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RESUMEN

Las investigaciones sobre cisticercosis po-
drian resultar en una vacuna que disminuyera el ries-
go de padecer esta enfermedad. Es necesario empezar
con maodelos experimentales que faciliten su disefio.
El modelo empleado en el presente trabajo fue el
cisticerco de Jaenia cravoicens adaptado a la cavi-
dad intraperitoneal de ratones. Se estudiaron dife-
rentes condiciones de vacunacion, evaluandose: do-
sis (100,200 y S00 pg/raton), via de administracion
(subcutinea e intraperitoneal), fuente de antigenoc
para vacuna (cisticercos de J. crasscicens y cisti-
cercos de Taenia oselium), tiempo de accidn de la
vacuna (30 y 460 dias) y efecto de sexo.

Los resultados obtenidos mostraron una dis-~
minucién de la carga parasitaria en los animales va-
cunados en contraste con los controles, y en espe-
cial cuando se vacund con extracto antigénico de
cisticercos de J. solium administrado por via sub-

‘cutanea, con dosis de 500 pug/ratén o con el cisti-
cerco de J. vawsoicens Por via subcutanea con dosis
de 100 ug/ratén. Con esto se muestra una inmunopro-
teccién cruzada entre ambos parasitos. Respecto al
sexo, se encontraron diferencias de susceptibilidad
a la infeccidén, siendo los machos laos mas refracta-
rios a enfermarse, aunque con la vacunacién ambos
sexos se ven igualmente protegidos.

La respuesta inmune humoral evaluada por ELISA
e inmunoelectrotransferencia, no mostrd ser la efec-
tora de la proteccién de los animales.

Se concluye que la vacuna si protege y lo ha-
ce por igual tanto en hembras como en machos y que
la diferencia de susceptibilidad ohservada entre am-

bos sexos no estd mediada inmunolédgicamente.
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INTRODUCCION

€l objetivo inmediato de este trabajo es eva-
luar la capacidad de la vacunacidn en reducir el
riesgo o la gravedad de la cisticercosis experimen-—
tal del ratén. De concluirse positivamente, la va-
cunacién se aplicaria a lechones expuestos a desa-
f1{0s naturales en situaciones de alta incidencia.
De reducir el riesgo o nivel de parasitosis en el
cerdo, la vacunacién interrumpiria el ciclo de
transmisién de la Jaenia occlium y podria pensarse
a futuro la posibilidad de aplicarla tambiéen en hu-
manas.

La cisticercosis causada por la larva de Jaenia
oelium (Cyoticencus cellulsoae) es una de las para-
sitosis de mayor importancia para la salud humana y
economia de la porcicultura en México (Aluja,A. et
ad. 1986} .

La mAsS grave de las cisticercosis es la neuro-
cisticercosis huména, que consiste en el estableci-
miento del parasito a nivel de Sistema Nervioso
Central. En Mérxico y otros paises de escaso desa-.
rrollo, la neurocisticercosis se presenta con rela-
tiva frecuencia (Aluja,f., e al 19685) y es gene—
ralmente de consecuencias fatales, ya que si bien se
cuenta ya con firmacos parasitotdxicos efectivos
(Escobedo,F., & af 1982), no se han encontrado las
medidas terapéuticas que controlen los dafos que o-
casiona el cisticerco en el tejido cerebral (Aluja,
A., e al, 1983) (Apéndice 110

TJaenia oelium es un parasito helmintico obli-
gado, cuya reproduccidén sexual se lleva a cabo en

el hombre (huésped definitivo) y su estadio larva-
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rio, el cisticerco, se alocja preferentemente en
tejido muscular y cerebral, tanto del hombre como
del cerdo (huéspedes intermediarios). La cisticer-
cosis se adquiere por la ingestiéon de huevecillos
de Jeenia oslium excretados en las heces de los
portadores del parasito adulto. La enfermedad se
transmite principalmente en lugares con condiciones
higiénicas y habitacionales desfavorables, donde se
practique el fecalismo al aire libre. Se considera
que las Areas mas afectadas carresponden a regiones
de Asia, Africa y América Latina (Aluja,A., & a{
1985). Se han estimado cuantiosas pérdidas origina-
das por cisticercosis porcina, puesto que la
prevalencia de un alto indice de infeccidn en el
animal, trae como consecuencia la necesidad de
desecharlo e incinerarlo (Acevedo,A.,1982; Tay,J et
aly, 1985%5; Aluja,A. e aofy, 1985).

Muchos autores han mencionado que las medidas
de control para combatir la transmision de la
cisticercosis, estriban en la identificacién y tra-
tamiento del teniAsico, e} saneamiento de la porci-
cultura y la lucha contra la contaminacién fecal
del ambiente y los alimentos. S§in embargo, debido a
la alta incidencia de la enfermedad, en una
sociedad donde la mayor parte de la pablacién
corresponde a la clase socioeconémicamente baja,
con cinturones de aiseria marginados distribuidos
en todo el pais, y con muy pocas posibilidades in-
mediatas de unificacién social, la educacion de las
masas conducente a un cambio radical de conducta
parece ser utédpica.

Por otro lado, las medidas terapeéuticas con

las que se cuenta, rara vez resultan en un resta-
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blecimiento total del enfermo (Escobedo,fF., et o,
1982). De ahi la necesidad de encontrar otros re-
cursos que puedan proveer de proteccidn tanto a los
cerdos como a la poblacién humana.

Un procedimiento que puede interrumpir el
ciclo de vida del parasito, y asi{ disminuir el
riesgo tanto individual cono comunitario de
contraer una enfermedad infecciosa, seria la
vacunacién de los huéspedes intermediarios como el
cerdo. La vacuna implica la administracién delibe-
rada de un organismo patégeno atenuado, inactivado
o sus derivados, que pueda inducir én el receptor
una respuesta inmune que impida el establecimiento
del parasita una vez que éste ha penetrado en el
organismo (Larralde,C., Flisser,A., and Pérez,M.,
1982).

La vacunacion es una medida que aprovecha la
existencia de la respuesta inmune del organismo.
Debido a que la enfermedad es un proceso que de-
pende de varios factores como los inmunolégicos,
técnicos, temporales y sociales (Escobedo,F., & af
1982), el presente trabajo pretende aprovechar la
respuesta inmune del huésped para interrumpir el
ciclo de vida del parasito (Apéndice IV).

Pensar en una vacuna contra la cisticercosis
implica primero considerar todos los factaores que
estan involucrados en la enfermedad, asi como un
aspecto de adaptacién muy importante entre los pa—
rasitos, es decir, la capacidad de evadir la res-
puesta inmune del huésped, y segundo comprender los
mecanismos de la relacién huésped~parasito en esta
enfermedad (Apéndice ).

tas perspectivas de vacunacidn contra parasi-—
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tosis, se han incrementado en los ultimos afos, so-
bre todo en paludismo, leishmaniasis y babesiosis
(Timms,P. et al., 1984). Investigaciones recientes
de vacunacidén en cerdos informan una disminucidén en
el ndmero de c{sticercus establecidos después de la
administracién experimental de huevecillos (Molina-
ri, e af, 1983). AUN cuando no existen estudios
confiables que evaluen la posibilidad de vacunacidn
en el hombre o en el cerdo contra la cisticercosis
por J. oelium en situaciones experimentales, muchos
autores han manifestado que la respuesta inmune hu-—
moral juega un papel importante contra el estable-
cimiento temprano de larvas en otras cisticercosis
de animales (Musoke and Williams, 1975; Rickard and
Outteridge, 1974). E1 papel de la respuesta inmune
celular no ha sido evaluado.

El estudiar la relacidn céstodo-huésped y po-
der analizar las variables que participan en la
eficiencia de la vacunacidén, implica someter a una
pablacién de individuos a distintas condiciones de
experimentacién. Lo ideal seria estudiar esta rela-
cién en el hombre, sin embargo por cuestiones tanto
éticas como practicas, es preferible utilizar mode-
los de laboaratorio.

Freeman, en 1962, aislé de una infeccidén natu-~
ral, un céstodo perteneciente a la familia de loas
ténidos, denominado Jaenia crasoicenc. A partir de
entonces los metacéstodos se han empleado para fa-
cilitar el estudio de la relacidén céstodo-huésped,
as{ como la estimulacidn de la inmunidad a parasi-
tos y su utilizaciédn como modelos experimentales de
atras enfermedades par céstodos.

Las larvas de J'. cwooiceno ofrecen varias
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ventajas para pensar en ellas como un modelo
experimental de T oelium. En primer lugar,
podriamos mencionar su capacidad de reproducirse
asexualmente por gemaciones exdégenas en su estadio
larvario, praopiedad que ha permitido mantenerlas
facilmente en ratones de 1laboratorio por pases
intraperitoneales sucesivos (Freeman,R.S., 19&62).
En segundo lugar, se trata de un céstodo que
infecta a cAnidos como gusano adulto, y a roedores
en su forma larvaria (Freeman, R.S., 1962); auin
cuando se ha reportado un sélo caso excepcional de
la infeccién en el hombre (Freeman,R.S., 1973}, se
puede considerar que no ofrece ningun dafo
potencial para el mismo. Finalmente, un aspecto muy
importante, es que al estudiar la composicién
antigénica del cisticerco de J . crasoicens
(Montoya,R.M., e ol VII Congreso Nacional de
Inmunologfa, 1987), se ha encontrado que existe an-
tigenicidad cruzada entre el metacéstodo de 7.
craooicens y el de 7. oelium, y que las antigenos
que comparten pueden ser importantes tanto para el
diagnéstico como en la vacunacién.

Respecto al modo de accién de los anticuerpos
contra los cisticercos, las pocas observaciones
realizadas, difieren. radicalmente en sus posturas.
Por un lado Gemmell, M.A. y MacNamara,F. (1972},
manifestaron que existe una proteccion relativamen—
te elevada contra la larva del gusano adulto, y que
parece estar mediada por la inmunidad humoral prin-
cipalmente, impidiendo el establecimiento de los
estadios evolutivos tempranos. Los mismos autores
reconocen que los cisticercos madurcs parecen no

ser suscgptibles a la destruccién inmune. Chernin,
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J. (1977) postula por el cuntrarié que los anti-~-
cuerpos producidos por el huésped no parecen ser
efectivos contra la cisticercosis en ningun esta-
dio evolutivo ‘(Apéndice 1I).

Mas especi ficamente, el objetivo de este estu-
dio consiste en establecer si los antigenos comunes
entre las larvas de Jeenia cransicens y T. oslium
proveen de proteccién cruzada a ratones de la cepa
BALB/c inmunizados con un extracto crudo de fypod~
cercus cellulonae o cisticercas de 7. crasolcens ¥y
desafiados con una cérga parasitaria de cisticercos
de 7. cuasoicens. Determinar la ef\ciencxa de la
vacunacién a distintas dosis y administrada por di-
ferentes vias a distintos tiempos entre la vacuna-
cién y el desafio. Intentaremos establecer el papel
de la respuesta inmune humoral en esta parasitosis
e identificar por inmunoelectrotransferencia los

antigenos involucrados en la proteccidn.
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DISERO EXPERIMENTAL

£1 disefo experimental utilizado en este estu-
dio fue el completamente al azar (Bhattacharyya and
Johnson, 1977) en un arreglo factorial, y compren-
de dos tipos de variables: las variables de trata—

miento y las variables de medicidn,

1. VARIABLES DE TRATAMIENTO

a) Sexo Hembras, Machos
b) Via de inoculacidn Intraperitoneal, Sub~
cutinea

c) Tiempo entre va-

cuna y desafio 30, 60 dias
d) Dosis 100, 200 y 500 ug/ratdén
e)Antigeno de vacuna Cisticercos de 7.ocelium

Cisticercos de J.cwsoiceno

l.as combinaciones de todos los niveles de es-
tos factores (tratamientos) se estudiaron empleando
grupos de 10 ratones de la cepa BALB/c (10 repeti-
ciones por tratamiento), de 4-5 smemanas de edad,
manteniendo algunas variables constantes tales como
desafib (10 ci}tic-rco: de Jaenia craooicens via
intraperitoneal) y tiempo de evolucidén de la enfer—
madad (30 dias).

2. YARIABLES DE MEDIDA.
ta enfermedad se midié solamente por carga pa~—

rasitaria, y ésta de dos maneras:



a) %4 Eficiencia (E)

Prom.Parasitos esperado-Prom.Parasitos enceontrado
. X 100

E:
Prom. Parasitos esperado

b) % Riesgo individual (RI)

Nimero de ratones enfermos
X 100

Rl=
Nimero de ratones totales

y la respuesta inmune se midié de dos formas:
c) Anticuerpos reconocidos por ELISA (A 492 nm)
d) Bandas reconocidas por Innunonlcqtrotran--

fearencia

3. CONTROLES.

a) Animales vacunados no desafiados

b} Animales desafiados no vacunados

¢) Animales no vacunados no desafiados

Es importante hacer notar que la evaluacién de
la enfermedad tomando en cuenta el X de Eficiencia
valora la disminucién de la carga parasitaria de
los individuos vacunados en funcién de los no vacu—
nados. La evaluacién por Riesgo individual es mas
demandante ya que considera que un individuo esta
enfermo cuando presente al menos 1 parisito; es
decir, bajo este criterio estin tan enfermos aque-
llos individuos que presenten 1 paraisito como aque-—
llos que presenten 1000 parasitos o mas o menos.

9



4. ANALISIS ESTADISTICO.
Los resultados se analizaron por medio de un
modelo completamente al azar de efectos fijos (Men-

dez,I. 1981) que se representa a continuacién:

Yijklmn= y+Si*TJ*Ak*Dl#Vm*(ST)ij*(SA)ik*(SD)il#(SV)im+
(TA)jkO(TD)j1+(TV)j.*(hn)klO(AV)k-+(DV)l.0
®lijkimin

Donde: -

Y. . as la n-ésima observaciéon del nisero de pa-

ijklen

rasitos 0 titulo de Ac's o volumen de paras-
sitos en la m-ésima via de inoculacion de
la 1-ésima dosis de vacuna del k-ésimo an-
tigeno en el j-ésimo tiempo entre la vacu-
na y el desaftio para el i-ésimo sexa.

4 @8 la media general.

Si ws el efecto del i-ésimo sexo (i= H y M)

Ti os ®#] efecto del j-eésimo tiempo entre la vacuna
y #1 desafio (j= 30 y 460 dias).

