo, longitudinal
con 30 porcinos de 2 a 3 meses de edad de la comunidad rural (San-Andrés
Azumiatla) fueron incluidos: 16 porcinos en el grupo vacuna y 15 en el grupo
placebo. La administracion de la vacuna fue por via oral, en 2 dosis de vacuna de
250 mg de cada péptido con intervalo de 15 dias entre cada administracion. Los
cerdos fueron sangrados al tiempo 0 (basal), 15 y 30. Se determino la capacidad
proliferativa de las células linfoides periféricas, por la reduccion de la sal de tetrazolio
a formazan. La produccion de anticuerpos especificos contra Taenia solium fue
realizada por el ensayo inmunoenzimatico revelado por medio de densidad Optica

(ELISA).
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RESULTADOS: La capacidad proliferativa de las células linfoides fué demostrada,
con la prueba exacta de Fisher entre ambos grupos, en el dia 15 (p= 0.0085) y 30
(p=0.0192), en donde encontramos una diferencia significativa. Asi mismo en el dia
15 aumento el titulo de anticuerpos en el grupo vacuna, en donde encontramos

significancia estadistica (p= 0.0476), pero no en el dia 30.

CONCLUSIONES: La vacuna S3Pvac-papaya evaluada en porcinos demostro ser
capaz de inducir una respuesta inmune celular, que en estudios futuros podriamos
reevaluar con un tamafo de muestra mas grande y con un seguimiento mayor.
Planeando a futuro evaluar la capacidad protectora por medio de la infeccion con
huevos de T.solium y asi con certeza poderla considerar como una herramienta

disponible para el control de la cisticercosis porcina

PALABRAS CLAVE: Cisticercosis, vacuna S3Pvac-papaya, respuesta inmune

celular y humoral
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Taeniosis and cysticercosis caused by Taenia solium, are endemic
in developing countries, where they mainly affect human health and rustic pig
breeding. In order to control this parasite experimental vaccines have been
developed. The recombinant S3Pvac-papaya vaccine, is based on the expression of
three peptides; KETc12, KETc1 y KETc7, by embryogenic callus of papaya and has

been shown to induce immune response in mice.

OBJECTIVE: Evaluate the cellular and humoral immune response in pigs vaccined

by S3Pvac-papaya, through lymphocytic cell proliferation and by ELISA.

MATERIALS AND METHODS: This work was a randomized vaccine trial against
swine cysticercosis (candidate S3Pvac-papaya versus placebo). Thirty piglets from a
rural community (San-Andrés Azumiatla) were included: sixteen in vaccine group and
fifteen in placebo group. Administration of vaccine was done per os in pigs aged from
2 to 3 month in two dose of 250mg at 15 days of interval. Blood samples were
collected at 0, 15 and 30 days after the last dose of vaccine. The peripherical T-Cell
proliferative capacity was determined by the reduction of tetrazolium salt (tetrazolio a
formazan). The production of specific antibodies directed against Taenia solium was

evaluated by Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).

RESULTS: The proliferative capacity of lymphoid cells, was found with Fisher’s exact

between groups, in day 15 (p= 0.0085) and day 30 (p= 0.0192), where we found
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significant difference. Also on day 15 increased the antibody titer in the vaccine

group, where we found statistical significance (p = 0.0476) but not at day 30.

CONCLUSIONS: S3Pvac-papaya vaccine is able to induce a cellular response, that
future studies could assess a larger sample size and longer follow-up. Future plans to
evaluate the protective capacity by infection with eggs and thus certainly T.solium

that it can be considered as a tool available to control porcine cysticercosis.

KEY WORDS: Cysticercosis, S3Pvac-papaya vaccine, cellular and humoral immune

response, T. solium
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l. INTRODUCCION

La Taenia solium es el platelminto responsable de la teniasis, siendo el hombre el
unico huésped definitivo natural del parasito en su forma adulta. Cuando se
encuentran infectados humanos y porcinos por el metacestodo de la T. solium,
ocasiona cisticercosis humana y a porcinos cisticercosis porcina En México dichas
parasitosis son endémicas, en el 2008 se informé de 360 casos de teniosis y 296
casos de cisticercosis humana, encontrandose en el estado de Jalisco 19% casos de

cisticercosis humana y en Puebla 2.7% (1,2).

La cistercosis humana y porcina son ocasionados por la ingesta de huevos (embrion
hexacanto) de T. solium, la teniosis por su parte se origina al ingerir carne de cerdo

contaminada con (el metacestodo de este parasito) el cisticerco (1,3).

La infeccidn con huevos de Taenia solium se favorece con factores de riesgo como
la exposicion a las heces o la convivencia con un portador de la Taenia. La
prevalencia y transmision de la cisticercosis en humanos y porcinos esta relacionada
a factores sociales como la inadecuada higiene personal, bajas condiciones
sanitarias, el bajo nivel econédmico de los individuos o comunidades, la falta de
letrinas por lo que se ejerce el fecalismo al ras del suelo, asi como la carencia de
drenaje, la falta de tratamiento del agua potable, de calles pavimentadas, la

incorrecta inspeccidn en los rastros de la carne del porcino, aunado a la inadecuada
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crianza de los cerdos de traspatio, los malos habitos alimentarios del porcino y su

ejercimiento de la coprofagia que incrementan al dejarlos libres (4,5).

El indispensable rol que juegan los porcinos en el ciclo de vida del parasito, siendo el
huésped intermediario ofrece la posibilidad de interferir con la transmision a través
de la vacunacion en porcinos(5). Para tales propdsitos se han desarrollado vacunas
dirigidas a porcinos, entre las cuales se encuentra una vacuna basada en tres
péptidos con capacidad protectora (KETc7, KETc1 y KETc12) que se encuentran
extensamente distribuidos por las distintas fases del parasito, demostrando altos
niveles de proteccion, la cual ofrece la posibilidad de explorar alternativas para el

control y la prevencion de teniosis/cisticercosis.
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Il. ANTECEDENTES

1. Antecedentes generales

La teniosis y cisticercosis ocasionadas por Taenia solium son problemas de
salud publica que prevalecen tanto en areas rurales como urbanas, encontrandose
en Africa, Asia y en Latinoamérica particularmente en paises en vias de desarrollo
como México y Brasil, considerandose reemergente por la migracion de individuos
portadores de la Taenia en Estados Unidos y Europa. Asociandose en los paises
subdesarrollados a las practicas tradicionales de crianza de cerdos, malas
condiciones sanitarias e higiénicas, ignorancia y pobreza, asi mismo una encuesta
sugiere que un riesgo importante para adquirir la cisticercosis humana, es por medio
del contacto cercano con un portador de T. solium y la auto-infeccion por carencia de

medidas correctas de limpieza (6, 7, 8, 9).

La neurocisticercosis humana (NCC) es la infeccion del sistema nervioso
central (SNC) causada por el metacestodo (el cisticerco) de Taenia Solium. En
cuestiones de salud, se estima que cerca de 50 millones de habitantes en el mundo
la padecen y 50 mil mueren al afo por esta enfermedad. Esta parasitosis puede ser
evitable y fue considerada en el 2000 como una prioridad de salud publica y una

enfermedad a informar (10)
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Figura 1: Distribucién Mundial de la Cisticercosis (OMS)

A. Morfologia del parasito

La Taenia solium es un cestodo hermafrodita, del Phylum de los
Platyhelmintos, clase Cestoda, orden Cyclophyllidea, familia Taenidae, genero
Taenia, son gusanos aplanados, el cual en su estado adulto puede medir de 1.5-5
metros, es de color blanco-marfil (imagen 2a). Su escdlex mide 1 mm de diametro
provisto de cuatro ventosas en forma de corona y un rdostelo, con una doble corona
de 22 a 32 ganchos que midiendo los pequefios de 110 a 140 micras y grandes de

160 a 180 micras (imagen 2b). (1)
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Figura 2: a) Estructura de T. solium adulta en donde se puede apreciar el color
blanquecino y la cadena estrobilar.
b) Escélex de la Tenia solium con ventosas, rostelo y se aprecia la
corona de ganchos. La figura 2b fue tomada de

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Image Library.htm

c) Escolex de la Tenia solium. Tomada de Laboratorio de

Inmunoparasitologia FM BUAP Huerta et al 2008.

La Taenia solium Posee un cuello corto y enseguida de este se encuentra el
estrobilo constituido por tres tipos de proglétidos: inmaduros, maduros y gravidos (su
maduracién es conforme se alejan de la cabeza), encontrandose también a lo largo
de esta cadena estrobilar los poros uterinos. En cada proglétido encontramos las

ramas uterinas que frecuentemente son menos de doce. (1)

Los proglotidos maduros son cuadrangulares y presentan gonadas sexuales
masculinas y femeninas, poros genitales unilaterales que se alternan en forma

regular, los testiculos confluyen por detras de la glandula vitelégena, presentan un
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ovario trilobulado, la bolsa del cirro alcanza el nivel del poro excretor y no existe

esfinter vaginal (figura 3a).

Los proglotidos gravidos son mas largos que anchos, presentan un utero
grande con una rama a lo largo y puede tener de 7 a 12 ramificaciones laterales

principales, que contienen de 50,000 a 100,000 huevos (figura3b). (1)

Figura 3: Proglétidos. a) Proglétido maduro de T. solium tefido con colorante
india, en el cual se aprecian las ramas uterinas.
b) Proglétido gravido de T. solium en donde se observa el conducto
uterino del que se desprenden las ramas uterinas en un nimero
menor de 12. La figura 3a fue tomada de:

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Image_Library.htm
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Los huevos de T. solium son morfolégicamente similares a los de otras
especies de tenidos e idénticos a los de T. saginata incluyendo la T. saginata
asiatica, miden aproximadamente 40 ym de diametro, son de paredes gruesas y
radiadas que encierran al embrién hexacanto u oncosfera que es la forma infectante
del parasito (figura 4a), el huevecillo eclosiona por accion de los jugos digestivos y

se libera el hexacanto, desarrollandose a su fase larvaria o cisticerco. (1,11)

El cisticerco (cysticercus cellulosae) es una vesicula de color blanquecino, de
forma esférica u ovalada, tiene membrana vesicular, su escolex se encuentra

invaginado dentro de la vesicula, que mide de 0.4 — 3.5 cm (figura 4b).