Ak es el efecto del k-ésimo antigeno de vacuna (k=
cisticercos de 7. oelium y cisticercos de 7.
craooicens? o

D1 es el efecto de la l-ésima dosis de antigeno (1=
100, 200 y S00 ug/ratén).

Vm es @) efecto de la m—ésima via de administracién
de la vacuna (m= IP y SC).

[£-19]

las interacciones en dos sentidos de los factores.

ij’(S“)lk"""'""'*(DV)ln son los efectos de

'(ijklm)n es el error aleatoric dentro de todo el

modela.
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El método utilizado para el anilisis fue el de
minimos cuadrados descrito por Searle en 1971. Se
empled el paqu.té SAS (Statistical Analysis System)
adaptado para '!BH PC versiéon b&. ~

5. DIAGRAMA DE TRABAJO.

Cisticercos de Cisticercos de
Fe oolium T cravoicano
L / \ Eu sA
™~
Extracto sélido Fluido Sueros
vesicular de
\ Ratones
1ET
® \

VACUNACION DE RATONES BALB/c

!

DESAF 10

Fig. 1.
Esquema de flujo de matleriales y acciones.

Se muesira que de los cislicercos se obtuvo sepa~
radamentie extracto sélide y fluido vesicular. EL
primero empleado en la vacunacion de los animates
y ol segundo utilizade comc ant{genoc para detec-

cidn de anticuerpos.
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MATERIALES Y METODOS

1. VALORACION DE LA EFECTIVIDAD DE LA YACUNA.

1.1 Vacuna de Jaendia crasswcens.
1.1.1. Pardsitos.

El metacéstodo de Jaenia crasoicens, variedad
ORF, aislado en 1957, y empleado en el presente
estudio, se obtuvo de un lote de parasitos manteni-
do por inoculacién intraperitoneal, en ratones hem-
bras, de la cepa BALB/c, infectados entre las 4-5
semanas de edad.

Los pases sucesivos se realizaron en hembras
porque en ellas crecen mas rapido (Freeman,R.,1962;
Sciutto,E., e af, V11 Congreso Nacional de Inmuno-
logfa, 1987), no son tan agresivas como los machos,
y consecuentemente hay menos muertes entre ellas.

fara la elahoracién de la vacuna, se llevaron a
cabo las siguientes acciones:

a) Colectar los metacéstodos de la cavidad intraperi-
toneal de hembras BALB/c, 40 dias después de la

infeccién.

b) Lavar la cavidad intraperitoneal con fosfato de
sodio O.1M-NaCl O.15M, pH 7.4 (PBS).

c) Lavar los metacéstodas 4 veces con PBS (para

disminuir las proteinas adheridas a la super-
ficie externa de los cisticercos).

d) Resuspender en PBS los cisticercos en relacidn
de 3:1 (ViV).

) Homogeneizar en un Polytron, cbteniendo un ex-
tracto crudo.

f) Determinar concentracidn de praotefnas y ajustar
a (2 mg/ml por el método de Lawry) (Lowry,D.H.,

12



et al.,y 1951).
g) Almacenar el extracto a —70°C, geparado en alf-
cuotas de 2 ml cada una hasta su uso.

1.1.2., Vacunacidn.

En la vacunacién se emplearon ratones de la
cepa BALB/c de ambos sexos, proporcionados por el
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédi-~
cas de la UNAM, de 4-5 semanas de edad, mantenidos
en grupos de 10 ratones del mismo sexo en jaulas
de policarbonato de 16 ¢m de area de piso, con una
tapa de barras tipo Cambridge de acero inoxidable,
tapados con filtros de poliésﬁer rigido tipo Kraft,
y provistos de alimento (Mouse Diet 5015 de Rals-—
tone Purina San Luis Missouri) y agua ad  liitum.

Para establecer si la dosis de la vacuna tenia
alguna relacién con la proteccidn se administraron 3
diferentes dosis: 100ug, 200ug y S500ug de proteina
del extracto crudo/ratén.

Como adyuvante se utilize AI(OH)3 en una
proporcion de 1.0 mg de Al(DH)3 paor 29.76 mg de
proteina total de vacuna.

Para evaluar la eficacia de la via de vacuna-
cién, se vacund un lote por via intraperitoneal con
0.2 ml y con las diferentes dosis de la vacuna, y
un segundo lote por la via subcutanea en el miem-—
bro posterior, cerca de los ganglios linfaticos con

las mismas dosis que para la via intraperitoneal.

al. Degafio.
Todos los ratones recibieraon por via intrape-
riténeal, 10 cisticercos de Jaenia cuasoicenc, me-—
nores de 2 mm , sin gemaciones, en un volumen de
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0.2 ml de PBS.

Con el fin de observar cuanto tiempo dura la
proteccién conferida por la vacuna, un primer gru-—
po de ratones sometidos a las condiciones anterio-
res fue desafiado 30 dias después de la vacuna, y a
un segundo sruéo se le desafid 60 dias después de

la vacunacidn.

1-.1.4. Muestras,
Todos los animales se procesaron 30 dias des-

pués del desafio de la siguiente {forma:

a) Anestesiar los ratones con éter.

b) Sangrar por el plexo retro-orbital; almacenar la
sangre a temperatura ambiente hasta la formacidén
del coigulo y luego a 4°C durante toda la noche.
Separar el suero del coagulo par centrifugacidn
(10 min a 2000 rpm) y almacenar on tubos de vi-—
drio a -20°C hasta su uso.

c) Sacrificar los ratones por dislocacién cervical.

d) Revisar la cavidad peritoneal, la cavidad pleural
y las génadas. Remover los cisticercos presentes
irrigando con PBS y recolectarlos en tubos gra-
duados.

e) Contar el numero de parasitos y medir el valumen
de cisticercos que portaba cada raten (Fig.2 y 3).

14



Fig. 2. Conteo del nimero de cisticercos.
Debido al gran tamafo que presenian los cisticer-
cos, me facilita su ‘recoleccidn y conteo, Como pue-
de obgervarve, el nimero de cisticercos se determi-

nd por succién con una jeringa.
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Fig. 3. Medicidn del volumen ocupado por los
cisticercos.

Nétese que la determinacidn del volumen se faci-

lita notablemente por la esiructura macroscdplca

del pardsito.
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Fig. 8. Medicidn del volumen ocupado por los
cleticercos.

Nétese que la determinacidn del votumen ee faci-

lita notablemente por la estructura macroacdpica

del pardsito.
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1.2. Vacuna de Jaenia oselium.
1,2.1. Pardsitos.

Para establecer si el cisticerco de 7. oellum
induce proteccidén cruzada contra el metacéstodo de
T aenia owooazné , un grupo de ratones se vacuna-
ron con antigenos de cisticercos de J. oelium y se
desafiaron con cisticercos de 7. nandicens.

Los cistiercos de 7. oelium provenian de cerdos
cisticercosos (Rastro de Industrial de Abastos, Fe-
rreria, Cd. de México), a los cuales se les extra-
jeron los metacéstodos 24 h después de la matanza.
Los cisticercos se disecaron del misculo esquelé—
tico del cerdo, evitando romper la pared vesicular,
y se liberaron de la capsula de tejido conectivo
que generalmente los recubtre. La recoleccidn se
realizd en FBS frio evitando exponerlos a la luz
solar y se lavaron 3 veces con PBS. Los caisticer-
cos, por medio de un FPolytron, se homogeneizaron
obteniéndose asi un extracto crudo que se mantuvo a
—70°C, separado en alicuotas de 2 ml cada una, has-

ta su uso.

1.2.2, VYagunacidn y recoleccion de mpuestras.

La vacunacidn se realizd en forma similar que
con Jaenia craoosicenss:

a) Emplear 3 diferentes dosis, 100,200 y S5G0 ug de
proteinas/ratén, con Al(DH)3 en la misma rela-
cidn, e inocular por via intraperitoneal y sub-
cutinea a ratones BALB/c de ambos sexos.

b) Desafiar con 10 metacéstodos de 7. cwsoiceno
por raton, todos mencres de 2 mm , 30 y 40 dias
&espués de la vacunacidn.

c¢) Sacrificar los ratones después de 30 dias del
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desafio.

d) Extraer la sangre de todos los ratones para
separacién y anadlisis del suero.

e) Determinar el nimero y volumen de parisitos

desarrol lados.

1.3. Controles experimentales.

1.3.1, Ratoneg vacunados, no desafiadgs (Control
de vacuna).

Con el objeto de establecer si.la vacuna-
cién, induce respuesta inmune,se inocularon ratones
BALB/c de ambos sexos con extracto de las larvas de
T'aenia cranoicens y Jaenia ocslium sn lotes por se—
parado, con las tres diferentes dosis, por via sub-
cutanea e intraperitoneal y se sacrificaron a los
30 y 60 dias después de la vacunacidén para analizar

el contenido de anticuerpos séricos.

1.3.2. Ratones desafiados, ng vacunados (Control de
desaffa).

Dos lotes de ratones de ambos sexos (con diez
individuos, cada uno) fueron desafiados con diez pa-
rasitos de 0.2 mm de disdmetro y sacrificados 30
dias después, para contar el numero esperado de
parasitos y la respuesta inmune a la infeccion.
Estos animales se emplearon para evaluara la efi-

ciencia de la vacunacidn.

2. RESPUESTA INMUNE HUMORAL DE LOS RATONES
INFECTADOS. SEROLOGIA.

La evaluacién de los niveles de anticuerpos de
los sueros y la identificacisn de los antigenos in-
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munogénicos se realizé por Ensayo Inmunoenzimatico
(ELISA).

De cada lote de 10 ratones sometidos a las mks—
mas condiciones, se seleccionaron 4 de los sueros
que presentaran menor grado de hemdélisis. Los sue—
ros se procesaron por triplicado y eﬁ cada sesién
se corrieron 4 placas con 12 sueros cada una (3
sueros de ratones de ambos sexos, vacunados y de-—
safiados y 5 de ratones vacunados-no desafiados con
las 3 diferentes dosis. Ademids se corrieron dos
muestras de sueros provenientes de ratones normales

en cada placa (sin vacunacion ni desafio).

2.1 Obtencidn del Antigeno para serologia.

El Ag empleado para el ELISA consistié en
liquido vesicular del metaééstodo de Joenia
cuavolicerno variedad ORF, el cual se obtuvo de
la siguiente manera:

a) Colectar cisticercos de la cavidad intraperito-
neal de un lote de ratones de la cepa BALB/c.

b) Lavar los cisticercos con PBS.

c) Centrifugar a 15 000 rpm durante 1 hora a una
temperatura entre 0-1Q°C.

d) Determinar el contenido de protefnas por el mé—

' todo de Lowry y ajustar a 9 mg/ml.

®) Almacenar a -70°C en alicuotas de 2 ml cada una.

2.2. Ensayo Inmuno Enzimitico.
E1l ELISA se realizé empleando placas de
Immulon con fondo en U de la siguiente forma:
a) Sensibilizar unos pozos con 100 ul del G‘uido
vesicular conteniendo 1% de proteina y aéros
con 100 ul de BSA al 174 en PBS) purifificada y
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b)

c)

d)

e)

£

h)

i

libre de inmunaglobulinas (Fig. 4).

Incubar las placas a 37°C 1 n y toda la noche a
4°C. Lavar 3 veces con PBS-Tween al 0.1% para e-
liminar ls proteinas no adheridas.

Adicionar a cada pozo 100 ul de BSA purificada
al 1% en PBS e incubar durante 2 h a temperatu-
ra ambiente. Lavar 3 veces con PBS—Tween 0.17%.
Incubar cada pozo con 100 ul de cada suero di-
luido 1320 en PBS-BSA al 0.1%, 2 h a 37%%. (Fig.
5). Lavar 3 veces con PBS-Twaeen.

Agregar a cada pozo 100 ul de anti-inmunoglobu-
lina de ratén biotinilada (Amersham), preparada
en carnero, diluida 1:2000 en PBS. Incubar las
placas 1 h a 37°C. Lavar 3 veces con PBS-Tween.
ANadir a cada pozo 100 ul de estreptnavidina-pe-
roxidasa (Amersham) diluida 112000 en PBS. In-
cubar th a 37°C. Lavar 3 veces con PBS-Tween.
Adicionar a cada pozo 100 ul de ortofenilendia-
mina (Sigma) 0.4 mg/ml y Hzo2 al 0.03% en amor-
tiguador de citrato fosfato (0.1M, pH 5), para
determinar la actividad enzimatica. Incubar 30
min a 37°C.

Agregar a cada pozo 50 ul de H2504 4 N para
detener la reaccién.

Determinar la absorbancia a 492 nm en el Proce-
sador AutomAtico "Behring para ELISA, cuantifi-

cando los anticuerpos anti-cisticerco unidos a

cada pozo.
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Fig. 4. sSensibllizacidn de los pozos en las placas
para ELISA utilizades en la evaluacidn del nivel
de Ac's. La sensibilizacidn con BSA al X se rea-
lizd con el objeto de determinar adherencias in-

especificas en un primer paso.
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Fig. 5, Tipo de muesiras evaluadas por ELISA.

Néteseo que para cada uno de los suercs se corre
control de BSA (de acuerdo con el esquema an-
terior), Las columnas $1 y 12 se tiralaron con
sueros de individuos no vacunados-no desafiados

tnormales),

22



2. 3. Inmuncel ectrotransferencia.

2.3.1. Elaboracidn de geles,
La electroforesis del fluido vesicular con

dodecil sulfaté sodico (SDS) y mercaptoetanol, se

realizé en geles de poliacrilamida (PAGE), en base

al siguiente protocolo (Larralde,C., &« af, 19846):

a) Preparar un gel inferior con acrilamida al 7% y
SDS al 0.1% y montarlo entre 2 placas de vidrio,
de tal manera que sus medidas sean 14 cm de lar-
go, 13 cm de ancho y 1.5 mm de espesor.

b) Permitir la polimerizacion del gel en forma
recta, adicionando unas gotas de isopropancl
sobre su luperficis'(aprnximadam-nta 43 min).

c) Lavar caon agua destilada 2 veces el borde supe-
rior del gel y adicionar amortiguador para su
conservacidn (Tris-Cl 0.37 M, SDS 0.1% ,pH 8),
dejar reposar toda la noche tapado.

d) Preparar el gel superior con 3% de acrilamida y
SDS al 0.062% (14 cm de largo, 2.5 cm de anchao y
1.5 mm de espesor. Colocar sobre el gel inferior
y adicionar isopropanol.

e) Permitir la polimerizacién (aproximadamente 30
min}) y lavar 2 veces con agua destilada.

2.3.2. Corrida Electroforética.

a) Adicionar a la camara electroforética el amorti-
guador Tris 0.25 M, glicina 0.192 M, SDS O.1Z,
PH 8.3.

b) Montar el sistema de geles en la camara electro-
forética.

c! Adicionar el antigeno previamente preparado a

volumenes iguales con una solucidn amortigua-
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dora (ver pag.141 ,Apéndice V), 2 ml totales por
gel y calentar a ebullicién 4 min.

d) Realizar la electroforesis a 20 V hasta que el
frente de corrida haya atravesado el gel supe-
rior (aproximadamente 1 h), y luego a 40 V has—
ta que el ant{geno llegque al borde inferior del
gel (2-3 h), manteniendo la temperatura a 10 %.

2:3.3, Iransferencis.

La Inmunoelectrotransferencia se llevo a cabo
sobre papel de nitrocelulosa a 2 A, durante &0
min en amortiguador Tris-Glicina, pH 8,35, mante-
niéndola a una temperatura menor a 37%. €1 Papel
con los antigenos transferidos, se guardé en BSA 3%
en PBS-Twean 0.3% durante toda la noche a 4°C.

2-3.4, Revelado,

a) Lavar 3 veces el papel de nitrocelulosa con PBS-
Tween 0.3%. Dejar secar.

b) Cortar e] papel en tiras de 0.3 cm cada una, pa-
ralelas al eje de migracién del antigeno.

c) Incubar cada tira con 100 ul de suero diluildo
1:20 en PBS, utilizando las mismas muestras que
para el ELISA, manteniéndolas 4 h en camara ha—
meda a temperatura ambiente.

d) tavar 3 veces con. PBS-Tween 0.3%.

e) Sumergir las tiras en una dilucidn en PBS 1:400
Anti-inmunoglobulina de ratdn biotinilada (Amer—
sham) e incubar a temperatura ambiente en agita-
cidén suave durante ! h. Lavar 3 veces con PBS-
Tween.

f) Sumergir las tiras en una dilucisén 1:400 de es-—

treptoavidina~-peroitidasa (Amersham) en PBS, incu-
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g)

bandolas 30 min a temperatura ambiente en agi-
tacién suave. Lavar 3 veces con PBS-Tween, y 2
veces con FBS.

Sumergir las tiras en la solucién de revelado
que contiene el sustrato (30 mg de o-cloronaf-
tol (Sigma)), 10 ml de metanol, 50 m! de PBS y
50 ul de H202, adicionados inmediatamente antes
de usarse. Los anticuerpos unidos a las bandas
de proteinas, se tifieron de color azul violeta
35~10 min después de la inmersidn de las tiras.

Lavar exhaustivamente con agua corriente.

2:3.3, Controles.

Durante la Inmunoelectrotransferencia se

manejaron 2 controles:

a)

b)

Contro] de electroforesis.—- Con el objeto de ver

si habia una adecuada separacidn de las bandas
protéicas a lo largo del gel, se separd una tira
de éste después de la corrida electroforética y
se tiNd con Azul de Coomasie durante 24 h a tem-
peratura ambiente, después de las cuales se des—
tifé con Acido acético al 10%Z para observar las
bandas de proteinas.

Control de transferencia.~ Para observar si las
bandas de proteinas separadas por electroforesis
se transfirieron a la matriz inmovilizadora, se
cortéd una tira de papel de nitrocelulaosa inme-
diatamente después de realizada la transferen-
cia, se lavd 2 veces con PBS-Tween al 0.3% du-
rante 10 min cada baflo, y se sumergidé en una so-
lucidn de tinta china diluida 1:1000 en PBS-
Tween durante toda la noche a temperatura am-
biente. Después de lo cual, se lavéd la tira ex-
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tensivamente con agua corriente durante 2 min ,

para examinar la presencia y posicidn de las

bandas.

2,3.6. Determinacidn de bandas antigénicas.

Se elaboréd un patrén de bandas (Fig. &) que
mostrara todos los antigenos reconocidos por los
sueros de los animales sometidos a los diferentes
tratamientos, asi como sus controles.

En base a este patron se determinaron las ban-—
das antigénicas reconocidas por los sueros de los
animales asi como la frecuencia de reconocimiento
de cada banda (FBi).

No. de veces que se reconoce

FB, =

No. total de individuos del grupo
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PATRON DE COMPARACION DE BANDAS
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Fig. o. Palrdn de reconocimiento de bandas
A la izquierda de la [igura -; muestra el pesc
molecular y la posicidn que ocupan diferentes
sustancias conocidas, a la derecha aparece el
patrdn antigénico de la inmunceleclrotransfe-

rencia.
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RESULTADOS



RESUL.TADOS

Los resultados que se muestran en las tablas
1,2,3 y 4 corresponden a las evaluaciones de nume-
ro de parasitos (N), volumen de cisticercos (V),
cantidad de anticuerpos (Ac’'s) y medias aritméticas
() en los animales sometidos a las diferentes va-
riables de tratamiento.

La Absorbancia a 492nm se repartara como canti-
dad de anticuerpos, debido a la propércionnlidad di-
recta existente entre sllas.

Los parametros de respuesta a la vacunacién de
los diferentes controles planeados en el diseMo ex—
perimental, asi como su respuesta inmune humoral,
se ilustran en las tablas 5,6,7,8,9 y 10,

Las tablas 5,6,7 y B corresponden al control
de vacuna, mostrando consecuentemente la lectura
de Absorbancia (A) a 492 nm (Ac’s) y su p.

En la tabla 9 se muestiran las variables (nu-
mera, volumen y Ac’'s) de los animales desafiados-
no vacunados (control de desafio).

Por ultimo, en la tabla 10, aparecen los valo-
res de Ac’'s medidos por ELISA y la u de los anima-—
les no vacunados-no desafiados (normales).

Con el fin de evaluar la eficacia de la vacuna

'Y su relacién con la respuesta inmune humoral, se
determinaron 4 variables de medida: a) Eficiencia
de ia vacuna; definida como la reduccién de la car-
‘ga pérasitaria respecto al control de desafia.

b) Riesgo individual, consideradc comc el porcentaje
de Animales enfermos dentro de un mismo grupo.

c) Ac’s (A 492nm) como medida de cuantificacién de
r-spuestQ inmune humoral. d) Bandas antigénicas re-

conocidas por inmunoelectrotransferencia (1ET).
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RATUHES BALB/c VALUHADOS COn EXTRALTO TOTAL DE UISTICERCOS DE T, caassiceps ORF VIA INTRAPEKITONEAL, UESAFIADOS
LON 10 CISTICERCOS DE t, crassicewa ORF Y SACRIFICADO> 30 DIAS POSTERIORES AL DESAFIO.
71empo de accidn .
de 1a vacuna: 30 dfas 60 dfas
| _Dosis*] 0 100 200 500 100 200 500
sexo | N N [ Ac N [] Ac N ] AC H [) Ac W v Ac N[V AC
0075 [o.u5[7 2.2 [1aa | 1.5 [ 1.451| 187 [1.0 Pz.2 28 |06 P22 BT T ed3| 1515 p2.
H 10| 5| u05)> 2.2 771 1.2 |1,596{ 158 (1,4 D22 2u 0,8 1,4911109 |1.7 p2,2 140 1.2 p2.2
£ 180y 010 >2.2 1 81 0.2 [ 1,383}, 41 0,3 2,2 2 0,05) T1,442{ 68 0.7 | 1.292| 105]1.7 {1.810
" 18] vio » 2,2 | 03 ]|1.675 7 jo.1 pe.2 [ 1,499 | 46 10,5 | 1.393) 102 | 0.9 p2.2
B 141 12 { v,0l 52| 0.5 46 0.2 19 | 0.4 94 10,8 133 10.2
n Wwo| 410,05 w2 | 0,5 43 10,3 4 10,1 55 10,2 113 11.5
A 119 1| 0,05 59 | 0,2 101 |0,7 4 0,2 71 10,7 137 1 1.8
s 10| 24 | 0.3 58 | 0.5 1z {10 o [0 76 [0.7 135 (1.7
119 1] 0.0 431 0,5 104 (0.5 28 | 0.8 80 10,5 154 {2.0
66 { 0.50 85 | 0,8 0 0 75 (0.7 145 | 1.7
Prom. (138 12,81 0.12[7¢2.2 B7.7 | 0,82 |1 526 | 68.78[0.72[ 2.7 9.9 | 025 1.656[80.7(0. 79 1.6/T13.5[ 1.4 [2.100
91 uvulo 0.729 5| 0.5 |1.709 30 j0.1 p2.2 v 0.3 1,399 | 34 10.7 | 1,788| 40 |u.3 :gg
H 43 3|0 0,974 4 0,3 |1.u40 ¢4 10,3 bh2,2 8 0,05{ 1,686 30 0.7 p2.2 3 0.5 1'559
A wi 9 |vu 0,729 1| 0,5 |1.a12 0|0 12,2 0 (o » 2.2 810,051 1,2981 23 10.3 |>'5
L 3 [V} 0.974 37 0,6 [1,1U9 L {u.U5 2,2 u 4] 2.2 1 {u.05] t,397) 15 (0,3 [**
H 2u 040 2| 0.2 § 10,1 2 0.05] - 20 0.3 25 0.2
0 18 01fv 21 0.¢ 17 0.2 3 0,05 16 {0.6 27 {u.6
S 31 uio 2104 6 10,2 0 0 1 10,¢ 40 10.4
vy oo 41 0.4 2¢ 10,2 1 0,05 16 0.t 3/ 0.4
25 01lv 21 0.4 4 10,5 1 0,05 19 10,4 30 ju.5
(] 1] 0.5 ~ 5 0.1 33 10.7 27_10.3
Prom., | 24{ v {0 0.85] 2,6/ 0,33 1.31 |12,11]0,13 p2.2 q O,u6| 1.871}19.2(0.38] 1.668 [28.7 |0,37]2,03y

TABLA 1: ™ ( mcg/ratbnj, €1 volumen est§ expresado en ml y Ac equivale a 1a lectura de Absarbancia (As4¥2 nm ),
De Yos resulitados que se muestran puede observarse que sin vacunacién los ratones presentan el mayor
nimero de pardsitos, Las mejores condiciones (méxima reduccidn de la carqa parasitaria ) se presenta
ron a dosis de 10U mcq/ratén a los 30 dfas.



RATONES BALB/c VACUNADOS CON EXTRACTO TOTAL DE CISIICERCOS Dt T, cluuucego ORF VIA SUHCUIANLA DLSAFIADOS CON 10
CiSTICENCOS DE T, caass{ceps ORF Y SACRIFICADOS 30 DIAS POSTERIORES AL DESAFIO.

Tiempo de accién 3V dfas 60 dfas
de la vacuna:
Dosis *] 0 10 200 539 1 U0
Sexo 1) L] L3 Vv 1| Ac N Ac N J& Ac N1V AC Y Ac
200 65 (0.7 15 2.2 [ 8% | T.u [ 1.067 T8 | 2.0 1.0 05> 2.2 | 140 1.2 [pz.& J190[1.2 }2.2
100 | 8{o.7}r22 163 [1.2 pa.2 93| 0.7 1,139 61 [ 0.7 1.421| 81]0.7 | L.39f1w2 |1.7 |1. 653
H 180 | 15fv.2 | 1,776} 2 10.5 {1666} 28 | v.5 P.5ua} 35 Jud| 1.010) 65)0.5 }z.2 |110]v.2 t“
t 128 | s]ui| 165720 0.2 J1.724] 20 | 0.4 2.2 ¢6 | u.s| 1.328] 64(0.9 ] 1.36[u05 0.7 p2.2
H 114 | 3211.0 55 | 0.5 66 | 1.0 57 | 0.7 85 (0.7 121 [ 1.4
B 100 | 25|05 44 (0.3 70 | 0.7 56 | 0.8 82 0.8 132 (1.3
i 1y | salu.g 35 | 0.6 3 | 0.5 50 | 0.2 104 0.6 124 | 1.3
A 100! 20]|us 39 | 065 30| 0.9 44 | 0.7 128 |1.0 140 [ 1,2
S 1y | 16 |u.1 39 | 0.2 36 | v.7 51 { 0.6 133115 118 (1.0
28 ju.2 46 | 0.2 99 | 1.7 43 | 0.6 7311.3 135 | 1.4
Prom. | 138 {3v.2 [u.61] 1,96 [42.8] 0,54 |1.664|58.2| 0.8 [1.583 | 50.8] 0.58] 1,489 [95.5 {0.92] 1.794135 {1.14} 2.063
49 8 |u.1 | v.4s3)es 0,5 [0.714] Se | 0.7 p,a58| 17 | w7 | 1,181 40]0.3 {1.204] 4/ J0.7 [1.414
1" 431 o |vos| 2.2 {21 {04 {o.915| 49 | 0.5 H.2w3{ 12 | 0.3} 1.138) 26 }0.4 |1.029] 40 |u.2 .2
A 10] 0lo 0,619} 19 |0,3 |1.286] 11 | u.05(t.v23| 12 | o0.15]> 2.2 17 (0.2 12.2 | 15 (0.2 [1,269
¢ 4| oo 0.941{ 3 J0,05(1,320] 9| u.4 42s] 1 ]o0.05 1.148] 9 [0.15[1.250] &1 [0.2 [1 269
M 20| 4 (0.1 4 |0.1 12 [ 0.u5 7 1o 13 |u.2 26 0.3
0 18] 010 3 10,1 11| 0.1 7 |04 10 [0.3 29 10.7
5 Huj s |0.05 1z |0,5 22 | 0.2 15 | 0.u5 22 lo.5 1/ {0.3
171 » |u.05 9 0.2 14 | 0.05 1 [0z 16 |u.2 24 lu.4
5| 2 0,05 5 10.05 17 | u.2 12 0.3 10 Jo.2 27 |0.a
1 10,05 16 10.4 36 | 0.4 7 o1 26 {0.5 1 0.1
Prom. 2¢] 3.1fo.us| 1,059 11,7 Jo.26 [1,03 }23.2[ 0.27] 0.9/ 9.9[0.23} 1.417{14.9l0.3 |1.420 R5.4]0.35 } 1.538

TABLA 2: = (mcg/raton )! &1 volumen estd expresado en m) y Ac equivale a 1a lectura ge Aosorbaocia { A=4y2 nm )'
Le los resuitados que se muestran puede observarse que sin vacunacién los ratones presentan el mayor
nimero de pardsitos. Las mejores condiciones de vacunacifn (méxima reduccidn de 1a carga parasita-
ria ) se presentaron a dosis de 100 mco/eatOn a los 30 dfas.