Figura 4: Del huevecillo hasta el metacestodo. a) Huevecillo de Taenia sp b)
cisticercos de T. solium c) Huevos viables y no viables de Taenia sp

(Huerta et al 2006).
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B. Ciclo biologico

El ciclo de vida en la cisticercosis (Figura 5) tiene tres estados de desarrollo:
parte de la ingestion del cisticerco por humanos al consumir carne de cerdo mal
cocida infectada por el metacestodo (cisticerco) de la Taenia solium. Los cisticercos
se transforman en el intestino humano, sitio en el que evagina su escolex, el cual se
ancla a la mucosa intestinal, comenzando a desarrollar su cadena estrobilar
constituida por unidades reproductivas llamadas proglétidos que se dividen en
inmaduros, maduros, y gravidos, conformando el parasito adulto de la T. Solium, los
proglétidos gravidos son eliminados diariamente en las heces fecales, liberando
cerca de 300,000 huevos al dia; los cuales van a encontrarse contaminando el

medio ambiente.

Cuando el humano o el cerdo ingiere huevecillos, este se desarrollan a su forma
larvaria, en el humano llegan a tubo intestinal en donde los huevecillos eclosionan
por accién de los jugos digestivos, liberando al hexacanto, el cual atraviesa mucosa
intestinal e ingresa a la via hematdgena o linfatica para instalarse en musculos o
sistema nervioso central, desarrollandose a cisticerco, provocando cisticercosis. El
ciclo se completa cuando el hombre come carne de cerdo insuficientemente cocida o

cruda que contiene cisticercos (12).
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Figura 5: Ciclo bioldgico de la Taenia Solium.

El porcino es el unico huésped intermediario de la T. solium. La cisticercosis
porcina es una enfermedad que contrae el cerdo por la ingestion de los huevos de
Taenia solium contenidos en materia fecal humana (12). En animales con infeccion
masiva es posible observar que se mueven menos y estan mas tiempo echados,
pero no existen informes de signos nerviosos. En el tratamiento para la cisticercosis
porcina se ha demostrado que se obtienen buenos resultados con Praziquantel y

Albendazol, pero el tratamiento no es costeable, ya que el porcicultor tendria que
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conservar sus animales varios meses después de la medicacion, para que se

eliminen los parasitos muertos de los musculos (13).

La magnitud de la cisticercosis porcina es mayor en cerdos criados
rusticamente o en traspatio, que en los porcinos provenientes de los sistemas de
produccion tecnificada. La alimentacion con desperdicios, basura contaminada, el
fecalismo al ras del suelo, aunado a los habitos copréfagos del cerdo, favorece

importantemente el ciclo de vida del parasito (12).

La cisticercosis porcina puede detectarse en rastros durante la inspeccion
sanitaria. Los cerdos criados rusticamente en condiciones libres o de traspatio
frecuentemente no llegan a inspeccion sanitaria, en algunos rastros se ha detectado
que se llegan a ocultar hasta el 90% de los cerdos cisticercosos (13). El diagnostico
de cisticercosis porcina ante mortem se lleva a cabo con un examen visual al cerdo y
con la palpacién de la lengua en busqueda de cisticercos. Por este método sélo se
tiene una sensibilidad y especificidad del 60% puede ser detectado un bajo numero
de animales afectados (14). Para un diagnostico mas especifico se han desarrollo
nuevas técnicas con el fin de detectar anticuerpos o incluso antigenos, destacando
por su sensibilidad y especificidad ELISA y la Inmuno Electro Transferencia

(enzyme-linked immunotransfer blotting o EITB) (15).

En estudios realizados a porcinos recién nacidos no se detectaron anticuerpos
presentes, en lechones se ha comprobado que pueden infectarse en cuanto

empiezan a salir con su madre y osean la tierra (16).
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En el aspecto econémico causa pérdidas, debido a que los cerdos
cisticercosos son pagados muy baratos o son decomisados para su incineracion, lo

que implica perdidas en porcicultura rustica. (11)

2. Antecedentes especificos

La neurocisticercosis es una causa importante de morbilidad y mortalidad
humana. 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 nuevas y mejoradas para el control de la infeccién (17). Por su la elevada
frecuencia, sus consecuencias en salud y la repercusion econémica son factores
importantes para su prevencion. Entre las medidas de intervencién biotecnolégicas
se han desarrollado diversas vacunas, dirigidas al hospedero intermediario
obligatorio (el cerdo) con el propésito de interrumpir el ciclo de vida y eventualmente
disminuir la probabilidad de infectarse tanto el cerdo como el humano (17, 18, 19).
La vacuna (S3Pvac) constituida por tres péptidos protectores identificados por un
grupo de cientificos en donde se incluyeron diferentes etapas de desarrollo (19). Las

cuales constan de:
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A. Desarrollo de un modelo experimental para la identificacidon

de los antigenos para su posible aplicacibn contra la

cisticercosis.

En el desarrollo del modelo experimental consideraron las limitaciones econdmicas y
experimentales involucradas al trabajar con porcinos, por lo que decidieron emplear
el protocolo de la cisticercosis murina causada por Taenia crassiceps, como modelo
experimental de cisticercosis, debido a que tiene un ciclo de vida similar al de la T.
solium, siendo sus hospederos intermediarios un conjunto extenso de roedores y sus
hospederos definitivos los canidos y felinos. Tanto los cisticercos como las tenias de
ambas especies presentan una estructura macroscopica similar, con algunas
diferencias: los cisticercos de T. crassiceps presentan una caracteristica unica que
es su capacidad de dividirse por gemacion multiple (Figura 6). Este parasito se
reproduce en la cavidad peritoneal de ratones rapidamente, brindando asi una
importante fuente de antigenos obtenidos en condiciones experimentales

controladas (20).

Este hecho, aunado a que sus antigenos presentan reactividad cruzada con los
antigenos de cisticercos de T. solium, alentdé al empleo de los antigenos del
cisticerco murino a fin de evaluarlos en su capacidad de prevenir la cisticercosis
porcina. La utilizacion de los antigenos del cisticerco murino ha permitido ademas,

avanzar en el inmunodiagnostico de la parasitosis (21, 22, 23).
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Figura 6: Ciclo bioldgico de la Taenia crassiceps.

B. La inmunizacién con antigenos de T. crassiceps o de T.

solium protege contra la cisticercosis murina.

La capacidad protectora de los diferentes inmundgenos se evalud utilizando ratones
de la cepa BALB/cANnN los cuales se inmunizaron con los inmundégenos a evaluar.
Quince dias mas tarde, los ratones se desafiaron intraperitonealmente con 10
cisticercos de Taenia crassiceps ( cepa ORF) y 30 dias después determinaron el
numero de cisticercos en la cavidad peritoneal de cada ratén infectado. Compararon

el numero de parasito en los ratones inmunizados con el de ratones no inmunizados.

En los primeros estudios evaluaron la capacidad protectora de los antigenos de los

extractos totales de larvas de T. crassiceps y de T. solium en el modelo murino de
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cisticercosis, los extractos antigénicos protegieron efectivamente a los ratones contra
la cisticercosis por T. crassiceps, lo cual permitié proponer que los antigenos de T.
crassiceps podrian conferir proteccidn contra la cisticercosis porcina y en la
cisticercosis causada por T. crassiceps como modelo idéneo para probar antigenos
prometedores dirigidos al desarrollo de una vacuna contra la cisticercosis por T.

solium (21, 23, 24).

C. La_inmunizacién con antigenos de cisticercos de T.

crassiceps protege en contra de la cisticercosis porcina.

Sciutto E. y colaboradores evaluaron en forma experimental si los antigenos de T.
crassiceps eran capaces de proteger en contra de la cisticercosis porcina por T.
solium. En donde vacunaron 56 porcinos con extractos totales del metacesodo de T.
crassiceps con dosis de (400 pg/kg de peso), posteriormente desafiaron
experimentalmente a los porcinos con huevos de T. solium. En donde observaron
que redujo en un 58% la carga parasitaria de los cerdos desafiados, por lo que
demostraron que los antigenos del cisticerco murino son capaces de proteger contra
la cisticercosis porcina. Sin embargo, el empleo de antigenos totales para
vacunaciéon, no es un método ideal ya que el efecto de la inmunizacion en el
desarrollo de la parasitosis depende de la dosis de antigeno empleada. Asi, la dosis
de 4 mg/kg de peso indujo la facilitacién de la parasitosis, incrementandose la carga

parasitaria en los animales vacunados “en mas del 50% con respecto a los
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controles”. Considerando lo anterior decidieron identificar los antigenos protectores

presentes en el extracto antigénico (25).

D. Identificacion de fracciones de antigenos protectores del

cisticerco de Taenia crassiceps.

Con el fin de optimizar la vacuna, aislaron 12 fracciones antigénicas para
identificar los antigenos mas interesantes que participan en la proteccion. A partir de
los antigenos solubles del cisticerco de T. crassiceps. Las fracciones antigénicas
fueron evaluadas con respecto a su capacidad para inducir resistencia contra el
desafio con 10 cisticercos de T. crassiceps. Los ratones que usaron fueron de la
cepa BALB/cAnN machos de 4 a 6 semanas de edad, los cuales fueron
inmunizados por via intraperitoneal con 2 dosis de cada antigeno, 5 o 15 ug por

raton.

Las 12 fracciones del antigeno fueron clasificados como de proteccién (200,
123, 74, 66, 56, 40-50, 27 y 14.8 kDa), lo que facilita (220-205 kDa), o irrelevantes
(150 a 160, 93, 108 kDa), de acuerdo a su efecto sobre la carga parasitaria.
Posteriormente usaron de manera conjunta como inmunogeno las tres fracciones de
antigenos (56, 66 y 74 kDa), para tratar de proteger al cerdo contra la cisticercosis
por T. solium. Obtuvieron como resultados que la inmunizacion redujo la carga
parasitaria y seis de siete porcinos inmunizados estaban completamente protegidos,

con lo que se confirmé su capacidad protectora. Curiosamente, los antigenos con
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pesos moleculares similares fueron detectados en las primeras etapas de
diferenciaciéon en la cisticercosis por T. solium los cuales podian ser utiles para el

desarrollo de la sintesis de una vacuna recombinante contra la cisticercosis (16, 23).

Esta metodologia permitié entonces identificar los antigenos protectores en el
conjunto de antigenos de cisticercos de T. crassiceps. Sin embargo, esta
metodologia no es adecuada para la obtencion de antigenos para ser utilizados en
vacunacion masiva, por lo que se produjo por métodos de DNA recombinante (16,

23, 26).

E. Identificacion de antigenos recombinantes protectores contra

cisticercosis.

En esta etapa construyeron una biblioteca de cDNA en el vector Uni-ZapXR
utiizando ARNm de cisticercos de T.crassiceps. A partir de esta biblioteca se
identifiaron trece clonas recombinantes por inmunodeteccién utilizando anticuerpos
policlonales especificos producidos en contra de las fracciones antigénicas
protectoras de 56, 66 y 74 kDa. De las clonas identificadas seleccionaron 5 las
cuales también fueron reconocidas por sueros de porcinos infectados con cisticercos
de T. solium, asegurandose asi que las clonas codifican antigenos de T. crassiceps
que tienen homodlogos en T. solium lo que los hace candidatos para la prevencién
contra la cisticercosis porcina. Las clonas seleccionadas fueron designadas como

KETc1, KETc4, KETc11, KETc7 y KETc12 (26).
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Posteriormente, anticuerpos contra los antigenos codificados por cada una de
estas clonas se utilizaron para la deteccidn de los antigenos especificos en el fluido
vesicular de T. crassiceps por imunoelectrotransferencia. Los anticuerpos
reconocieron especificamente a los antigenos como proteinas nativas de cisticercos
de T. crassiceps de 56 (clones KETc1, 4, 7), 74 y 78 kDa (clonas KETc11 y 12). Este
resultado implica que los 5 antigenos recombinantes representan al menos parte de

los antigenos nativos con los indicados pesos moleculares (26).

De los cinco antigenos el KETc7 es de potencial interés para la prevencion de
la cisticercosis. Este antigeno recombinante demostroé ser eficaz como vacuna contra
la cisticercosis murina experimental. Esos resultados proporcionaron informacion
alentadora sobre el uso de KETc7 en la prevencion de la cisticercosis, asi fue la

primera vision de la caracterizacién de la respuesta inmune inducida (26, 27, 28).

F. Evaluacion en el modelo murino de la capacidad protectora

de los antigenos recombinantes.

Evaluaron la eficacia de los antigenos recombinantes, en la prevencién de la
cisticercosis, en donde inmunizaron ratones de la cepa susceptible BALB/cAnN. Los
ratones fueron vacunados con las proteinas recombinantes en los correspondientes
lisados de E. coli emulsionadas en Adyuvante Completo de Freund (ACF). Como

controles utilizaron animales inoculados con ACF y proteinas del lisado de E. coli
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infectada con un fago sin inserto. En los ratones vacunados con lisados de las
clonas KETc1, KETc7 y KETc12 observaron diferentes niveles de proteccion contra
la cisticercosis murina causada por T. crassiceps que oscilaron entre el 30 al 90% de

reduccion de la cantidad de parasitos esperados (16, 26).

G. Identificacion de epitopes para el disefio de una vacuna

sintética constituida por 3 péptidos.

En la secuencia del antigeno KETc7, que codifica para un polipéptido de 100
aminoacidos, intentaron predecir las regiones de mayor antigenicidad de este
polipéptido) (19, 26), identificando tres péptidos GK-1, GK-2 y GK-3, De los tres
péptidos, solo GK-1 indujo proteccién contra la cisticercosis ocasionada por T.
crassiceps del 40 al 70% de los ratones BALBcc/machos. Estudios de
inmunofluorescencia revelaron que los anticuerpos anti-GK1 reaccionan fuertemente
con la proteina nativa en el tegumento de T. crassiceps y de T. solium, también con
las estructuras anatdmicas de los huevos, oncosferas y cisticercos. Ademas
demostraron que GK-1 contiene al menos un epitopo de células B demostrado por
su capacidad de inducir una respuesta de anticuerpos a antigenos peptidicos y de T.
crassiceps y un epitopo de células T capaz de estimular a proliferaciéon de CD4+ y

CD8+ en células con el péptido solo o con T. crassiceps.

La proteccion inducida por la notable GK-1, sus propiedades fisico-quimicas,

y su presencia en todas las etapas del desarrollo de la T. solium hacen a este
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péptido sintético un candidato fuerte en la construccion de una vacuna sintética

contra la cisticercosis porcina T. solium (29).

H. ldentificacion de los péptidos protectores KETc1 y KETc12.

Con base en la secuencia completa codificada por las clonas KETc1 y
KETc12, sintetizaron dos péptidos quimicamente en forma lineal. Ambos péptidos
fueron evaluados en el modelo de cisticercosis murina con resultados muy
satisfactorios: La inmunizacion de ratones con KETc1 induce del 66,7 al 100% de
proteccion y con KETc12 (dos dosis de 10ug/ratdén) del 52.7 al 88.1 % de proteccion

(30).

1. Inmunolocalizacién de los epitopes protectores.

Es importante sefialar que los 3 epitopes protectores que constituyen la
vacuna sintética desarrollada, se encuentran extensamente distribuidos en las
distintas fases del parasito T. solium. Asi, resulta un blanco accesible al ataque
inmunoldgico. En este sentido es de especial interés su localizacion en la oncosfera,
que segun lo encontrado en otras cestodiasis (25), constituye la fase del parasito

mas susceptible al ataque inmunologico (30).
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J. Evaluacion de la capacidad protectora de la vacuna

compuesta por los tres epitopes identificados en cerdos

expuestos al desafio natural.

Esta evaluacion se realizé en poblaciones rurales del estado de Puebla
(Huatlatlauca y Tepetzitzintla), en donde inmunizaron a porcinos criollos con los tres
péptidos sintéticos (basados en secuencias proteicas del parasito Taenia crassiceps
en murinos), que en estudios previos demostraron inducir proteccién en los ratones
contra el desafio homdlogo con Taenia crassiceps, se probaron como una vacuna

contra la cisticercosis por T. solium en cerdos.

Los porcinos criollos se inmunizaron con los tres péptidos en saponina o con
saponina solamente (controles) Los porcinos se sacrificaron entre los 10 y 12 meses
de edad, el efecto de la vacunacion se evalud en la necropsia, en donde registraron
la presencia de cisticercos, el numero y su aspecto macro y microscépico. Los
resultados indicaron que la vacunacién redujo la infeccion en un (52,6%) y el numero
total de cisticercos por T. solium, en el 98.7% de los cerdos enfermos los cisticercos
fueron histopatologicamente no viables (27). Su efecto se comprobd con la
disminucién de porcinos infectados, de parasitos recuperados y en el aumento de la
mortalidad de aquellos parasitos que lograron establecerse. Por lo que la vacuna
desarrollada es capaz de proteger en contra de la cisticercosis porcina. Con base a
eso propusieron que este desarrollo tecnolégico es una herramienta capaz de

interrumpir eficientemente la transmision de la parasitosis (31).
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K. Expresion en Fagos Filamentosos

Los fagos filamentosos recombinantes, virus que infectan a bacterias y que
han sido modificados mediante ingenieria genética, ofrecen nuevas alternativas y
amplias posibilidades para el diagndstico y el desarrollo de vacunas moleculares que
pueden utilizarse contra diferentes enfermedades. La técnica de despliegue en fagos
(Phage Display) se basa en la expresion de hasta 10" péptidos o proteinas en la
superficie de fagos filamentosos (32). Esta herramienta permite a través de la
manipulacion in vitro e in vivo identificar y producir en gran escala los péptidos de
interés en la superficie de los fagos. Actualmente, se han desarrollados numerosos
sistemas de despliegue como el fago lambda L y T4, y sistemas que incluyen virus

de eucariotes (33).

M13 consiste de una cadena sencilla circular de DNA rodeado de cinco
diferentes proteinas de cobertura (figura 6.0). La longitud del filamento se encuentra
cubierta por 2700 copias de la mayor proteina de cubierta (pVIll) y esta cerrada en
los extremos por 4 6 5 copias de cada una de las proteinas de menor cobertura plll,
pVI, pVIl y pIX (34). La proteina de interés se asocia frecuentemente a la proteina 3
de la cubierta viral (cplll) o proteina 8 (cpVIll) sobre la superficie del bacteriéfago
filamentoso M13. Otro aspecto del Phage Display ha sido el desarrollo de un sistema
basado en un gen que permite la expresidon de fragmentos de DNA o cDNA,
derivados de genes individuales o del genoma completo, fusionados a cplll o cpVIII

de M13.
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~ 900 nm

plX pvll 33 DA
[~5 1 35 kDa), (~5) 55 kDa) [~ G200 pb]

p¥l
[~3l12 IcDa]

tz’-

[~5 1 43kDa)

Figura 7: Estructura de bacteriéfago que muestra la hebra de DNA y las

proteinas de cubierta (plll, pVI, pVII, pVIil, pIX)

La proteina Il (43kDa, 424 aminoacidos) consta de tres dominios
estabilizados por enlaces disulfuro. EI dominio amino terminal es el responsable de
la penetracién a Escherichia coli mientras que el segundo dominio reconoce el pili
bacterial. EI dominio carboxilo actua en el anclaje a la membrana ademas de

participar en el ensamblaje del fago.