RATUNES BALB/c VACUNADOS COn EXTRACTO TOTAL Dt CISTICERLOS UE T. sotium YIA INTRAPLRITOREAL, UESAFIADOS CON 10
CISIICERCOS DE T, caassiceps ORF Y SACRIFICADOS 30 DIAS POSTERIORES AL DESAFI0

Tiempo de accibn
de 1a vacuna: 30 dfas 60 dias
Dosis*] 0 100 200 500 100 200 500
Sexo 1 i v Ac ] v Ac R v Ac 1] v Ac ] ' Ac 1] VI A |

2007 176 1.2 |¥ 2.2 {108 (1,1 [1.288 | 125 1.5 {1.463 | 190 2.5 (v2.2 |1a8 | 1.2 | 1.32 {131]1,5 (1.069
" 189 117708 1>2.¢ S |0.9 |1.902 | 08| 1.5 [1.378 | 187 1.5 p2.2 | 56| 0.6 | 1.517] 1%0.3 [1.212
£ 140 ol o 1.9561 13 [0.3 [0.538 26| 0.2 |1.265| 21]|0.5 p2.z | 36 ] 0.3 [0.995) olo |1.533
" 128 v 1,796 3 [0.050.301 0] 0.3 |1.873 110.05| 1.,57¢] ol o 1.7971 olu  [1.309
8 14t 3| 0.4 14 0.3 6u| 1.0 179 2.0 9]0 . 27/0.3
It Wo[ 46t u.5 47 (0.5 00 Ly 120 | 1.2 144 1 1.5 5/0.1
A 9] &b 0.5 u 0.8 8] 09 16u |2,y 15 0.3 0}0
S 100 0}0 17 0.4 15| +.5 74 1.0 106 | 0.9 3|u.05

19} w0, 50 |U,5 1031 Lu 185 1 1.5 170 | 2.0 110.05

61 0.05 46 [0.5 u6 | 0.9 olo 32/0.05

Prom. | 13u]46.4 | 0,34} 2,0¢3)47.u6/0,45} 1,007 [ 73,5 | 0.89] 1.49 |120.2[1.31] 2.043(67.5] 0.68] 1.4 |218|0.24]1.28

49 700.4 1 1,835) 3 [0.u5(1.2727( a4 | 1.0 | 1.523] 8 {0.05]1.425{ 15 | 0.3 2.2 610.2 {1.410
H 43 3{0.0| 1.6%2} 2 10.u5]|1,189| 34 | 0.5 | 1.278] 3 |0.05[1.5001 2 | 0 u5]0.994( ofo [0.915
A 10 uio 1./68| u |0 1.309 410.1 |1.390] wvuijo 1.463[ 0 |0 0.7911 ojo u.778
[ 3 040 14331 0 Ju 1.3%4 1| o.05)1.2220 ou D2.2 iy 1.002! olu 1,136
H 20 o|u 1 |0.0» 51 | v.3 140.5 21 | 0.3 710.2
0 18 ulo v j0 19 | 0.4 ulu W |u? 3|u.05
S 31 0o 0 jo 14 | 0.1 0|0 6 | 0.1 0ju

17 oju 0 [u 13 { u.6 910 0lo 0{0

2 ulo ¢ 10.05 15 | 0.4 v iU 14 {0.15 vlo

0o o |o 5 1 0.05 0|0 5 | 0.1 ofu

Prom. | 24| wo.1jv.01f 1.6/ (0,8 |o,u2(1.29 | 20.4}0,3s|1.3a | 2.2|v.01 [1.64y{7.0 | 0.2z {1.209 |t b ]0.251.0b

TABLA 3: * (mcg/ratén), EI volumen estd expresado en ml y Ac equivale a la lectura de Absorbancia { A=492 mg )
De los resultados que se muestran puede observarse que sin 'acunac1nn los ratones presentan el mayor
nimero de pardsitos, Las mejores condiciones de vacunacign {mixima reduccién de la carca parasita
ria) se presentaron para hembras a dosis de 500 mcg/ratdn a los 60 dfas, mientras que para machos fie
a dos1s de 10U mcg/ratén a tos 30 dfas. ¥




RATONES BALB/c VACUNAUOS CON EXTRACIO TUTAL DE CISTILERCOS DE T, sotium VIA SUBCUTANEA, DESAFIADOS COR 10
CISVICERCOS DE T, crassiceps ORF Y SACRIFICADOS 3U DIAS POSTERIORES AL DESAFIU

Tiempo de accibn
de la vacuna: 30 dlas 60 afas
uos1s 40 100 200 500 100 200 500
sexo N I v Ac NV Ac V Ac i} v Ac TV Ac N v AC
H PO0 (30 [0.47 1.940) 37 0.9 [1.362{ & U5 §2.2 (327 [5.2 | 1.56 |88 (1.0 {1.246] 2B [ 1.0 | 1.950
£ 180 | 3 ]0.2 1 1.305{35 0.5 [1.2/7] 1b]| 0.5 {1,384 l1s7 {1.5 | 1.127|68 (0.t {1.734)21 (0.6 {1.375
" 180 010 1.573] 31 0.05]1.279{ 10{ 0.4 |1.119]| 74 |L.0 |»2.2 |33 0.6 2.2 7 |v.2 |1.284
'B 1281 010 1,183 2 | 0.05]1.243] 7} 0.1 11.794}15 0.3 | 1.93 |0 U 2.2 0|0 1.537
n 1144 5 {u.15 7103 10§ 0.5 100 1.0 4 |1.0 8 U3
'A 100 {50 | 0.3 10 0.2 204 0.7 117 11.0 42 11.0 3104
S 119 00 710.3 12] 0.6 18 [0.4 30 10,9 7 10.3
100 { v fu 26 | 0.4 281 0.5 111 | 1.5 15 j0.3 15 | 0.5
119 {21 {0.2 18 | 0.7 11 0.2 106 | 1.0 36 .5 17 | 0.6
710.2 0fju 11 0.2 118 1.5 60 0.7 14 | 0.3
Prom., [33 0:.6)0.14] 1.5 {14.5} 0.34 [1.29 | 15{0.42 [1.624 |t12 | 1.44| 1.704{43.1]0.66|1.845 |12 | 0,39 1.536
ag| 0]0 1.82 5 10.U510.948] 8]0.05]0.y9d 36 [0.7 | 1.229|30 |u.3 2.2 15 [0.1 |1.23u
i a3 (L Y] 1.046) 4 | 0.05]1.406] ©8]0.1 [1.9442y (0.3 | 1.206;20 0.4 1,513} 8 j0O.2 [1.240
A 1w| Y 9 U0 1.265] 1]0.05(1.414 13 Ju.5 | 1.485{11 0.2 [0.780]| O U 0,872
[ 3 oto [ ] 0.9351 010 0.9y5% 12 |0.¢ | 1.756 (10 |0.4 |l.197 ) 0 |O v.913
H 20 01 1 ]0-0% 110.05 v 1.2 23 lu.4 1 |0.U5
7] 18 |0 ¢ | 0.05 210,05 27 {U.7 28 10,5 2 {0.us
S 3 010 2 | 0.05 7(0.05 ¢4 10.3 15 0.3 / {02
17 (R 310.05 110,05 2/ 10,5 29 |[1.0 1 ]0.1
25| U 0 2 | 005 16 | 0.1 18 |u.4 26 ]0.3 0 |v
0|0 00 2 |u.05 ¢0 0.2 15 10.3 7 10.1
Prom. {241 010 1.433 1 1.91 0.00311.141 A.6 {4 005} 1.32 P3.610.5 | 1.41yR0.7]0.41]1.415 | 3,9 | 0.u8 | 1.406

TABLA 4. * (mcg/rat8n). E) volumen esti expresado en ml y Ac equivale a la lectura de Absorbancia {A=492 nm}
De los resultades que se muestran se observa que sin vacunacidn fos ratones presentan el mayor
nimero de parisitos,




RATONLS BALB/c VACUNADOS CON EXTRACTO TOTAL DE CISTICERCOS DE T. crassiceps
ORF VIA INTRAPERITONEAL, NO DESAFIADOS
Tiempo de accidn 30 dfas 60 dfas
de la vacuna:
Dosis (mcg) 100 200 500 100 200 500
ratdn
Sexo Ac Ac Ac Ac Ac Ac
ﬁ 1 0.967 1.248 1.400 1.600 1.137 2.2
M 2 0.793 1.227 1.121 0.701 2.2 1.440
B .
R 3 1.059 1.135 0.741 0.909 1.142 1.236
A
s 4 0.687 1.131 1.155 0.682 0.997 2.2
Prom, 0.876 1.185 1.104 0.973 1.369 1,769
M 1 0.334 0.788 0.936 1.023 1.219 1.567
A
[ 2 0.574 0.667 0.858 0.797 0.939 1.183
H
o 3 0.488 0.745 0.791 0.809 1,546 1,029
s
4 0.52) 0.735 0.976 0.633 0.905 1.712
Prom. 0.479 0.733 0.890 0.815 1.152 1.372

TABLA 5. L.a lectura de apbsorbancia (A a 492 nm ) por ELISA, muestra que los ni-
veles de anticuerpos para machns son mds bajos qu2 para las hembras.

Puede considerarse que Jos valores son sianificativos, dado que las lec-
turas de Aosorbancia mara 1ns sueros normales no son mayores de 0.0b0.



RATONES BALB/c VACUNADOS CON EXTRACTO TOTAL DE CISTICERCOS DE T. crassiceps ORF VIA SUBCUTAMEA,
NO DESAFTADOS
Tiempo de accién
de la vacuna: 30 dias 60 dfas
Dosis  mcg 100 200 500 100 200 500
Ag ratén
SEX0 Ac Ac Ac Ac Ac Ac
1 1,128 0.866 0,905 1,101 1.591 1.251
H 2 0.965 0.692 0.973 0,778 1.114 1.463
E 3 1,428 1.399 0.630 0.902 0.692 1,512
M 4 0.815 1.202 0.481 1,016 0,905 0.673
B
R P
AS : 1,084 1.039 0,747 0,849 1.07% n.974
m
1 0.542 0.517 1.354 0,421 0.835 1.072
2 0.433 1.078 0.561 0.662 0.804 0,849
M 3 0.581 0.610 0.480 0,703 0,638 1.107
A 4 0.578 0.454 0.580 0.598 0.760 0,890
c
H r
g ; 0.533 0.664 0.743 0.601 0.759 0.979
m

TABLA 6: ta lectura ae absorbancia { A a 492 nm) nor ELISA. muestra que los niveles de anticuer-
pos para machos son mds bajos que nara las hembras,
Puede considerarse que los valores son significativos, dado que las lecturas de Apsorban
cia para 1os sueros normales no son mayores de 0.U6,




RATONES BALB/c VACUNADOS CON EXTRACTO TOTAL DE C1STICERCOS DE T. solium VIA
INTERAPERITONEAL NO DESAFIADOS
Tiempo de accidn 30 dfas 60 dfas
de la vacuna:
Dosis (meg) 100 200 500 100 200 500
Ag ratén
Sexo Ac Ac Ac Ac Ac Ac
H 1 0.768 0.571 0.905 0.726 0.670 0.944
Z 2 0.644 1.023 1.242 0.530 0.645 0.905
B 3 0.388 0.946 0.901 0.653 0.703 1.417
R
A 4 0.884 0.859 1.211 0.577 0.936 t.114
S
Prom. 0.671 0,8497 1.0647 0.621 0.738 1.095
M 1 0.523 1.057 1.023 0.538 0,559 0,700
A
c 2 0.621 0.909 1.125 0.632 0.899 1.031
H
o 3 0.622 0,788 0.875 0.564 0.770 0.942
s 4 0.630 0.938 1.011 0.505 0.797 0.705
From. 0.599 0.923 1.0085 0.5598 0.756 0.844

TABLA 7. La lectura de absorbancia (A a 492 nm) por ELISA, muestra que fos niveles
de anticuerpos para machos son mis bajos que para las hembras.
Puede consicerarse que los valores son significativos, dado que las tectu-
ras de Absorbancia nara los sueros normales no son mayores de ¢4.060,



RATONES BALB/c VACUNADOS CON EXTHACTO TOTAL DE CISTICERCOS DE T. gsolium VIA
. SUBCUTANEA, NO DESAFIADOS

Tiempo de accidn 30 dfae 60 dfas

de la vacuna:

Dosis me 100 200 500 100 200 500
Ag raton

Sexo Ac Ac Ac Ac Ac Ac
W 1 0.962 0.766 1.010 0,492 1.010 0.857
E

M 2 1.005 0.034 0.927 0.352 0.598 0.727
: 3 1.036 0.933 1.049 0.509 0.738 0.974
A 4 1.035 1.123 0.932 0.631 0.895 0.810
S

Prom. 1.009 0.714 0.979 0.496 0.810 0.842

M 1 1.786 0.928 0.952 0.712 0.711 1,087
A

¢ 2 0.653 0.702 0.944 0.923 0.760 0.942
g 3 1.624 0.676 1.090 0.869 0.799 0.717
N 4 0.817 0.927 0.945 0.895 0.893 0.819

Prom. 1.220 0.809 0.982 0.849 0.790 0.891

TABLA U. La lectura de absorbancia ( A a 492 nm ) nor LLISA, muestra que los ni-
veles de anticuerpos (Ac) tienden a ser muy similares en ampos sexos
nor 1a via subcutinea. Puede considerarse :ue 10s valores son significa-
tivns. Ver tabla 10.