Entre las ventajas de utilizar fagos para la expresion de péptidos vacunales se
encuentra su capacidad inmunogénica per se, que se ha demostrado capaz de
generar una respuesta inmune aun sin el uso de adyuvantes asi como su alta
estabilidad, bajo costo de produccién y los datos que indican su potencial para

inducir inmunidad protectora a través de inmunizacion oral (35).

Considerando estas caracteristicas los péptidos (KETc1, KETc12, GK1 y un
antigeno recombinante KETc7) de la vacuna sintética S3Pvac fueron expresados en
fagos filamentosos recombinantes (M13) y se han encontrado capaces de inducir

altos niveles de proteccion en contra de la cisticercosis experimental murina y
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porcina, en donde se probé en campo que la vacunaciéon reduce en un 70% la
frecuencia de la cisticercosis en lengua, con base en la necropsia, el 54% de

cisticercosis en musculo y en un 87% el numero de cisticercos (35, 36).

La vacuna S3Pvac sintética compuesta de tres péptidos (GK1, KETc1 y
KETc12) ayuda a proteger eficazmente contra la cisticercosis porcina. La vacuna
S3Pvac expresada en fagos ha sido recientemente evaluada resultando altamente
efectiva. Sin embargo, el requerimiento de aplicarse en forma inyectable dificulta la

logistica de su aplicacion extensiva (37, 38).

Considerando esta limitacion S3Pvac se ha expresado en células vegetales
que se postulan como el vehiculo idoneo para inducir inmunidad protectora por via

oral (39, 40).

Las plantas transgénicas son sistemas ideales para la produccion de vacunas orales,
ya que las paredes de las células vegetales puede proteger a las proteinas
antigénicas de la digestion en el tracto intestinal, para la presentacion efectiva a los

tejidos linfoides asociados a mucosas (47).

L. Expresion de vacunas en callos transgénicos de plantas

Entre otros sistemas de presentacion de vacunas subunitarias que ha
comenzado a ser explorado para inmunizacion oral figuran las plantas transgénicas.
Diferentes antigenos vacunales se han expresado en forma estable en el genoma

de distintas plantas para la produccion de vacunas en forma masiva asi como para
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su administracién por via oral (42). Los primeros estudios se realizaron en tabaco y
papa. Algunos estudios realizados en plantas incluyen el virus del papiloma humano
(VPH) en el cual se introdujo la proteina viral L1 (encargada de determinar los tipos
de virus) en plantas de tabaco y papa obteniendo una respuesta inmune leve,
posteriores estudios la administracién oral de L1 derivado de papa presento una
respuesta anamnesica (43, 44). El primer trabajo de un antigeno vacunal en plantas
se realizé en 1990, con la expresion de la proteina A de superficie de Streptococcus
mutans (SpaA) en tabaco. Posteriormente, han proseguido trabajos de expresion de
antigenos protectores de patdégenos bacterianos y virales en plantas como el
antigeno de superficie de hepatitis B (HbsAg) (45), la enterotoxina termolabil de

E.coli, las glicoproteinas del virus de la rabia.

M. Expresion de la vacuna S3Pvac en clonas transgénicas

embriogénicas de papaya (ETgpC)

La vacuna S3Pvac es altamente efectiva, pero su producciéon en forma sintética
eleva su costo, lo que dificulta la capacidad de producirla para su aplicacion extensa

en campanas de control nacionales.

Considerando esta limitante expresaron los péptidos que constituyen la
vacuna S3Pvac (KETc1, KETc12, KETc7), debido a la disponibilidad, experiencia en
produccion, propiedades antihelminticas y por contar con la secuenciacion del

genoma de la planta, decidieron expresar la vacuna S3Pvac en la papaya (47).
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N. Diseiio de vacunas genéticas y la eficiencia de

transformacion

Se clonaron los péptidos KETc1, KETc12 o KETc7 en el vector de la planta, que
conduce a la expresién de los transgenes en tejidos vegetales y contiene el gen de
resistencia a la kanamicina (KmR). A los péptidos KETc1 y KETc12 les adicionaron
seis residuos de histidina para aumentar su tamafio y ayudar a su identificacion.
Usaron para la co-transformacion el plasmido pWRG1515, el cual contiene el gen
reportero B-glucuronidasa (gen GUS) y el gen de resistencia a higromicina (HygR)
como marcador genético. Para facilitar la deteccion y la seleccion de tejidos

transgénicos.

Usaron semillas de papaya Tabasco Maradol, aisladas de frutos jovenes verdes,
como fuente de embriones cigotos para la induccion de la linea de células
embriogénicas de papaya (callos embriogénicos de papaya) (EmpCL). EmpCL fue
co-transformado mediante el sistema de bombardeo de particulas PDS-1000/He

(BioRad).

La induccion, propagacion y seleccion de los callos embriogénicos se llevo de
acuerdo a lo reportado por Cabrera-Ponce et al 1995, 1997 (39, 40, 41, 47, 49 ) Con
modificaciones. Medio con higromicina (50 mg / L) y kanamicina (100 mg / L)

utilizaron como marcadores seleccionables.

Cuatro subcultivos (cada 45-60 dias) en este medio se aplicaron para obtener

ETgpC, resistente a HygR y KmR contados progresivamente. Algunos embriones
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ETgpC se incubaron con X-GLUC (acido D-glucurénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil) por

periodos que van desde unos pocos minutos a 24 horas a temperatura ambiente, y

cuarenta y uno clones ETgpC mostraron expresién estable de el reportero [3-

glucuronidasa gen (Figura 8).

La presencia y expresion del transgen se determinaron por PCR y RT-PCR vy

el contenido de péptidos transgénicos en los diferentes clones se estimaron mas

utilizando PCR en tiempo real.

Experimental strategy to produce

Co-transformation by biobalistic

the anti-cysticercosis S3Pvac-papaya vaccine

PCR: Identification of transgenes in
transgenic embriogenic papaya lines

Embriogenic papaya callus

vaccine genetic constructions

+
GUS gene

Selection of clones that induce
protection against murine
cysticercosis

Transformed mhbriogenic papaya callus
expressing F-glucuronidase

In witro propagation of the
transgenic papaya cell lines

KETc1

KETCT KETc12

ALIE

RT-PCR and real time RT-PCR:
Canfirmed the expression of the
vaccine genetic constructions

KETct KETcT KETc12

PHETCHEBsRMA

ﬂﬂﬂﬂﬂ.

PHETC1 PHETCT pHETC12

0

Figura 8. Estrategia para la expresion de la vacuna S3Pvac y papaya (46).
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En la tabla 1 observamos el numero de callos transformados, Como se observa, la
eficiencia de transformacion variada 5,2 a 13,5%, en donde se expresaron dos
clonas de KETc7, dos de KETc12 y 15 clones de KETc1, en total 19 diferentes
clonas transgénicas de papaya, demostrando que es un sistema de transformacién

efectivo y estable de rapido crecimiento (40, 47).

Tabla 1. La eficiencia de transformacién de callos de papaya (46)..

pUI235-51 to Number of Number of clones Transformation
express the peptide  transformed callus obtained efficiency (%)
EETc7 210 11 52

KETc1.6His 280 38 135
KETc12.6His 175 12 6.8

0. Vacunacion con S3Pvac-Papaya contra T. crassiceps en

murinos.

Esta nueva version de vacuna expresada en papaya ha demostrado aumentar
la resistencia a la cisticercosis murina tanto administrada en forma sintética como en
forma oral induciendo una alta eficiencia de proteccién. La vacuna aplicada en dos
dosis reduce la cantidad de parasitos en mas del 90% y mas del 70% de animales

totalmente protegidos (40)
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La vacuna S3Pvac expresada en papaya resulta de bajo costo de produccion
lo que aumenta la factibilidad de su aplicacion. Adicionalmente, su administracion
por via oral reduciria las limitaciones logisticas para su administracion sostenida

ofreciendo la posibilidad de ser administrada por los propios porcicultores rusticos

(40).
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. JUSTIFICACION

La cisticercosis y teniosis en México ocasiona grandes problemas de salud
publica, afectando la vida de la poblacion que sufre estas parasitosis. La teniosis
generalmente es asintomatica, no asi la cisticercosis que puede afectar diferentes
tejidos, cuando se localiza en el sistema nervioso central se le denomina
neurocisticercosis que es la principal causa de padecimientos neurolégicos
producidos por un parasito, generando una gran variabilidad de manifestaciones
clinicas, teniendo desde la ausencia total de signos, hasta poner el estado vital en
peligro. El tipo y la intensidad de las manifestaciones dependen de la localizacion,

numero de parasitos, asi como de la respuesta inflamatoria.

Por su parte la cisticercosis porcina ocasiona importantes pérdidas
economicas por decomiso de carne de cerdo infectada, asi como favorece el ciclo
biolégico de la Tenia solium, causando prevalencia de esta parasitosis
principalmente en zonas rurales, lo cual aunado a la carencia de servicios sanitarios,
la mala higiene y la crianza de porcinos en forma rustica proporcionan las
condiciones idoneas para el desarrollo de la misma, el riesgo de infeccion aumenta
en las zonas urbanas debido a la constante migracion de los habitantes de las zonas

rurales que se encuentren infectados con el parasito adulto.