RATOIES BALB/c N0 VACUNADUS, DESAFIADOS COn 10 CISTICERCOS DE T, caasdicepsORF
Y SACRIFICADUS 30 DIAS POSTERIORES AL DESAFIU

Sexo N v Ac
1 200 1.0 1.533
H 2 180 1.0 1.750
3 3 180 1.0 1.520
" g 128 0.y (-437
B 5 114 0.4
R 6 100 u-5
A 7 119 0.6
5 8 100 0.4
9 119 u.5
Prom 1383 0./ 1.64
1 49 v. 15 1.747
I 2 43 0.4 1.537
A 3 10 u.1 1.725
c 4 3 0.U5 1.426
H 5 20 0.¢
0 6 18 0.2
S 7 31 u.3
8 1/ 0.3
9 25 0.2
Prom, 24 0.1y 1.608

TABLA 9, Se muestran los resultados de ndmero (1), volumen de pardsitos (v)
y lecturas de Absorbancia a 492 nm ( Ac) para dosis de 0 mcg/ratén,
Puede observarse que para ndmero de pardsitos los valores son mayo-
res en dosis de 0 que con dosis diferente de cerg, mientras que los
valores de absorbancia son mayores en muchos casos nara las dosis
diferentes de cero respecto a la dosis de cero,



 RATONES BALB/c HO VACUNAUOS Y HO DESAFIADOS

SEX0 Ac

0,073
0.077
0,075
0,v23
0.065
0.069
0.071
0,026
0.059
0.065

“ » X @ T M X
O o N ;A N

—
o

0.060

0.069
0,072
0,025
0.028
0,031
0.077
v.078
0.066
U.049
0.076

W o NGy & WM =3 O 3 O

v O T O >

—
[

c 3 v

0.057

mn

TABLA 10. Las lecturas de A ( 492 nm ) para sueros de animales normales
muestran que los niveles de anticuerpos { Ac ) anti-cisticerco
son insignificantes.



La in&nrmaéion de los datos de Eficiencia y
Riesgo individual para cada grupo de animales some-
tidos a las distintas variables de tratamiento, se
presentan en las tablas 11 y 12.

Con el objeto de comparar los diferentes tra-
tamientos, los resultados se sometieron a un anali-
sig estadistico multifactorial, mediante el progra-~
ma SAS (Statistical Analysis System). La signifi -
cancia de los efectos sencillos‘(sexo. antigeno,
via, tiempo de accidn de la vacuna y dosis), asi
como sus interrelaciones se ilustran en las tablas
13,14 y 15. Para el analisis mas detallado de estos
resul tados, solamente se consideraron aquellos cuya
probabilidad de error (p) fuera menor de 0,05,

Para éste anAlisis se consideraron como varia-
bles independientes aquellas que constitulan los
parametros de tratamiento, y como variables depen-
dientes los parametros de respuesta (numero y volu-
men de parasitos, asi{i como cantidad de Ac’'s).

Dado que el volumen no necesariamente debe au—
mentar conforme aumenta el nimero de parasitos, se
analizé la relacién entre estas dos variables de
medida. En la fFig. 7 se muestra que en general pa-
rece existir un comportamiento lineal, aunque en
las interacciocnes dobles analizadas en la seccion 2
de este capitulo, se podra observar que hay ocasio—
nes en que las diferencias para el numero de para-
sitos en los diferentes tratamientos son significa-

tivas mientras gque para el volumen no.
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VOLUMEN DE PARASITOS (mi)
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Fig. 7. HKelacidn entre el volumen y el nlmera de pardsitos tanto para

hemobras como_para machos, Se muestra que en general conforme
aumenta el niimero de pardsitos, se incrementa el volumen



RATONES PALB/c VACUNADOS CON EXTRACTO TOTAL DE CISTICERCOS DE T. crassiceps ORF, DESAFIADOS CON 10
CISTICERGOS DE T. camsaiceps ORF Y SACRIFICADOS 30 DIAS POSTFERIORES AL DESAFIO

Tiempo de accidn
de la vacuna: 30 dias 6N dfas
Dosiis  meg y 100 200 500 100 200 snn
Ap raton
via| sexo| %
EREE 90.7 51.0 35.8 a2.8 41.6 3.7 .
T
ﬁ g Rri 80 100 100 70 100 100
T 5
% "1‘ E 100 89.1 49,5 8.3 20.0 0
e 1 —
t 2 ki 0 100 90 70 100 100
E\ I 78.1 60.7 43.6 63.3 | 30,0 1.0
s
!3‘ 5 ri 100 100 100 100 100 100
¥
§ N E 87.1 51.2 3.3 58,7 21.2 0
a
g Ri 70 100 100 100 100 10n

TABLA 11. Los resultados de la tabla muestran que las mejores eficiencias (E) se presentan en machos
con 30 dias entre la vacuna y el desafio N@tese que el riesqo individual es menor conforme
aumenta la eficiencia,



RATOMES MALB/c VACUNADOS CON EXTRACTO TOTAL DE CISTICERCOS DE T. sofium, DESAFTADOS CON 10 CISTICERCOS
pE T, crassicens ORF Y SACRIFICADOS 30 DIAS POSTERINORES AL DESAFIO

Tiempo de accidn

de la vacuna: N dias 60 dias

Dosis , mep

A ratdn 100 200 S00 100 200 500
via 8eX0 A .

é E i 66.4 65.4 46.8 13.1 51.2 84.2
A b Ri m 100 100 100 70 70

{ ] E 99,9 96.6 15.0 95,0 69,6 03,7
[*]

g i Ri 20 40 100 30 70 30
? 53 .

N ;(;: E 91.6 89.5 86.5 18.9 68.8 01.3
B Y - —

%. 5 Ri 60 %0 100 100 90 90

a —

g i £ 100 92.0 1.0 1.6 16.6 83.7

b
H Ri 0 70 a0 100 1n0 70

IABLA 12. En Tos resultados se vuelve a presentar que las mejores eficiencias ( t ) de vacunacidn con
cisticercos de T. soldium se presentan en machos con 30 dias entre la vacuna y el desafio.
Le la misma manera el riesgo individual {Ri) es menor conforme aumenta la eficiencia.



ARALISIS
( sAs

Clase

Sexo
Tiempo

Antigeno

Dosis
Via

N ~N NN

Variable dependiente: H(mero de pardsitos

Tabla de AMDEVA:
Fuente de Variacidn

Sexo

Tiempo
Antigeno

Dosis

Via
Sexo-Tiempo
Sexo-Antigeno
Sexo-losis
Sexo-Via
Tiempo-Antigeno
Tiempo-Losis
Tiempo-Via
Antigeno-Dosis
Antigeno-Via
Dosis-Via

{+) Grados de Libertad ,

g.1{+)

L e e Tl s Y ey

Suma de Cuadrados

273235.25269
41075, 69631
17298.44517
28276, 05264

2614.11036
16767.00064
4315,95742
1554,29810
8628, 32450
893,61228
879, 52255
9950, 38987
94030, 42503
7355, 02301
7635.74494

* Valores significativos,

)

Hiveles

ESTADISTICO

Valores

Hembras, Machos

30 y 60 dias entre vacuna

y desafio

Cisticercos de T, crassiceps

T. solium.

100, 200 y 50U mcg/ratdn

Intraperitoneal y Subcutinea

Media de Cuadrados

273235.25269
41075.59631
17298.4451/
14138.02632

2618.11036
16767.00064
4315.95742

777.14905
8628.32450

893.6122¢
4394.76128
$950. 30987
47v15.21251
7355.02301
3619.87247

Valor de F

256.57
38,57
16.24
13.28

2.46
15.74
4,05
0.73
8.10
0.84
4.13
9.34
44.15
6.91
3.58

PrF

0.0001*
0.0001 »
0.0001 »
0.0001 =
0.1176

.u00L *
L0447 «
.4826

.0046 *
.3601

.0167 *
.0024 =
.00u1 *
.0089 *
0.0285 *

OOoOCO0ODOO00O

TABLA 13




ANALISIS ESTADISTICO

(SAS)
Clase Hiveles
Sexo 2
Tiempo 2
Antigeno 2
Dosis 3
via 2
Variable dependiente: Volumen de pardsitos
Tabla de ANDEVA:
Fuente de Variacion g.1. (+) Suma de Cuadrados
Sexo 1 27.77084623
Tiempo 1 4.9252/422
Antigeno 1 0.88173774
Dosis 2 1,61277816
Via 1 0.06225518
Sexo-Tiempo 1 1,12153394
Sexo-Antigeno 1 0.00845316
Saxo-Dosis 2 0.41683053
Sexo-Via 1 0.07924035
Tiempo-Antigeno 1 0.01039779
Tiempo-Dosis 2 2.76496746
Tiempo-Via 1 0.88240347
Antigeno-Dosis 2 7.16733952
Antigena-Via 1 0.20117219
Dosis-Via 4 1.23316408

{+) g.). Grados de Libertad;

* Valores significatives

Valores

Hembras, Machos

30 y 60 dias entre vacuna

y desafio

Cisticercos de T. crassiceps

T, solium

100, 200 y 500 mcg/ratdn
Intraperitoneal y Subcuténea

Hedia de Cuadrados

27,77084623
4.92527422
0.38173774
080633908
0.06225518
1.12153394
0.00845316
0.20841526
0.07924085
0.01039779
1.38248373
0.83240347
3.58366962
0.20117219
0.61658204

Valor de F

168.09
29.81
5.34
4,88

TABLA 14




ANALISITS

Ciase

Sexo
Tiempo

Antfgeno

Dosis
Via

Variable dependiente: Titulo de Anticuerpos

Tabla de ANDEVA:

ESTADISTICO

(SAS)

Niveles

Nw N N

Valores
Hembras y Machos

30 y 60 dfas entre vacuna

y desaffo

Cisticercos de T, crassiceps

¥y T. sotium

100, 200 y 500 mcg/ratén
Intraperitoneal y Subcutdnca

Fuente de Variacidn g.1.(+) Suma de Cuadrados Media de Cuadrados Valor de F Pr>F
Sexo 1 3.442u8525 3,44208525 20.76 0.0001 *
Tiempo 1 0,48265944 0.48265949 2,91 0.0899
Antigeno 1 1,94906915 1.94906915 11,76 0.0008 *
tosis 2 1.36298068 0.68149034 4.11 0.0582
via 1 1,05066248 1,05066248 6.34 0.0623
Sexo-Tiempo 1 0.09932525 0.09932525 0.6V 0.4400
Sexo-Antigeno 1 0.18825116 0.18825116 1,14 0.2882
Sexo-Dosis 2 0.13745675 0.06872838 0.41 0.6613
Sexo-Via 1 0.73561658 0.73561658 4.44 0,0567
Tiempo-Antigeno 1 0.06/77767 0.06777767 0,41 0.5235
Tiewpo-Dosis 2 0.70199389 0.35099694 2.12 0.1237
Tiempo-Via 1 0.22225236 0.22225236 1.34 0.2486
Antigeno-Dosis 2 1,92758711 0.963/9355 5,61 0.0037 *
Antigeno-Via 1 U, 96609484 0.46609484 5.83 0.0169 *
Dosis-Via 2 1.01560475 0.50780237 3.06 0.0495
{+) Grados de Libertad; * valores significativos.
TABLA 15




1. EFECTOS SENCILLOS.

1.1, Efecto del sexo.

En las hembras se presentd mayor carga y masa
parasitaria que &n los machos. Esta diferencia en-
tre los sexos sugiere que las hasbras son altasen—
te susceptibles a la infeccidn aun en presencia de
la vacuna. En un principio se esperaba que mientras
mayor fuera el nimero de parasitos; menor seria la
cantidad de Ac’'s, sin emsbargo, como puede observarse
en la tabla 1é6c, los resultados de la MMC muestran
que las hembras fueron las que tuvieron mayor res-—
pPuesta inmune.humoral Yy mayor numerco de parasitos.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO AL SEXD

Sexo Numero Valumen Ac’s
{ml) (A=492nm)
H S58.308+2.116 a 0.466+0.026 & 1.684+0.043 a

M 10.531+2.111 b 0.18340.025 b 1.4810+4+G,044 b

TABLA 16. (a,b: literales diferentes en columnas denotan diferen—
cias singnificativas. P<0.0001)
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1.2. Efecto del tiempo de accidén de la va_.cuna-

De acuerdo con la tabla 15, puede observarse
que la interaccién de Ac’s-tiempo no es significa-
tiva es decir, que los animales responden con nive-
las de Ac’'s similares a los 30 y a los &40 dias.

En cambio, respecto a la carga y masa parasita-
ria, ambos parimetros son sayores a los &40 dias que
a los 30 dias. Estas observaciones coinciden con las
medidas de eficiencia (Figs. 7a, b, 9c y 9d) en las
que se muestra que canforme aumenta el tiempo entre la
aplicacién de la vacuna y el desafio disminuye la efi-

ciencia de la vacunacién.

HMEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTDO AL TIEMPO

Tiempo Numero Valumen
{(dias) (m1)

30 25.087+2.121 a 0.323+4+0.026 a
60 43.650+2.106 b 0.526+0.026 b

TABLA 17. (a,b: literales diferentes en columnas denotan diferen-
cias singnificativas. P<0.0001)
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1.3, Efecto del antf{geno.

De acuerdo con el analisis estadistico presen-
tado en la tabla 18 puede observarse que existen di-
ferencias significativas tanto para numerc y volumen
de los parasitos, como para Ac’'s entre los dos extrac—
tos antigénicos empleados en la vacunacidén.

Al parecer, el mejor antigeno de vacunacidn lo
representa el extracto total de larvas de F. oolium,
en las Figs. 10a, 10b, 10c y 10d de Riesga Individual,

se hace manifiesta esta observacion.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESFUESTA CON RESPECTO AL ANTIGENQ

Antigeno Namero Volumen Ac’s
{(ml) {A=492nm)

T cravoicens 40.391+42.116 a 0.448+0.026 a 1.4657+0.042 a

J'. oelium 28.345+2.111 b 0.382+0.026 b 1.437+0.045 b

TABLA 18. ta,b: literales diferentes en columnas denotan diferen-
cias significativas. P<0.0001 a P<D. 01T
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1.4. Efecto de la dosis.

En la tabla 19 los valaores de MMC para las
tres diferentes dosis administradas muestran que las
dosis mas bajas son las que disminuyen mas la carga
y la masa parasitaria (p<0.0001). Puede ohservarse
que entre las dosis de 100 y 200 pg/ratﬁm no exis-
ten ditferencias significativas, mientras que al ad-
ministrar dosis de 500 wpg/ratén, se obgservan dife-—
rencias estadisticas y biocldgicas, ya que se aumen-—
ta la carga parasitaria. Mas adelante mostraremos
que existe un diferente comportamiento respecto al

origen del antigeno cuando se analiza la interaccidén

anttgeno-dosis.

Dosis
(ug/raton)

100
200
500

TABLA 19.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO A LA DOSIS

Namero

27.331+2.580 a
33.975+2.5680 a
91.799+2. 606 b

ta,b,c: literales diferentes en columnas
cias significativas. P<0.0001 a P<0.033)

a9

Volumen
(ml)

0.349+0.032 a
0.436+0.032 ab
0.490+0.032 b

denotan diferen-



1.5. Efecto de via.

El efecto de la via de administracion de la
vacuna de acuerdo con el analisis estadistico, no es
significativo. Esto es, la vacunacié4n es igualmen—
te efectiva por la vi{a subcutanea que por la via

intraperitoneal.
2. INTERACCIONES DOBLES.