Tales motivos hacen indispensable buscar alternativas para su prevencion y

control. Entre las medidas de intervencién biotecnologica figura el desarrollo de una
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vacuna dirigida al hospedero intermediario obligatorio (el cerdo) con el propésito de
interrumpir el ciclo de vida y eventualmente disminuir la probabilidad de infectarse
tanto el cerdo como el humano. La vacuna S3Pvac se encuentra constituida de 3
péptidos (KETC1, KETC12, KETC7) con capacidad protectora que se encuentran
extensamente distribuidos en las fases del parasito, la reciente versiéon de esta
vacuna se encuentra expresada en callos embriogénicos de papaya, la cual
demostrd inducir altos niveles de proteccién en contra de la cisticercosis murina

experimental, administrada por via oral.

Para poder establecer las bases necesarias para comenzar su evaluacion en
contra de la cisticercosis porcina en condiciones naturales de transmision y de
tratamiento, es necesario confirmar en wuna primera etapa la capacidad
inmunogénica de la vacuna administrada oralmente en cerdos. Este proyecto
pretende determinar si esta vacuna mantiene sus propiedades inmunogénicas en el
cerdo, evaluando la respuesta inmune humoral y celular inducida especificamente
con la vacuna, asi mismo pretende establecer estas bases, para comenzar su
evaluacion en campo con el propdsito final de disponer de una nueva vacuna oral,

de bajo costo y facil administracion.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es capaz la vacuna S3Pvac-papaya de inducir respuesta inmune celular y

humoral especifica administrada por via oral en lechones?

V. HIPOTESIS

Las hipotesis de nuestro trabajo pueden ser formuladas asi:

Hi: La vacuna S3Pvac-papaya administrada por via oral induce la respuesta
inmune celular y humoral, en lechones de 2 a 3 meses de edad.

Ho: La vacuna S3Pvac —papaya administrada por via oral no induce

respuesta inmune celular y humoral, en lechones de 2 a 3 meses de edad.

VI. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar la capacidad inmunogénica de la vacuna oral S3Pvac-papaya contra
la cisticercosis porcina en lechones de 2 a 3 meses de edad, en condicion reales de

campo, a los dias 15y 30 posteriores de la vacunacion.
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2. Objetivos especificos

® Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por la vacunacién por medio
del titulo de anticuerpos IgG por ELISA.
= Evaluar la respuesta inmune celular inducida por la vacuna oral S3Pvac-

papaya por medio de proliferacién celular.

VIl. MATERIALES Y METODOS

Se realizo un estudio experimental con porcinos en condiciones naturales de
exposicion, tipo longitudinal, de cohorte, aleatorizado simple ciego, unicéntrico,

prospectivo.

El estudio se efectuo en la comunidad rural de San Andrés Azumiatla en el
estado de Puebla, comunidad que carece de condiciones de salubridad necesarias
como lo son: drenaje, alcantarillado, sanitarios por lo que se da el fecalismo al ras
del suelo y la crianza de porcinos en traspatio que en algunos casos tienen acceso a
la materia fecal, hacen que esta sea una comunidad con las condiciones idéneas
para el desarrollo del ciclo biolégico de la Tenia solium, en donde con anterioridad se

determino la prevalencia de cisticercosis porcina por medio de serologia.

Incluimos en el estudio a lechones de dos a tres meses de edad a los cuales se
les divididé en dos grupos: un grupo control (placebo) y uno vacuna de acuerdo a una
asignacion equilibrada en bloques aleatorios. Incluyéndose aquellos que cumplieran
con los criterios como lo son: que el duefio aceptara que sus porcinos entraran en el

ensayo y que hayan firmado la hoja de consentimiento informado (anexo1), que
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fueran porcinos de 2 a 3 meses de edad y que estuvieran sanos, por otra parte se
excluyeron aquellos porcinos que tuvieran infecciones concurrentes y que estuvieran
siendo tratados con antibioticos, antiparasitarios o que ingirieran alimento comercial
que contuviera farmacos y que fueran animales de alguna comunidad diferente a
San Andrés Azumiatla, asi mismo se eliminaron a aquellos porcinos que se

vendieran a otras comunidades y los animales que murieron por diversas causas.

A. Tamano de la Muestra

Decidimos incluir en este estudio un total de 30 lechones y para compensar la
probable perdida de porcinos al momento de la evaluacion, se aumento el 10% para

llegar a un total de 32 lechones, 16 en el grupo control y 16 en el grupo vacuna.

B. Método de recoleccién de datos.

Se utilizo para la recoleccion de la informacion, una hoja de captacion de datos
(anexo 2), con registro individual para cada porcino incluido, posteriormente se cre6
una base de datos, en la cual se ejecuto el vaseado de la informacion y los

resultados de los analisis realizados (anexo 3).

52




Evaluacion de la capacidad inmunogénica de la vacuna
S3Pvac-papaya contra la cisticercosis porcina

C. Procedimientos

¥ El estudio se realizo en las casas de habitantes de la comunidad de San
Andrés Azumiatla que aceptaron participar, firmaron la hoja de consentimiento
informado y que tuvieron por lo menos dos porcinos criollos de dos a tres
meses de edad, que cumplieran con los criterios de inclusién, a los que se les

realizo inspeccion de lengua, antes de incluirlos en el estudio.

/¥ Se identifico a cada porcino colocando en una de sus orejas, un arete
numerado, de acuerdo a la base previamente aleatorizada, teniendo 2 grupos:

un grupo vacuna y un grupo placebo.

/¥ A ambos grupos se les tomé muestras de sangre periférica de la yugular (para
obtener la muestra basal, correspondiente al dia cero), antes de
administrarles la primera dosis de vacuna o placebo segun lo que

correspondiera a cada animal.

#¥ Al grupo vacuna se le administré por via oral 250mg/cada péptido de la
vacuna S3Pvac-papaya en una primera dosis, este mismo dia al grupo
placebo se administro 1ml de solucion salina, 15 dias después de la primera

inmunizacion se volvié a vacunar siguiendo el mismo esquema.
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¥ Ademas de tomar la muestra de sangre periférica de la yugular el dia cero y
15 se realizo una toma de muestras, al dia 30 posterior a la primera

inmunizacion.

D. Procesamiento de las muestras

Por cada porcino se tomaron dos muestras de sangre: en cada uno de los
diferentes tiempos (0, 15 y 30 dias), una muestra de sangre se tomo en tubos sin
anticoagulante para la obtenciéon de suero y una en tubos con anticoagulante ACD
para la obtencidbn de linfocitos, las muestras debidamente etiquetadas, se
transportaban al laboratorio con red de frio los dias en que fueron tomadas, para

posteriormente realizar los analisis correspondientes.

D.1. Evaluacién de la Respuesta Inmune Humoral por medio de la

determinacion del titulo de anticuerpos IgG

Las muestras sin anticoagulante fueron centrifugadas para la obtencion de
suero, se etiquetaron y se congelaron a -20°C hasta su procesamiento.

Por medio de la técnica de inmunoensayo de ELISA se determino el titulo de
anticuerpos IgG en los tiempos 0, 15 y 30, contra la vacuna S3Pvac-papaya
producidos por la vacunacion, en donde se usaron controles positivos y negativos,
como referencia para el control de la prueba y para el posterior analisis de los

resultados, se emplearon placas de microtitulacion de 96 pozos (marca Nunc) las
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cuales se sensibilizaron con 1 ug/pozo de la vacuna S3Pvac-papaya en buffer de
carbonatos y se incubo la placa a 4°C toda la noche, se lavo tres veces la placa con
PBS-TWEEN 1X 0.3%, posteriormente se bloqueo la placa con PBS-BSA1% por una
hora, transcurrido este tiempo se lavo de nuevo tres veces la placa con PBS-TWEEN
1X 0.3%, los sueros se diluyeron en PBS—-BSA 1%, en una relacion de 1:100 por 1hr
a 37°C, de nuevo se realizaron tres lavados con PBS -TWEEN 1X 0.3%,
posteriormente se agregé anti-IgG (Fc) de cerdo acoplado a peroxidasa de rabano
picante (HRP) (Serotec AA141B), en una dilucion de 1:10,000 por 1hr a 37°C, la cual
es usada como senal del complejo antigeno-anticuerpo. La reaccién fue detectada
conla 3, 3', 5, 5 tetrametilbencidina (TMB) por 15 minutos a temperatura ambiente,
el TMB reacciona con las enzimas peroxidasa formando un producto coloreado de
azul por medio de la oxidacion del TMB con peréxido de hidrogeno (catalizada por la
HRP). La reaccién fue parada con acido sulfurico 0.2 M el cual torna al producto en
un color amarillo y se realizo la lectura a una densidad éptica (D.O.) de 450 nm, por
medio de un lector de placas de ELISA, los resultados obtenidos en densidad optica,
fueron transformados a datos cualitativos tomando los valores promedio de los
controles positivos 0 negativos respectivamente y £ dos desviaciones estandar para
determinar si hay un aumento en el titulo de anticuerpos a los que definiremos como

positivos o si no hay aumento los denominaremos como negativos.
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D.2. Evaluacién de la respuesta Inmune Celular por medio de

proliferacién celular de linfocitos

Las muestras de sangre que fueron tomadas con anticoagulante en los tiempos
0, 15y 30 pre y postinmunizacién, se procesaron para la separacion de linfocitos por
medio de un gradiente de densidad de 1.070 g/ml usando Lymphoprep (compuesto
formado por ficoll y metrizoato sddico, la funcion del ficoll es aglutinar a los eritrocitos,
de manera que aumenta su velocidad de sedimentacion y el metrizoato sodico es el
compuesto que se encarga de dar la densidad adecuada) en donde antes de usar el
gradiente se diluyo la sangre con solucion salina en una relacion de 1:1, la sangre
diluida fue depositada con una pipeta lentamente en un angulo de 45 grados, a un tubo
falcon que contiene lymphoprep, la relacion usada de sangre diluida y lymphoprep es
de 1:2, posteriormente se centrifugo a 2500 rpm por 20 minutos, después de la
centrifugacion se visualizaron varias fases, en donde la fase inferior estaba formada
por células rojas, la siguiente fase por el gradiente y sobre él se visualizaba una fase
blanca en forma de anillo la cual estaba formada por linfocitos y la ultima fase, la fase
superior estaba formada por plasma y plaquetas centrifugacion, se tomo con una
pipeta de bulbo el anillo de linfocitos en movimiento circular se depositaron estas
células en un tubo estéril y se les agrego solucién salina para lavar las células,
posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, pasado ese tiempo se
decanto la solucion salina y se resuspendieron las células, se hicieron dos lavados mas
y en el ultimo lavado después de decantar se agrego medio RPMI 1640 suplementado

con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 10%,
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bicarbonato de sodio 2 gr, penicilina 100U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, a una
concentracion de 2x10° células viables/pozo, en placas de 96 pozos para cultivo
(marca Corning), las células fueron cultivadas con medio solo, como control negativo,
con concanavalina A (1 pg/ml) como control positivo, con antigeno de T.solium (10 ul) y
con la vacuna S3Pvac-papaya (10 pg/ml), por 5 dias a 37°C con 5% de CO, (47),
posteriormente se efectud la técnica de MTT para el ensayo de proliferaciéon celular de
acuerdo al protocolo, en donde se uso para este fin el Kit CellTiter 96® Non-Radioactive
Cell Proliferation Assay (Promega) este ensayo se basa en la ruptura (reduccion) de la
sal de tetrazolium (3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) en un
producto coloreado azul (formazan) por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, las placas se leyeron en un lector para placas de 96 pozos a una
Densidad éptica (D.O.) de 570 nm. Los resultados fueron presentados en D.O. y
transformados a indices de estimulacion (I.S.) dividiendo el valor en D.O. de los
resultados obtenidos de las células estimuladas con los diferentes antigenos entre los
resultados de las células sin estimular, en donde se determino como valores positivos

de I.S. a los que fueran mayores a 1 y como negativos a valores menores de 1.

E. Descripcion Operativa del Estudio

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el laboratorio de
Inmunoparasitologia de la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla y en el Centro de Investigacion Biomédica de Oriente del Instituto

Mexicano del Seguro Social del periodo de Enero de 2007 a Enero de 2009.
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F. Procesamiento estadistico.

Los valores cualitativos fueron expresados en porcentajes (porcentaje de
porcinos con resultado positivo o negativo en ambos grupos), con intervalo de
confianza a 95%. Las comparaciones de los valores cualitativos independientes
fueron analizados por la prueba de Chi? o la prueba exacta de Fisher en los casos en

que la frecuencia esperada es menor que 5 en al menos una casilla.

Los programas estadisticos utilizados para las pruebas estadisticas fueron

SPSS (IBM Corporation, New York USA) y StatView (SAS institute, Cary USA).

Para cada analisis el nivel de significancia estadistica fue definido con un valor

inferior a 5 por ciento (0.05).
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Tabla 1: Definicién de la variable y escala de medicién.

G. Operalizacion de las variables

N%'\I;'SFEEEY DEFINICION DEFINICION ESB'ELA ANALISIS
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION ESTADISTICO
V. no Tiempo de cada uno de | Se va a seleccionar solo a | Nominal Porcentaje,

Paramétrica | los periodos en que se | cerdos menores de dos Chi?
halla dividida la vida. meses
Edad
V. no Condicién organica, | Se determinara por grupo | Nominal: | Porcentaje,
Paramétrica | masculina o femenina, de | cuantos porcinos | Hembras | Prueba
los animales y las plantas | incluidos en el estudio | y machos | Exacta de
Sexo son hembras y cuantos Fisher
son machos
V. Expresién de antigenos | Grupo vacuna: Se van a | Nominal
Independientel vacunales en  forma | suministrar por via oral
estable en el genoma de | 250mg/c péptido de la
Vacuna distintas plantas, en este | vacuna al tiempo O y 15
S3Pvac — | caso de la papaya. Esta | en dias.
papaya por | compuesta por 3 péptidos | Grupo placebo: se
via oral el Ktc1, Kic12 y el Gk1 suministrara iml  de
solucién salina isoténica
V. Antigeno es una molécula | Los resultados obtenidos | Nominal: |Porcentaje,
Dependiente | de superficie celular, que | del titulo de anticuerpos | positivo Prueba Exacta
puede inducir la | medido por densidad | y negativo |de Fisher
Titulo de | formacién de anticuerpos. | 6ptica a diferentes
Anticuerpos | Inmunoglobulinas son | tiempos por medio de un
IgG proteinas anticuerpo | lector de ELISA vy
altamente especificas que | transformados a valores
son producidas en | cualitativos determinando
respuesta a antigenos | si son positivos 0 no a un
especificos aumento de anticuerpos,
por medio del promedio
de los controles +2 DE.
V. Inmunidad celular es una | Se evalud la proliferacién | Nominal: [Porcentaje
Dependiente | forma de respuesta | celular  especifica po | positivo Prueba Exacta
inmunolégica adaptativa | medio de Densidad éptica | y negativo [de Fisher
Perfil mediada por células de | (DO), la cual se
Inmunoloégico| linfocitos T. Actda como | transformo en IS, en
Celular mecanismo de defensa | donde se determino la

Proliferacion
celular

en contra de los
microorganismos

intracelulares capaces de
sobrevivir y proliferar en

el interior de los fagocitos

y ofras células del
huésped, lugar al que no
tienen acceso los

anticuerpos circulantes.

presencia o ausencia de
estimulacion celular

59




Evaluacion de la capacidad inmunogénica de la vacuna
S3Pvac-papaya contra la cisticercosis porcina

VIll. RESULTADOS

1. Organigrama

Se vacunaron un total de 32 porcinos hembras y machos de la comunidad de
San Andrés Azumiatla, Puebla, de los cuales murieron durante el estudio 5 por
diferentes causas (venta, accidente, etc.), en el presente organigrama podemos
observar a los diferentes tiempos del estudio en el que se presentaron las perdidas,
contando al final del estudio con 27 porcinos de ambos grupos, de los cuales 15
fueron del grupo vacuna y 12 del grupo placebo. Asi mismo cabe destacar que en
las muestras se encontraban hemolizadas o presentaron

algunas pruebas

problemas a la hora de separar los linfocitos por lo que no se pudieron procesar.

Aleatorizacion

v v

Grupo Placebo
16 porcinos

Grupo Vacuna
16 porcinos

-
Calculables

' 'd
Dia0 Calculables Perdidas
(TO) 14 vivos 2 mue 16 vivos
. "
A4 l A
g 'S s
Dia 15 Calculables Perdidas Calculables
(T15) 13 vivos 1 mue 16 vivos
\ " .
A4 l A l
'S 's 's
Dia30 Calculables Perdidas Calculables Perdidas
(T30) 12 vivos 1mu 15 vivos 1mu
\ L L.

Figura 9: Organigrama del estudio.

60




Evaluacion de la capacidad inmunogénica de la vacuna
S3Pvac-papaya contra la cisticercosis porcina

2. Comparacién entre los grupos vacuna y placebo (control)

a los diferentes tiempos del estudio

En la tabla 2 presentamos los resultados obtenidos por ambos grupos en un
estado basal (antes de la vacunacion), en donde se evalud la respuesta inmune
celular (con el ensayo de proliferaciéon celular) y la respuesta inmune humoral (con la
técnica de ELISA), los resultados obtenidos se analizaron de acuerdo a lo
mencionado en materiales y métodos, asi mismo incluimos el analisis con la variable

sexo, para ver si esta influye en los resultados.

Desde el tiempo TO encontramos una diferencia significativa con respecto al
sexo de los porcinos. Asi los analisis cualitativos, fueron ajustados con esta variable
para eliminar un eventual efecto del sexo sobre los niveles de repuesta celular o

humoral.
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Tabla 2: Caracteristicas iniciales (a tiempo T0) de los lechones por grupo.

Caracteristicas al tiempo TO Grupo Placebo Grupo Vacuna P-Valor

Sexo, n (p%) 0,04
Hembra 8 (66,7%) 4 (26,7%)

Macho 4 (33,3%) 11 (73,3%)
REPUESTA CELULAR N=12 N=15
Antigeno Con A, n (p%) NS

Positivos 10 (83,3%) 13 (86,7%)

Negativos 2 (16,7%) 2 (13,3%)

Antigeno Ag TS, n (p%) NS
Positivos 9 (75,0%) 9 (60,0%)

Negativos 3 (25,0%) 6 (40,0%)

Antigeno VP, n (p%) NS
Positivos 9 (75,0%) 12 (80,0%)
Negativos 3 (25,0%) 3 (20,0%)

Antigeno NP, n (p%) NS
Positivos 5 (41,7%) 6 (40,0%)
Negativos 7 (58,3%) 9 (60,0%)

REPUESTA HUMORAL N=14 N=16

Antigeno VP, n (p%) NS
Positivos 1(7,1%) 1(6,3%)

Negativos 13 (92,9%) 15 (93,7%)

m: promedio; de: desviacion estandar; n: efectivos; p%: porcentaje; NS: No
significativo.
Con A: Concanavalina A, Ag TS: antigeno de Taenia solium, VP: Vacuna

S3Pvac-papaya, NP: Planta no transgénica
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Al tiempo T15 (tabla 3) la repuesta celular y humoral con la vacuna (VP) como
antigeno, fueron encontrados significativos, entre los grupos experimentales,

respectivamente con p=0.0085 y p=0.0476.