2.1. Efecto de la interaccion sexo-tiempo.

En la tabla 20 se puede apreciar la diferencia
de carga y masa parasitaria entre sexos y tiempo.
Los machos son igualmente resistentes a la infec—
cidn tanto a los 30 como a los 40 dias de accidédn
de la vacuna. Las hembras, en cambio, tienen el ma-
yor numero y volumen de parasitos a los &40 dias.
Vuelve a ser notoria la diferencia de comportamien—

to entre distintos sexos.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO A LA
INTERACCION SEXO~TIEMFO

Sexo Tiempo Nﬂmgrn Valumen
(dias) {ml)

H 30 43,094+3.005 a 0.516+0.037 a

H &0 73.517+2.980 b 0.816+0.037 b

Mo J0 7.079+42.992 ¢ 0.130+0.037 ¢

™ 60 13.783+2.979 ¢ 0.273+0.037 d

TABLA 20. (a,b,c,d: literales diferentes en cclusnas denctan
diferencias significativas. P<0.0001 a P<0.:043)
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2.2. Efecto de la interaccidn sexo-antigeno.

Las diferencias entre sexos con los dos dife -
rentes antigenos sigue siendo relevante, el extrac-
to antigénico de cisticercos de J. oellum protege
mis a las hembras que el extracto antigénico de
cisticercos de 7. cruasoicens y también lo hace
en los machos.

De acuerdo al analisis estadistico ilustrado
en la tabla 21 puede observarse que en las hembras
5i existe diferencia para las dos fuentes de anti-

geno mientras que para los machos no.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO A LA
INTERACCION SEXDO-ANT IGENO

Sexo Antigeno Numero
H T's craooicenc 67.3346+2.992 a
H T oalium 49.273+42.992 b
M T crasolcens 13.8446+2.992 ¢
™ T oolium 7.41742,979 c

TABLA 21, (a,b,c: literales diferentes en columnas denotan diferen-

cias significativas. P<0.0001)
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2.3. Efecto de la interaccidn sexo-via.

Desde esta perspectiva se mantiene la difaren-
cia de sexos, siendo la via subcutanea mas efecti-—
va que la intraperitoneal en las hembras, mientras
que los machos responden igual a la vacuna adminis-

trada por cualquier via.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO A LA
INTERACCION SEXO-VIA

Sexo Via Niémero

H ] P 64.902+43.003 a
H sC 51.708+2.979 b
M (4 8.521+2.992 ¢
M ’ sC 12.3324+2.97%9 ©

TABLA 22. (a,b,c: literales diferentes en columnas denotan diferen—
cias gsignificativas. P<0.0001 a P<0.0019)
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2. 4. Efecto de la interaccidén tiempo-dosis.
Para los 30 y 40 dias, se observan diferen-

cias en la masa y carda parasitaria a dosié de 100
y 200 pg/ratén. Consecuentemente en altas dosis,
el tiempo no parece tener un efecto relevante, ob-
servandose valores no significativos de carga pa-—
rasitaria con dosis de 500 pg/ratén a los 30 y &0
dias. La maxima reducciédn de la carga parasitaria
=@ obtuvo con dosis de 100 pg/ratén y 30 dias en—
tre la vacunacién y el desafio.

fPor otro lado, el efecto de la dosis a un solo
tiempo presenta diferencias significativas para los
30 dias pero no a los 60 dias, manteniéndose consis-—

tentemente el efecto del tiempo.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO A LA
INTERACCION TIEMPO-DOSIS

Tiempo Dosis Numero Volumen
(d{as) {ug/raton) {ml)

30 100 ) 13.17543.658 a 0.151+0.045 a
30 i 200 23.975+3.640 b 0.337+0.045 b
30 500 38.110+3.721 ¢ 0.47940.046 ¢
&0 100 41.487+3.448 c 0.546+0.045 ¢
&0 200 43.975+3.4648 c 0.532+0.045 ¢
&0 ‘ 500 A45.487+3.4648 c 0.501+0.045 c

TABLA 23. ta,b,c: literales diferentes en columnas denotan diferen-
cias significativas. P<0.0001 a P<0.0369)
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2.5. Efecto de la interaccidn tiempo-via.

Se vuelve a hacer notorio que la menor carga
parasitaria se observa cuando median 30 dias entre
vacuna y desafio. Erxisten ademas diferencias signi-
ficativas entre las vias de administracién de la va-
cuna, ya gue funciona mejor la subcutanea; mientras
que a los &0 dias, las animales responden por i-—
gual a la administracién de un antigeno por cual-
quiera de las dos vias.

En volumen de parasitos se ven diferencias
en el tiempo, observandose menor masa parésitaria
a los 30 dias; sin embargo ya sea por la via sub-—
cutinea o intraperitoneal, el volumen de parisitos

no vari{a.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO A LA
INTERACCION TIEMFO-VIA,

Tiempo Via Numero Volumen
{dtas) {ml)

30 1P 31.998+3.019 a 0.355+0.037 a
30 sC 1B.175+2.979 b 0.29240.037 a
&0 1P 41.42542.979 ¢ 0.47240.037 b
60 sC 45.875+2.979 ¢ 0.581+0.037 c

TABLA 24, ta,b,c: literales diferentes en columnas denotan diferen-—
cias significativas. P<0.0001 a P<0.0388)
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2.8. Efecto de la interaccidn ant{geno-~dosis.

En esta matriz (Tabla 25) puede observarse
un efecto contrario para los 2 diferentes antigenos:
para T. oelium, las dosis éptimas son las altas,
mientras que para 7. craosoicens 1o son las dosis
bajas. Ademis vuelve a ser claro que entre mayor
es el numero de parasitos, mayor es el titulo de
Ac’'s.

Consistentemente se aprecia que la mayor can-
tidad de Ac’'s se mantiene para la carga parasitaria

elevada en los dos diferentes origenes de anti{geno.

MEDIAS MINIMO CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO A LA
INTERACCION ANTIGENO-DOSIS.

Antigeno Dosis Namero Volumen Ac’s
(ug/raton) {ml1) (A=492nm)
T. craooiceno 100 15.125+43.648 a 0.226+0.045 a 1.622+0.073

42.250+3.648 b 0.516+40.045 b 1.511+0.073

T craooicens 200
63.798+3.697 0.661+0.046 c 1.838+0.073

J. craosicens 500

an ¢ oo g

T. oelium 100 39.537+3.648 b 0.471+4+0.045 bd 1.639+40,090
T. oalium 200 25.700+3.648 & 0.356+0.045 ed 1.333+0.073
T oolium 500 19.799+3.672 ae 0.319+40.046 ae 1.340+0.073

TABLA 25. ta,b,c,d,e: literales diferentes en columnas denotan dife~

rencias significativas. P<0.0001 a P<0.04)
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2.7. Efecto de la interaccidn antigeno-~via.

Existen diferencias significativas en los
niveles de Ac’s cuando se administra como vacuna el
extracto total de cisticercos de J. crasoicens ORF,
ya sea por via intraperitoneal o subcutanea, pre-
sentindose una mayor cantidad de Ac’'s por via intra-
peritoneal, no asi{ con Jaeenia oolium donde el ti-

tulo de Ac’‘s es muy similar.

MEDIAS MINIMD CUADRATICAS + ERROR ESTANDAR
DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA CON RESPECTO A LA
INTERACCION ANTIGENO-VIA

Antigeno Via Ac’s
{A=492nm)
T cradsicenc 1P 1.813+0.061 a
T cranosicens sC 1.501+0.059 b
J. osltium 1P 1.4374+0.067 b
T. oolium sC 1.438+0.061 b

TABLA 2&. (a,b: literales diferentes en columnas denotan diferen-
cias significativas. P<0.0001 a P<0.0003)

Comparando los niveles de Ac’s entre los anima-—
les vacunados—desafiados y solamente vacunados, po-
demos observar que existe una diferencia significa—
tiva entre ambos, consistente en que los animales
vacunados y desafiados tienen una mayor cantidad de

Ac’s que los animales vacunados. (Tablas 1-6 y Fig. 8).
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Ac’s (A=422 am) VACUNADOS

RELACION DEL NIVEL DE ANTICUERPOS

VACUNADOS—-DESAFIADOS ¥ VACUNADOS
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Fig, 8.

Ac’s (A=492 am) VACUNADOS—DESAFADOS

Relaci8n de los niveles de Ac's entre animales vacunados y animales va-
cunados-desafiados. Obsdrvese que los animales vacunados-desafiados
presentan mayores valores de Absorbancia a 4y2 nm que los animales va-
cunados-no desafiados, wndtese que todos 10s puntos caen por  abajo
de 1a recta de 45 grados,



En las tablas 5,6,7,8 y 9 puede observarse que
en general, se presenta una mayor cantidad de Ac’'s
cuando los animales se someten a un desafio antige—
nicao, que cuando se vacunan.

Como puede apreciarse en la Tabla 10, los ani-
males sin desafio y sin vacuna presentan niveles de
Ac’s menores a 0.04; comparando estos valores con
los de los animales vacunados, desafiados y vacuna-
dos-desafiados podemos declarar que las cantidades
de Ac’‘s se generan a resultas del estimulo antigé—

nico.

3. EFICIENCIA Y RIESGO INDIVIDUAL.

La'Eficiencia es una medida de reduccion de
la carga parasitaria de hembras con respecto a hem—
bras y de machos con r-spucto'a machos (Larralde,C.
1974) . Como puede observarse en las tablas 1-4 y 9
el numero de parasitos es mayor en los animales de-
safiados-no vacunados que en los animales vacunados-
desafiados.

lLos efectos que se observan en las tablas
11 y 12, muestran que la vacuna es tan eficiente en
hembras como en machos para disminuir el ntmero de
parasitos esperado.

’ El efecto del sexo y sus interacciones con
las otras variables, habia mostrado que las machos
tenfan menor carga y masa parasitaria que las hem-—
bras, en base a los resultados de Eficiencia (Ta-
blas 11 y 12) y su anAlisis estadistico (Tabla 27)
podemas afirmar que la vacuna es igualmente efi-
ciente en amhos sexos, y que las diferencias obser-
vadas estAn dadas esencialmente por las di;eren:ias
de susceptibilidad propias de los animales.
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EFICIENCIA
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FRUEBA DE STUDENT FARA EF ICIENCIAS

Sexo Media+DS PO3T
H 0.843+0.346 0.9493
M 0.872+0.535 0.9493

TABLA 27. Para una Hipdétesis nula (Ho)= varianzas iguales la proba-
bilidad (P>F=0.0415)

El Riesgo individual, con base en su de-

finicién es una medida mas drastica para evaluar la

eficacia de la vacuna, ya que con un parasito que
presente un animal, éste se considera enfermo. En ;
las Figs. 10a,10b,10c y 10d puede observarse que el
grupo que presenta menor Riesgo individual es el de
los machos vacunados con dosis de 100 pg/raton.

La py de los efectos totales (91.25% para
hembras y 72.91% para machos), sugiere que los ma-
chos son los que presentan menor riesgo de enfer-
marse, Este efecto de diferencias de riesgo entre
los sexos, esti estrechamente relacionade con la
susceptibilidad a la infeccién entre ambos grupos.

En las ﬁigs. 1ta y 1lb, se muestra que en
la relacidén Riesgo individual-Eficiencia, a valores
de Riesgo individual meno%es al &0%, las eficien-—
cias encontradas oscilan entre 20-100%. Hay que ha-
cer notar que este efecto sélo se presanta en ma-—
chos ya que sélo ellos presentan valores de Riesgo
individual menores del &0%. El rango tan amplio de
valores de porcentajes de Eficiencia que se obser-
van a Riesgos mayores al 60% se debe a la propia

definicién de Riesgo individual, en la que se con-
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RIESGO IRDIVIOUAL
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sidera a un animal enfermo como aduel que presenta

1 parasito y aunque se tengan eficiencias altas, si
no se puede destruir totalmente la carga parasitaria
en ninguno de los animales del grupo, se considerara
como con un Riesgo individual del 100%Z.

FPuesto que los animales sometidos a la vacu-
nacién presentan en general una reduccidén de la
carga parasitaria, respecto a los animales no vacu-
nados, consideramos que la vacuna si protege, y
aunque la medida de proteccidén es variable, en las
condiciones ¢ptimas se obtienen valores de eficien-
cia que van del 85-100% tanto para hembras como pa-

ra machos.

4. Inmuncelectrotransferencia.

Por medio de la 1ET se pretendifa identificar
algun anti{geno que estuviera asociado con altas efi-
ciencias de vacunacién, o bien,algunos antigenos
que pudiesen explicar la diferencia de susceptibtili-
dad entre los sexos.

En las Fig. 32 a la 40 (Apéndice VI) se
presentan las frecuencias de reconocimiento de ban-—
das antigénicas en cada uno de los intervalos de e-
ficiencia para los dos sexos. Las relaciones esti-
madas estan dadas en frecuencias de reconocimiento
en animales vacunados vs. vacunados-desafiados, y
vacunadas-desafiados vs. desafiados. Dado que no se
detectd ningun antigeno que estuviera ascociado so-
lamente a eficiencias altas, no pudimos identifi-
car un inductor de anticuerpos que se relacione con

la proteccidén.
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Sin embargo, pudimos observar en las Figs.
12a y 12b que los animales vacunados-desafiados tien-
den a reconoacer con mayor frecuencia a los antigenos
que los animales solamente vacunados. Esto puede
explicarse considerando que el desaflo constituye
un segundo estimulo antigénico que incrementa la
frecuencia del reconocimiento.

Por otra parte, en las Figs (Ja y 13b se apre-
cia que hay ciertas bandas antigenicas que soclamen-
te reconocen los animales vacunados-desafiados; da-
do el disefo de las Figs. estas bandas son propias
de la vacuna, por lo que podemos concluir que con
la vacuna se induce un diferente patron de recono-
cimiento que con el puro desafia. .

Al observar la relacién de frecuencia de re-
conocimiento de las bandas a diferentes rangos de
eficiencia, tanto para hembras como para machos
(Figs. 14a y 14b) se pudo constatar gque no hay una ;
cierta banda que tenga alta frecuencia de reconoci-
miento a eficiencias altas.