Tabla 3: Resultados del analisis de la repuesta humoral y celular al tiempo T15

por grupo.
Caracteristicas al tiempo T15 Grupo Placebo Grupo Vacuna P-Valor
REPUESTA CELULAR N=12 N=15
Antigeno Con A, n (p%) NS
Positivos 11 (92%) 11 (73%)
Negativos 1 (8%) 4 (27%)
Antigeno Ag TS, n (p%) NS
Positivos 8 (67.0%) 7 (47.0%)
Negativos 4 (33.0%) 8 (563.0%)
Antigeno VP, n (p%) 0.0085
Positivos 5 (42.0%) 14 (93.0%)
Negativos 7 (58.0%) 1(7.0%)
Antigeno NP, n (p%) NS
Positivos 2 (17.0%) 4 (27.0%)
Negativos 10 (83.0%) 11 (73.0%)
REPUESTA HUMORAL N=13 N=16
Antigeno VP, n (p%) 0.0476
Positivos 0 (0%) 5 (69.0%)
Negativos 13 (100%) 11(31.0%)

m: promedio; de: desviacion estandar; n: efectivos; p%: porcentaje; NS: No
significativo.
Con A: Concanavalina A, Ag TS: antigeno de Taenia solium, VP: Vacuna

S3Pvac-papaya, NP: Planta no transgénica
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Al tiempo T30 (tabla 4), solo la repuesta inmune celular con la VP como
antigeno fue encontrada estadisticamente significativamente diferente entre los

grupos placebo y vacuna, con p=0.0192.

Tabla 4: Resultados del analisis de la repuesta humoral y celular al tiempo T30

por grupo.
Caracteristicas al tiempo T30 Grupo Placebo Grupo Vacuna P-Valor
REPUESTA CELULAR N=12 N= 15
Antigeno Con A, n (p%) NS
Positivos 9 (75%) 8 (53 %)
Negativos 3 (25%) 7 (47%)
Antigeno Ag TS, n (p%) NS
Positivos 1(9.0%) 2 (13.0%)
Negativos 10 (91.0%) 13 (87.0%)
Antigeno VP, n (p%) 0.0192
Positivos 1(8.0%) 8 (53.0%)
Negativos 11 (92.0%) 7 (47.0%)
Antigeno NP, n (p%) ----
Positvos e e
Negativos 12 (100%) 15 (100%)
REPUESTA HUMORAL N=12 N=13
Antigeno VP, n (p%) NS
Positivos 4 (33.0%) 2 (15.0%)
Negativos 8 (67.0%) 11(85.0%)

m: promedio; de: desviacion estandar; n: efectivos; p%: porcentaje; NS: No
significativo.
Con A: Concanavalina A, Ag TS: antigeno de Taenia solium, VP: Vacuna

S3Pvac-papaya, NP: Planta no transgénica,
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3. Porcentaje de porcinos con elevacion de anticuerpos
entre los grupos vacuna y control a los diferentes tiempos del

estudio.

En las graficas que a continuacion se muestran se encuentran presentados por
grupo y expresados en porcentaje los porcinos que tuvieron una elevacion en el
titulo de anticuerpos positivos con respecto a los controles de la prueba de ELISA y

cuantos de ellos fueron negativos a los diferentes tiempos del estudio.

93% S4% 93%

M Negativo

O Positivo

7% 6% 7%

Placebo Vacunado Total

Grafica 1. Porcentaje de titulo de anticuerpos positivos para el tiempo O con la

vacuna como antigeno.

En donde se puede observar que ambos grupos se encuentran en situaciones

similares, sin tener un cambio significativo.
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O Positivo

31%
179
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@]
I T O I |

Placebo Vacunado Total

Grafica 2. Porcentaje del numero de porcinos con titulos de anticuerpos

positivos y negativos en el tiempo 15.

En donde observamos en el grupo vacuna aumento con respecto al grupo

placebo en el numero de porcinos que tuvieron elevacion en el titulo de anticuerpos.

100

90 85%

80 | o

20 | 67%

60 -
2 50 W Negativo

40 o -
20 | 33% 545 [ Positivo

>0 4 15%
10 -

76%

Placebo Vacunado Total

Grafica 3. Porcentaje de porcinos con titulos de Anticuerpos positivos y

negativos al tiempo 30.

En donde en el grupo vacuna en comparacion del grupo placebo se encuentran

en menor porcentaje el numero de porcinos con anticuerpos elevados.
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4. Proliferaciones entre los grupos vacuna y control a los

diferentes tiempos del estudio, con diferentes antigenos

Las graficas siguientes muestran los resultados obtenidos por densidad 6ptica

asi mismo el nivel de estimulacion (los resultados encima del umbral reflejan una

positividad).

& Placebo

< Vacuna

Cel. Solas
=
1]
1

043%8I1d 0L | gy
BUNOBA 0L |
00228|d GL1
BUNOEA GLL {0
0gade|d ocL WD @
eunoep og] | D

Tiempo

Grafica 4. Densidades Opticas obtenidas por las células sin estimular a los

diferentes tiempos en cada grupo.
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Grafica 5. indices de estimulacién y umbral de estimulacién (linea) con
Concanavalina A.

En donde al estimular las células con CoA, observamos aumento en los indices

de estimulacion de las células de los porcinos vacunas y placebos a los diferentes

tiempo en cada grupo.
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Grafica 6. indices de estimulacién y umbral de estimulacion (linea) con el AgTS
a los diferentes tiempos en cada grupo.

En donde se muestra para ambos grupos estimulaciones en los tiempos 0 y 15.
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Grafica 7. indices de estimulacién (IS) obtenidos con VP a los diferentes

tiempos en cada grupo y el umbral de estimulacion (linea).
En esta grafica podemos observar para el grupo vacuna hay estimulacion
celular en los tiempos 15 y 30, mientras que en el grupo placebo al tiempos 15 un

par de porcinos presentaron estimulacion celular.
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Grafica 8. indices de estimulacion para células estimuladas con NP y umbral de
estimulacion (linea) por grupo.

Aqui podemos observar que el comportamiento con la planta no transgénica

(NP) en ambos grupos es similar y no se observa una elevacion importante en la

estimulacién de las células con NP a los diferentes tiempos.
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5. Comentarios sobre los resultados

A. Repuesta humoral

Con respecto a los resultados obtenidos al analizar la produccion de
anticuerpos ocasionada por la respuesta inmune humoral que se desencadena a
causa de la vacunacion, demostrada en nuestras graficas (de la 1 a la 3), en donde
podemos observar el comportamiento de las muestras con respecto al tiempo y al
titulo de anticuerpos, asi mismo podemos ver por grupo el porcentaje de positivos y
negativos. En donde para el tiempo 0 (grafica1) se encuentran sin diferencia en el
titulo de anticuerpos tanto para los grupos vacuna, como para los placebo. Al
analizarlo con la prueba exacta de Fisher dio un resultado estadisticamente no
significativo (p> 0.999). Quince dias después de la administracion de la primera
dosis de vacuna, se observo aumento en el titulo de anticuerpos en el grupo
vacuna, a diferencia del grupo placebo, en donde obtuvimos una p= 0.047. Este
resultado nos demuestra que hay una diferencia estadisticamente significativa,
aunque esta se encuentre cercana al limite de significancia de 0.05. Sin embargo
para el dia 30 no existe diferencia entre ambos grupos con respecto al titulo de
anticuerpos, asi la diferencia entre ambos grupos carece de significancia estadistica

(p=0.378).
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B. Repuesta celular

Por otra parte el analisis de la respuesta inmune celular realizado por medio de
la proliferacién de linfocitos, en donde los resultados fueron transformados de
densidad éptica a indices de estimulacion (por medio de la ecuacion anteriormente
mencionada en la metodologia) y se les analizo con una prueba estadistica
apropiada para cada caso. A las células estimuladas con el antigeno de T. solium y
con la planta no transgénica, se les realizo el test de exacta de Fisher, en donde
obtuvimos para ambos antigenos a diferentes tiempos un resultado estadisticamente
no significativo. Sin embargo para las células estimuladas con la vacuna en los
tiempos 15 y 30 obtuvimos resultados estadisticamente significativos de p=0.0085 y

p=0.0192 respectivamente.

Como podemos observar en los graficos mostrados existe variabilidad entre la
respuesta presentada entre el grupo vacuna y el grupo placebo, en donde hay que
destacar que no solo entre los grupos se da esta variabilidad, sino también entre
cada miembro de los grupos, pudiendo evidenciarse con mayor facilidad en las

graficas de indices de estimulacion.
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IX. DISCUSION

La vacuna S3Pvac se ha evaluado en sus diferentes versiones, en donde solo
algunas de ellas han sido realizadas en campo y han demostrado su efectividad en
porcinos expuestos a infectarse naturalmente, una de las vacunas evaluadas en
campo y que demostré su efectividad es la vacuna S3Pvac sintética, la cual redujo
la prevalencia de parasitos en un 50%, asi como ocasionar dafios a cisticercos
establecidos, lo cual fue demostrado por medio de necropsia, (31), también ha
demostrado tener propiedades terapéuticas (50). En porcinos experimentalmente
infectados redujo del 94 al 38% por ciento de cisticercos vesiculares y observandose
calcificados del 95 al 100% de los parasitos en cuatro de cinco cerdos tratados. Otra
versidn mas reciente probada en campo fue la vacuna S3Pvac expresada en fagos
filamentosos recombinantes (M13), que demostrd para la cisticercosis experimental
murina y porcina niveles de proteccién y una reduccién del 87% el numero de

cisticercos (35, 36).