La Fig. 15 muestra una relacién de recono-
cimiento de bandas para los dos diferentes sexoss
los resultados muestran que ambos grupos reconocen
las mismas bandas, aunque no todas con la misma
frecuencia, esto descarta la idea de que la dife-
rencia de susceptibilidad se deba a diferentes pa—

trones de reconocimiento antigqénico.
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DISCUSION

Los resultados del presente trabajo indican
que la vacuna si .protege a los ratones contra la
infeccidén experimental por J. crascicens, ya que se
observa una disminucién de la carga parasitaria en
los animales vacunados tanto con extracto total de
cisticercos de 7. crasoicens como de 7. oelium, re—
lativo a la esperada en los animales que no fueron
vacunados. Ambas vacunas lograron disminuir el na-
mero de parasitos, en algunas casos hasta cero, so-
bre todo en los machos, si bien en las hembras rara
vez resultd en esterilidad completa. En consecuen-—
cia, consideramos escalar este proyecto e iniciar
estudios de vacunacién en lechones contra el cisti-
cerco de Jaenia sslium con la esperanza de, al me-
nos, disminuir el numero de larvas infectantes. Asi,
un menor numero de canales serian decomisados en
los rastros, con un consecuente beneficio para la
porcicultura rustica o de traspatio (Aluja,A. et al,
1987). Ademas, desde el punto de vista médico, tam-
bién es importante disminuir el numerao de larvas en
los cerdos, para asi reducir el numero de solitarias,
con la consecuente disminucién de huevecillos poten-—
cialmente capaces de infectar a los humanos.

Podemos afirmar que existe una inmunopraotec-—

cidn cruzada entre los metacéstodos de J. oselium y
T. chasoicens puesto que los mejores resultados de
vacunaciéon se obtuvieron con el extracto antigénico
de cisticercos de 7. oelium. La proteccién cruzada
permitira utilizar al cisticerco de J. crassiceno
como una fuente alternativa de antigeno par; vacunar

cerdos en gran escala.
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Desde las primeras observaciones se notd una
gran diferencia en susceptibilidad a la infeccidn
entre ambos sexos, tanto en los animales vacunados
como en los no vacunados, siendo las hembras mucho
mas susceptibles que 1los machos. Las siguientes
consideraciones de nuestros resultados indican que
tal diferencia de susceptibilidad no esti mediada
inmunolégicamente, al menos por anticuerpos: a) Si
bien los resultados de carga parasitaria expresada
en numero de parasitos, indican que el efecto

- protector de la vacunacidn no es tan aparente en
las hembras como en los machos, la‘carga parasita-
ria expresada en Eficiencia de vacunacidén por el a-
nalisis estadistico (Tablas 11,12 y 27) muestra que
la proteccién alcanzada en las hembras es de mag-
nitud similar a la alcanzada en los machos. b) Se
pudo constatar que no existen diferancias cuantita-
tivas de respuesta inmune humoral entre ambos sexos
en los animales vacunados y desafiados. §i bien la
cantidad de Ac’'s tiende a ser mayor en las hembras,
debemos tener presente que esta diferencia se ex—
plica porque al soportar ellas mayor carga parasi-
taria reciben un estimulo antigénico mayor. c) Tam-
bién cualitativamente no puede documentarse que las
hembras recaonozcan un repertorio antigénico diferen-
te al de los machos: en la Fig.15 puede observarse
que ambos sexos reconocen los mismes antigenos aunque
con diferente frecuencia. Asy{ pues, consideramos
dificilmente sostenible gque la mayor susceptibili-
dad de las hembras sea mediada inmunolégicamente.
Un solo dato estaria en contra: en los animales
solamente vacunados pero no desafiados, si pudo de-—

mostrarse que las hembras montan una mayor respues-
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ta inmune qua los machos (Tablas S,6,7 y 8), por lo
que no puede descartarse totalmente la posibilidad
de que la respuesta inmune de las hembras sea di-
ferente a la de, los machos.

Es posible que un factor hormonal desempefie
un papel importante en las diferencias de suscepti-
bilidad a la infeccidn, por lo que a raiz de estas
observaciones se han comenzado a realizar experimen-
tos relacionados con la interseccidn de la inmuno-—
logia con la endocrinologia de la relacidn huésped-—
parasito. No es insdlito este compartamiento, ya
que en infecciones causadas por Jrichinella opiralis
en ratones y Jaenia taeniceformis en ratas se mues—
tra que la diferencia de susceptibilidad entre hem—
bras y machos, se encuentra asociada a hormonas se-
xuales (Williams,J.F. e af, 1981; Reddington,J.J.
et al, 1981).

En los resultados de inmunocelectrotransferen-
cia se puede apreciar que con la vacuna se aumenta
el namero de antigenos reconocidos y se disminuye
el reconocimiento de otros que son propioa del pa-—
rdsito vivo. Esto puede deberse a cambios estructu-
rales que ocurran durante la homogeneizacidn del pa-
rasito, lo que originaria una diferente presentacidn
de los antigenos.

La mAxima reduccién de carga parasitaria se
obtuvo con vacuna de cisticercos de 7. oclium a do-
sis de 500 pug/ratén, administrda por via subcutanea,
y con vacuna de cisticercos de J. cwoolcens a dosis
de 100 pg/ratédn, por via subcutanea. Estos resultados
podriamos explicarlos proponiendo distintas concen-—
traciones de los mismos antligenos en los dis;intus pa-

rasitos; es decir, que las dosis mis bajas de cisti~
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cercos de J. crassicens incluyen a todos los aﬁtlgenos
en cantidad suficiente para rendir maxima protec-—
cién, en tanto que con 7. oelium, puesto que tiene
un diferente patrén antigénico (Apéndice II) requie-
re dosis mAs altas para semejar las condiciones de
T cd;oouzno. Es factible pensar, que cuando se
trabaja el extracto total de cisticercos de Jaenia
craooicens a dosis mayores a 100ug/ratédn, se induz—
ca un efecto de tolerancia inmunoldédgica, que se re-
fleja en una disminucién en la Eficiencia de la va-
cuna. Por otra parte, cuando se disefié el experimen-
to, se pensd que la inmunidad por via intraperito-
neal (inmunidad compartimentalizada) seria mas efec-
tiva que por la via subcutanea (inmunidad general),
puesto que la infeccidn experimental se instala en
el peritoneo. Sin embargo, el analisis estadistico
de los datos no muestra diferencias para las vias
salvo en las dosis ¢ptimas para cada antigeno, en
que la via subcutanea es mejor que la intraperito-
neal, Respecto a este punto no contamos con una ex-
plicacidn, pero podriamos recurrir a las existentes
para explicar la induccién de distinta respuesta
inmune segun la via de estimulacidn: éstas recu-
rren al argumento sobre diferencias en el procesa~
miento de antigenos segun las diferentes vias.
Observamos un decaimiento de la proteccidn
conforme transcurre el tiempo entre la vacuna y el
desafio:t habiendo mayor proteccién a los 30 que a
los 60 dias. Este efecto es bien conocido con otros
estimulos antigénicos y estid en funcidén, principal-
mente, de la velocidad de desaparicidn del antigeno.
Serfa posible inducir estados de resistencia mas pro-

longados si se emplearan otros adyuvantes. A priori
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suponemos que el adyuvante de Freund seria &éptimo,
dada su gran capacidad de prolongar la accién del
antigeno. O bien se podria pensar en un refuerzo de
la vacupacidén para aumentar el efecto protector. No
obstante, habéia que evitar la presentacién de para-
lisis inmunolégica que ha aparecido en estudios pre-
liminares de este laboratorioc (Sciutto,E. et al) co-
mo resultado de un segundo estimulo antigénico, el
que no mejora y hasta empeora la proteccidn.

Sobre el papel de la respuesta inmune humo-
ral en esta parasitosis, padria concluirse gque no
desempeia un papel importante en la prateccion, ya
que: no se reduce la carga parasitaria al aumentar
la cantidad de Ac‘'s y no se detectd ningun antigeno
fuertemente asociado a la proteccién. Sin embargo,
como no puede negarse el efecto protector de la va-
cunacién, convendria estudiar la participacién de
la respuesta i1nmune celular, ya que este es otro me-
canismo que se dispara ante un estimulo antigénico
y ha demostrado ser de gran importancia en otras
parasitosis (Williams,J.F. e a!f, 1982a).
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CONCLUSIONES

Las conclusiones mas importantes a las que

se llegaron en el presente trabajo son:

1.~

2.~

La vacuna si protege.

lLos valores de Eficiencia de la vacunacion os-
cilan enre 85-100%, alcanzandose a disminuir el
Riesgo individual de contraer la enfermedad has-

ta 0%Z en un numero pequefio de animales.

Existe inmunoproteccidn cruzada entre el cisti-

cerca de J. cwsoicens y el cisticerco de 7. oelium.

Tanto las hembras como los machos se ven igual-

mente protegidos por la vacuna.
La diferencia de susceptibilidad entre ambos sexos
no parece estar mediada inmunoldégicamente, al me-

nos par anticuerpos.

La prateccién conferida no parece atribuirse a

la respuesta inmune humoral de los ratones.
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APENDICE I

AsPecTOS EVOLUTIVOS DE LA RELACION
HuesPED-PARASITO

Cuando se contempla el parasitismo desde un
enfoque evolutivo, las analoglfas encontradas entre
distintos grupos de parasitos, ast{ como las homolo-
glas dentro de una misma linea, permiten detectar
ciertos patrones y respuestas adaptativas tanto de
huéspedes como de pariasitos. Estos elementos son
indispensables para conocer la dinamica de esta in-
teraccidn, vy en un momento dadbo, para intentar con-
trolarla. v

De acuerdo con la teoria evolucionista, las
primeras formas de vida animales y vegetales se de-
sarrollaron como organismos de vida libre, sin em-
bargo, laos cambios que ocurrieron alrededor de su
nicho ecoldgico las obligaron a adaptarse a nuevas
gituaciones que les permitieran perpetuar su des-—
cendencia. De este modo, se establecid una lucha
por la existencia, definida por Darwin como "La
dependencia de un ser respecto a otro..., inclu-
yendo no sélo la vida del individuo, sino también
el éxito al dejar descendencia” (Darwin, C., 1782).

Coma resultado de esta lucha, ocurrié el pro-—
ceso de seleccién natural; es decir, la sobreviven-
cia y reproduccion diferencial de ciertos organis-
mos que al paso del tiempo lograron ajustarse a
nuevas situaciones. Asi, un grupo de organismos, se
adaptaron a una existencia en condiciones de aso-
ciacién con otros organismos vivientes, abt;niendn

de ellos parte o casi todos los medios para scobre-
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vivir, De esta asociacion surgid el parasitismo.

De acuerdo con Frice (1976) una definicion

adecuada de parasito es la que contiene el Dic -
cionario Internacional Webster:
“Los parasitos son organismos que viven en o sobre
otro organismo viviente, del cual obtienen una
parte o todos sus nutrientes organicos; que poseen
cierto grado de modificaciédn estructural adaptativa
y que causan un dafio real a su huésped ".

Un estudio de los mecanismos evolutivos que
llevaron a la relacién huésped-parasito, puede pro—
veer de informaciédn importante para enténder la
complejidad de esta relacidn.

FProbablemente, la caracteristica mas importan-
te de la ecologia de los parisitos es la cercana
asociacién que un individuo mantiene con otro orga-
nismo viviente, generalmente muy diferentes filoge-
néticamente, dando como resultado una relacion que
se mantiene en un estado de "equilibrio inestable".
Esta aspciacidn esta basada en una coevolucidn re-
ciproca entre ambos sistemas (Price, 1974), es de-
cir, que los cambios que han ocurrido en los hués-—
pedes se han dado como una respuesta a las presio-
nes selectivas de los parasitos, los cuales a su
vez se han modificado para responder a los cambios
surgidos en los puéspedes; De acuerdo con Brooks
(1979), este proceso serfa el de un co—-acomodamien-—
to entre el hué¢sped y el parasito, con una co-espe-
ciacidén, procesao en el cual la cladogénesis del
huésped (origen de nuevas lineas gendéticas a traves
de la diversificaciéon de una linea ya existente),
se ve seguida por la cladogénesis en 1os parisitos.

Este sistema huésped-parasito se facilita en
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parte por la capacidad de reproduccidn asexual que
exhiben algunos parasitos, y en especial los hel-
mintos. Esto les ha permitido evolucionar mas len-
tamente que sus huéspedes, asegurando asi, el poder
"convivir" por mas tiempo con ellos (Price, 19763
Holmes, 1983). ’

La especificidad que un parasito tiene por su
hueésped, puede definirse en términos del grado de
adaptacién que presentan. Muchos parasitos se han
logrado adaptar a varios huéspedes, algunos de los
cuales pueden ser los definitivaos (aquellos en
donde el parasito alcanza su madurez sexual y se
reproduce), o bien ser los intermediarios (en los
cuales el parasito soélo se desarrolla ‘pero no
alcanza su madurez sexual). Entre ‘los helmintos,
las adaptaciones involucran ‘mecanismos que
incrementan su eficiencia para nfectar a sus
huéspedes.

Holmes (1983) ha sugerido que esta especifici-
dad a un huésped dado, se determina al menos por J
estrategias:

1) La semejanza morfolégica que exhibe el parasito
raespecto a estructuras proplras del huésped; un
ejemplo caracteristico podria ser la morfologlfa del
escdlex de 1os gusanos intestinales que tiene
similitud con la superficie de la mucosa en una
regién muy particular del huésped.

2) La capacidad de responder a niveles hormonales
del huésped, para regular su tiempo de ciclo de
vida. Es posible que las observaciones de suscepti-
bilidad a la infeccidn por tenidos en ratones de
diferentes sexos corresponda a este fendmena.

3) La capacidad de mantenerse en un ambiente poco

78



propicio para su establecimiento y desarrollo (eva-
sion inmune).

A su vez, el huésped ha desarrolladao una serie
de contra-adaptaciones (adaptacidn genética Y
respuesta inmune) que le permiten escapar de la
invasion parasitaria. Segun Wakelin (1978), la
susceptibilidad o resistencia de los hué¢spedes a la
infeccién, puede tener bases fisioldgicas, como
diferencias de edad, sexo o habitos alimenticios;
as!{ como bases genéticas.