En un experimento controlado en donde se evaluo la respuesta inmune TH1 y
TH2 debido a la vacunacion de porcinos, se demostré aumento importante en la
produccion de los niveles de anticuerpos especificos contra los antigenos vacunales,
el cual se mantuvo desde el dia 7 (posteriores a la primera inmunizacion) y durante
todo el experimento (46). En nuestro proyecto, en contraparte carecimos de una
respuesta sostenida. La respuesta dada de la producciéon de anticuerpos, debido a

la vacunacién, fue encontrada e estadisticamente significativa al tiempo 15 en el
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grupo vacuna. En ese tiempo, los niveles de anticuerpos contra S3Pvac-papaya
muestran una tendencia a aumentar en los porcinos vacunados, lo que nos indica
que el porcino ha estado en contacto con la vacuna a diferencia del grupo placebo.
Al contrario de lo que se esperaria, que se mantuviera el titulo elevado de
anticuerpos o estos tendieran a aumentar en los posteriores dias debido a una
segunda inmunizacién, en el tiempo 30 el titulo de anticuerpos encontrados en
sangre periférica se encuentra disminuyendo en algunos porcinos vacunados. Asi
mismo al analizar la respuesta inmune celular (con indices de estimulacién celular
positivos), en donde comparamos al grupo vacuna contra el grupo placebo con los
diferentes antigenos, el unico antigeno con el que obtuvimos una diferencia
significativa entre ambos grupos fue con VP al tiempo 15 y 30. Sin embargo los
indices de estimulacién (grafica 7), se encuentran ligeramente elevados sin llegar a
ser titulos altos, lo cual corresponde a valores de indices de estimulacién iguales o
mayores a 5, también vemos que los indices estan disminuyendo en el tiempo 30
con respecto al tiempo 15, comportandose en las respuestas tanto humoral como
celular con tendencia a disminuir, lo cual nos hace sospechar de la baja
inmunogenicidad de esta vacuna, por lo que podria ser necesario aumentar el
numero de muestra para tener mas potencia estadistica (o tener un error de type |l

menor) para confirmar esto.

Otro punto a considerar es que nuestro proyecto se llevo a cabo en condiciones
reales de transmision, en donde a diferencia de condiciones experimentalmente
controladas, los porcinos se encuentran mal alimentados, estresados y expuestos a

ingerir huevos de tenia en diversas ocasiones. Esas condiciones podrian explicar el
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aumento de anticuerpos en el grupo control al dia 30, que sugiere que el porcino ha
estado en contacto con el parasito en algunos casos. Asi mismo podriamos pensar
en la posibilidad de evaluar situaciones de inmunosupresion que pudieran estar

influyendo en los resultados en los porcinos de ambos grupos.

En contraste con estudios anteriores en donde determinan que la vacuna
S3Pvac promueve la produccién de citocinas proinflamatorias por medio de una
respuesta proliferativa celular especifica (46), la cual causa proteccion en contra del
parasito y que también podria participar en controlar la instalacién asi como el

desarrollo del mismo (46).

S3Pvac-papaya ha sido probada en un protocolo murino y ha demostrado a
través de la vacunacion oral ser capaz de obtener la inmunidad sistémica y la
proteccion contra la cisticercosis murina en condiciones experimentales (47),
aplicada en dos dosis reduciendo la cantidad de parasitos en mas del 90% y mas del
70% de los murinos estaban totalmente protegidos (40). Cabe recordar que a pesar
de que la T.crassiceps es causante de la cisticercosis murina y la T. solium de la
cisticercosis porcina y humana, estas poseen ciclos de vida muy similar y sus
antigenos presentan reactividad cruzada con los antigenos de cisticercos de
T. solium (21, 22). Existen diferencias entre estos dos modelos que hay que tomar

encuentra a la hora de analizar los resultados y evaluar las vacunas.
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1. Limitaciones

Las limitaciones que encontramos en este estudio se encuentran relacionadas
a determinadas ocasiones, en que el hecho de que una prueba no sea
estadisticamente significativa, también nos sugiere principalmente una falta de
potencia estadistica. Asi después de nuestro trabajo parece posible determinar las
hipotesis y los valores necesarios para el célculo de tamafio de la muestra con
suficiente potencia que evidencie una diferencia entre ambos grupos. Para en un
futuro estudio, poder demostrar diferencia entre los grupos vacuna y placebo, al
tiempo T15 con la hipotesis de tener los mismos resultados que los que fueron
encontrados durante nuestro estudio (34% de estimulaciéon en el grupo vacuna y
17% en el grupo placebo), el tamafio necesario con una potencia de 90% es de 137
lechones por grupo (48). Lo que representa un total de 274 lechones. Para tener
realmente este tamafio al momento del analisis estadistico con la hipétesis de una
pérdida de 10% del numero de efectivos es necesario incluir 301 lechones, lo que
representa diez veces el tamafo que incluimos en nuestro trabajo.

Por otra parte, encontramos desde el inicio de nuestro estudio (TO) una
diferencia significativa entre los grupos por el género, a pesar de la randomizacion.
El género es también un factor importante ya que algunos autores sugieren que
podria estar implicado en las capacidades immunogénicas (51), por lo que tenemos
que tomar esta diferencia en cuenta para la realizacion de nuestras pruebas

estadisticas. Proponemos en un futuro experimento realizar una randomizacion
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equilibrada para el sexo, ya que se sospecha que juega un papel importante en la

estimulacién inmunoldgica.

La limitacibn mas importante de este trabajo es el carecer de un seguimiento
mayor a los 30 dias, incluso seguir a los porcinos hasta su etapa adulta para saber la
proporcion de porcinos infectados en cada grupo por medio de necropsia, asi mismo
se podria revisar en organos linfoides secundarios la presencia de células de
memoria (las cuales tienden a ser mas duraderas y por ellos pueden responder
rapidamente a una segunda exposicion al antigeno) y células plasmaticas (las
cuales producen anticuerpos especificos). Cabe destacar también que todos los
precedentes estudios de vacunacidon no demostraron la capacidad de los

anticuerpos de dafar al parasito (46).

2. Puntos positivos

La importancia de los resultados mostrados en este estudio radica en que este
fue realizado en circunstancias que no serian posibles reproducirlas en un estudio
controlado (ya que estas situaciones son las que prevalecen en el uso real de una
vacuna en campo), por lo que con esto obtenemos un panorama mas amplio de la
respuesta inmunolégica que se desencadena con la vacuna S3Pvac-papaya y de la
efectividad de dicha respuesta en los porcinos.

Ademas de prevenir algunos factores que podrian causarnos confusion a la

hora de evaluar vacunas.
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X.  CONCLUSIONES

La vacuna S3Pvac- papaya evaluada en porcinos demostré tener una
respuesta inmunoldgica celular, que en estudios futuros podriamos reevaluar con un
tamafo de muestra mas grande y por un seguimiento de mas tiempo, incluyendo
como se ha realizado en estudios posteriores desafio de los porcinos con huevos de
T. solium y posteriormente sacrificar a los porcinos y en la necropsia hacer recuento
de cisticercos en cada porcino de ambos grupos y por medio de histologia

determinar en qué estadio de destruccion se encuentran.
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Xl. BIOETICA

Los animales fueron tratados conforme lo designa la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones para la produccion, cuidado y uso de
animales que informa que cada institucion de investigacién que utilice animales de
laboratorio se establece las medidas especificas pertinentes de bioseguridad y salud
ocupacional de acuerdo con su situacion particular determinada por su Comité de
Bioseguridad, su Comité Interno de Cuidado y uso de animales de laboratorio y su

area administrativa encargada de las relaciones laborales.
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XIll.  ANEXOS

1. DETERMINACION DE PREVALENCIA DE
CISTICERCOSIS PORCINA EN EL ESTADO DE PUEBLA

Nombre del técnico: Fecha:

Nombre del propietario:

Municipio: Localidad: Domicilio:

Los cerdos deambulan libremente: Si No

Suministro de agua: Tuberia__ Pozo__ Barrancay rios otros

Tipo de alimentacion: Concentrado: _ Escamocha: Maiz: otros:

Origen del porcino: Local: Otro municipio: Otro estado:

Destino: Autoconsumo: Mercado Local: Rastro: Intermediario:

Informacién de los porcinos criollos:

No | Edad Sexo: Estado reproductivo: No. de Fecha de Raza Peso Diagnostico en
(afios, M= Macho | MC=Macho castrado partos castracion Predominante | aproximado | lengua
Meses) H= ME=Macho entero (ensu (en su caso) (Kg.) 1=Neg.
Hembra MG=Hembra gestante caso) 2 =post. Menos
HL=Hembra lactando de 3
HNG=Hembra no 3=post. Mas de
gestante 3
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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2. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION

Puebla, a de del 20

Por medio de la presente, acepto participar de manera voluntaria en el proyecto de investigacién
titulado: EVALUACION DE LA CAPACIDAD INMUNOGENICA DE LA VACUNA ORAL
CONTRA LA CISTICERCOSIS PORCINA S3PVAC EXPRESADA EN PAPAYA, me
informaron que este estudio tiene como objetivo: Evaluar en cerdos nativos (criollos), y la respuesta
inmunoldgica inducida por vacunacion por via oral, con la vacuna sintética (S3Pvac) en cerdos
expuestos al desafio natural mantenidos en comunidades rurales del Estado de Puebla. Esta
informacién nos permitird considerar a la vacunacion como herramientas para reducir el control de
esta zoonosis.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en autorizar que me realice una encuesta en la cual
se recabara la informacion sociodemogréfica, inspeccion y edad de mis porcinos con la finalidad de
conocer si los cerdos tienen cisticercosis. Asi como la toma de muestra de heces y sangre de mis
porcinos para su posterior analisis. Declaro que se me ha informado ampliamente sobre las posibles
molestias y beneficios derivados de la participacion en el estudio.

El investigador principal del estudio me ha hecho saber que tengo derecho a realizar cualquier
pregunta sobre el avance del proyecto en cualquier momento. También me informaron que toda la
informacion recabada, sera estrictamente confidencial, por lo que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven del estudio.

Nombre y firma del participante

Investigador principal

Nombre y firma del testigo
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