Respecto al altimo punto, se podria conside-
rar, por un lado, el factor de resiétencia polimér-
fica del huésped, en donde el ejemplo mas comin se-
ria el caso de la anemia falciforme (los individuos
que presentan esta enfermedad, son refractarios a
la infeccién por Plasomedium o.n.}), por otro lado,
la existencia de fenotipos compatibles entre el
huésped y el parasito que determinan la infeccidn
{Holmes, 1983). Lawrence y Pester (19&7) han suge-
rido que la invasidn de un parasito en un nuevo
huésped, disminuye su infectividad, debido a que se
requiere una previa adaptacién.

tos organismos que han desarrollado mejores
estrategias de proteccién contra los endoparasitos,
son aquellos que han producido una respuesta inmune
que les provea de mayor resistencia a infecciones
subsecuentes. Bloom (1979)y Mitchel (1979) han
enfatizado que la mayor parte de los parasitos
pueden evadir o escapar a esta accién defensiva del
organismo (al menos parcialmente), por diversos me-
canismos, cada uno de los cuales pueden considerar-
se que representa una coevolucidén reciproca entre

el huésped y el pardsito. Por un lado el huésped ha
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evolucionado desarrollando mecanismds que lo prote—
jan contra la invasidén parasitaria, por otro lado
el parasito ha reaccionado ante estas estrategias;
evadiendo la respuesta inmune. Ambos autores indi-
can que hay 3 mecanismos por los cuales el parasito
puede evadir la respuesta inmune: a) Reduccidn de
la antigenicidad; b) Modificacién de las funciones
del macroéfago; y c) Modulacién de la respuesta in-
mune (Tabla 28).

El resultado neto de cualquiera de estos
mecanismos especificos, puede traducirse como
proteccién para el huésped, proteccidn para el
parasito o produccion de un proceso inmunopatolégi-
co.

El parasito, pues, es capaz de responder ante
los cambios que se producen en sus condiciones de
vida. En esta respuesta, la variacidn se incrementa
a través de aquellos parasitos que sobreviven,

perpetuando asi este medus vivendi.

TABLA 28. MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA

INMUNE DEL HUESPED,

28a. ANTIGENICIDAD REDUCIDA

Mecanismo Pardsito Hudsped
—-Inaccesibilidad Pt om‘/ml(/)‘ mami feras (211}
anatdmica.
~Variacion F. bhenatica carnero LL]
antigénica.
~Madulacién de K. Sraoiensio rata 3
antigeno.
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-Anticuerpos T. laeniaefonmis raton
blaoqueantes.

-Mimetismo L. manoeni ratén
molecular.

~Inmunoglobu-

linas no en- F. manoceni ratén
mascarantes de

antigeno.

~Pérdida de an-

tigenos del T.  taeniaefermio rata
MHC en células

parasitadas.

28b, MODIFICACION DEL AMBIENTE INTRAMACROFA-

o1co.
~Inhibicidén de en- ZXeioAmania on. raton
zimas digestivas.
-Escape de fagoli- Yeohmania on. ratén
sosomas

-Inhibicidn de fun-
ciones vacuolares. 7. caup raton

28c, MODULACION DL LA RESPUKSTA INMUNKE DEL

HUKSPED,
~Inmunosupresion
.Destruccién del M. caw‘ ratén
tejido linfoide.
.Delacion clonal. 3. pamu.taou/.;* raton

.Competencia an-
tegénica, mito- K. Srasiliensio rata
genica y rearga-
nizacion de Acs.
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«Células supreso- T
ras no especificas.

.« Supresion espect-
fica activa. P

.Moléculas parasi- 3.
tarias citotdxicas.

.Células efectoras
bloqueantes. .

—~Degradacién de
anticuerpos. S

~Efectos anti-—
complementarios. T.

~Efectos anti-
inflamatorios. T

#estadio larvario.

opinalio ratén
manoeond humano
mmw.laoua' vaca
manseni rata
mansend rata
awruaalolww:' ‘rata
onéralio rata

Mecaniumos de evasidn de la respuesta inmune del

hudsped por los pardsitos con ejemplos conocidos ©

postulados para los

helmintos.

Tomada de!

Holmes,

c.J, 1083, Evolutionary retationships betveen

parasilics helminthe and their hosts (Modiftcadar,
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APENDICE 11

Joenia crasoicens
(Zeder 1800, Rudolphi 1810)

2.1 CLASIFICACION.
PHYLUM: Plathelmintes
CLASE : Cestoda
ORDEN : Cyclophyllidea
GENERO: Taenia
ESPECIE: crassiceps

2.2 CARACTERISTICAS GENERALES.

Jaenia crassicens es un céstodo que parasita
en forma natural a zorros y otros canidos en la
etapa adulta y a roedores en la etapa larvaria.

Los gusanos adultos han sido aislados del intestino
delgado de zorros rojos de Europa (Vulnes vulnec
2.) y de Ontario, Canadid (Yulnes fulvae). La forma
larvaria del gusano, denominada en 1819 por Rudol-
phi como Eysticercus (longicellis y por Halldobler
en 1939 como Eysticercuo mullifenmis se ha aislado
principalmente de infecciones naturales subcuta-
neas en roedores y topos (Freeman,R., 1962) y con
menor frecuencia en insectos carnivoros y primates.
(Freeman,R., 19&2).

De infecciones naturales en el hambre sélo se
tiene un registro:

"Un cisticerco de JFaenia cwosicens con
escédlex evaginado en uno de los polos y
numerosas gemaciones en el otro, se eli-
mind de la retina de una mujer blanca de
17 afos en Canadi el & de Marzo de 1972"
{(Freeman,R., 1973).
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En forma experimental, se haﬁ logrado infec-
tar perros con el gusano adulto y roedores con )
el cisticerco (Freeman,R., 19461). Studer y Blair
(1949) reportaron que el cisticerco padia
mantenerse intraperitonealmente en ratones blancos
y hamsters, pero no en ratas, conejos Yy cuyos,
Respecto a las ratas, se ha dicho mucho que son
refractarias a la infeccion; sin embargo, se tie—
nen informes de susceptibilidad a la infeccidn
cuando se les desafia con una carga parasitaria e-
levada.

"Las infeciones prosperas son dependien-

tes de la dosis y posiblemente los meta-

céstodos activamente gemantes son mas
proésperos en @l estableciemiento en ra--
tas que los metacéstodos no gemantes u-
nidos" (Sally,C.J. y Freeman,R., 1976).

La infeccién de ratones en la cavidad perito-
neal, ha tenido mejor éxito que en la pleural o en
regiones subcutineas, tanto desafiando por la via
oral con huevecillos, como por una infeccidén con
las metacéstodos.

“Los metacéstodos vivaos se recuperaraon

de 142 (75%) de 189 inoculaciones intra-

peritoneales; 38 (59%4) de 69 i1noculacio-

nes subcutaneas y 3 (154) de 20 inocula-

ciones intrapleurales". (Freeman,R., 1962).

Se tienen evidencias de que las infecciones
subcutaneas no prosperan debido a que la larva se
rodea de una pared delgada del tejido del huésped,
disminuyendo considerablemente su potencjal de
reproduccién asexual (Freeman, 1962; Good e a!,
1982).
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Se han reportado cuatro variedades de TJaenia
cranoicens
1.- La cepa ORF aislada por Freeman en 1952. Al
parecer esta variedad es la mas anormal, vya que
durante su desarrollo en ratones blancos de
laboratoria, produjo un escélex anormal (Dorais y
Esch, 1969). Observaciones recientes en la
estructura del cisticerco, muestran la ausencia del
escélex y la consecuente pérdida de reproduccidon
sexual, lo cual sugiere que la adaptacidon
intraperitoneal de la larva en los ratones del
laboratorio, ha provocado cambios paulatinos en su
estructura.

"Aparentemente la cepa ORF, la cual ha -

sido subinoculada por mas de 17 afios, ha

perdido su habilidad para infectar al -~

huésped definitivo". (Freeman, 1962).
2.- La cepa KBS aislada de upn ratén campestre
(Micratun pennsilvanicus) en Michigan, EUA en 1965
(Dorais y Esch, 1969).
3.~ La cepa DEB, aislada en 1972 de un ojo humanao
(Freeman et al, 1973).
4.- L.a cgpa HYG, aislada en 1974 al alimentar a
ratones blancos con huevecillos del céstodo
proveniente de una infeccidn natural en un  zorra
rojo (Sally y Freeman, 1976). La variedad HYG
constituye la forma mas normal de las cepas, pues
ha conservado los patrones morfolégicos Y
reproductores mas caracteristicos de la familia de
las tenias.

La variedad ORF ha sido la mas estudiada
gracias a su elevada velocidad de crecimiento y

mayor potencial repraductor (Dorais y Esch, 1969).
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2.3 MORFOLOGIA Y CICLO BIOLOGICO DE  Jaenia
craoolcens ORF.

Las primeras observaciones de 1la larva de
T'aenia crasoicens ORF (Freeman, 1962), denotaron la
presencia de un escélex invaginado de 0.72mm en uno
de los polos del cisticerco. La evaginacién del”
escdlex en solucidén salina isotdnica, manifestsd la
presencia de 4 ventosas grandes y un rostelo
notable, armado con 32 a 36 ganchos rostelares de
aproximadamente 6-8u de largo. Las gemaciones, en
su mayor parte exdgenas, se encontraban adheridas a
la zona inmediata del polo que carece de escdédlex.
(Fig. 1&).

Fig. 1d. Acercamento de los metacéstodos de Jaenia

cras oicens variedod ORF.
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La reproducciédn asexual no es comun entre los
céstodos Yy ha sido confinada a familias como
Dilesiriacefalidae, Kymenalenididae y J'aeniidae. El
ciclo biolégica del parasito comienza con la
ingestion de huevecillos, liberados en las heces de
los canidos infectadoz, por roedores Yy pequelios
mam{ feros {huéspedes intermediarios). Los
huevecillos, al llegar al intestino delgado, se
transforman en oncésferas, las cuales ayudadas por
sus ganchos y posiblemente por la accidén de algunas
enzimas, penetran a través de la pared intestinal y
se alojan en sitios subcutineos, o0 en cavidad
pleural y abdominal, transformandose en cisticercos
(veslculés ovoidales, de color blanco lechoso). Las
infecciones subcutaneas se alojan cerca de 1la
axila, region ventral del térax o cuelio y con
menor frecuencia en la regidén escapular e inguinal
(Kroeze,K.W. y Freeman, R.S.,1982). Estos
cisticercos son los micos que desarrollan
gemaciones exdgenas en el polo que carece de
esﬁolex; iniciandose as{ la reproduccidn asexual,
gracias a la cual, los cisticercos han podido
mantenerse por inoculaciones intraperitoneales en
ratones de labhoratorio (Figs. 17a y 17b).

El ciclo biaolégico se completa por la ingestidn
de roedores infectados, por zorras u otros canidos,
y el desarrolloeo del gusano adulto en el intestino
del huésped definitivo, comenzando la liberacién de
praglétidos vy huevecillos al medio externo
(Freeman, 19462)(Fig.18).
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2.4 SUSCEPTIBILIDAD Y RESPUESTA INMUNOLOGICA CONTRA
LA LARVA DE 7. craoowens.

Se ha definida la susceptibilidad, como la
capacidad que presenta el huésped de proveer un
ambiente en el cual se hace posible el estableci-
miento, desarrolla y maduracion del parasito. (Wa-—
kelin,D., 1978}, Se han reportado diferencias de
susceptibilidad entre especies de animales, sexos y
edades. Los ratones parecen ser los huéspedes in-
termediarios mas susceptibles a la infeccidn y en
especial las hembras (Freeman,1962; Sciutto e af,
VI1 Congreso Nacional de Inmunologia), pues permi-—
ten una mayor reproduccién de los parasitos.

“Las ratas hembras, son considerablemen-

te mis resistentes que las hembras de -

ratones, se necesitan por lo menos 10 ve-

ces mas metacéstodos por indculo de ani-

mal para establecer consistentemente una

pablacién gemante en las ratas" (Sally, e

ady, 1976).

“"En las ratas, los machos son mas resis-—

tentes que las hembras“{(Blair et al, 1974).

Respecto 'a la susceptibilidad en ratones de ambos

sexos, se han reportado que en la infeccidn por
ingestién de huevecxlfos, los machas resultan ser
mas refractarios, pero cuando la infeccien es por
un desafio intraperitoneal no se distinguen
diferencias de susceptibilidad entre ambos sexos.

"LLos ratones machos pueden ser ligeramen-

te mas refractarios a la infeccidn des--
pués de la ingestiéon de huevecillos que
las hembras. Ratones machos y hembras 1-—

noculados intraperitonealmente, reporta-
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2% de 93 machos y 787 de 96 "

mantuvieron metacéstodos despues

‘def'bo_’dklyasr. Aparentemente los sexos - son

ﬁé;mence susceptibles a la . infeccion;
‘pdr esta ruta", (Freeman, 1962).

Estudios’ ‘preliminares = conducidos ~~ en’ ‘éste”

oratorio (Sciutto et afy’ en observaciones’ aun:no’

: ﬁubiiéédas). indican que las hembras son AmAsv
1§ﬁsceptibles que los machos 'desde 1la instalacién®
del ‘' parasito 'y durante la evolucidn de la
entermedad (Fig.19).

Figs. 17%a ¥y 17b. Ratonaes de la cepa BALB/c infecla-

dos con metacdalodos de T cransicens variedad ORF,
214
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Fig. 1P cCindlica de crecimiento de 7. cranosicens, que
muestra la eusceptibilidod o la infeccidn on ’

hembros y machos, evaluada hasta los 130 dlas de

infeecidn.

Novacg,M. (1976), encontré un comportamiento
similar de susceptibilidad, al estudiar la relacién
entre la gonadectomia y el crecimiento de larvas de
Jaenia casoicens. For otro lado, Mitchel e al
(1974) estudiando la susceptibilidad de ratones de
ambas sexos hacia Jaenia taendaefermin (Cysticen—
cun fascislanis) encontrd que los machos  son mas
susceptibles que las hembras. Todas estas observa-
ciones sugieren que la susceptibilidad entre los
sexos, puede ser dependiente del parisito involu-

crada.
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{a susceptibilidad de 1los ratones hembras
hacia el establecimiento Yy reproduccién de
T craooicens puede estar asociada con una cuestidn
hormonal. Estudios ralizados por Novac,M. (1976) con
ratones de ambos sexos cepa BWR gonadectomizados,
demostraron una disminucidn de la reproduccién a-—
sexual del metacéstodo de 7. crasoicens y por lo
tanto una baja en el numero de larvas gemantes con
un concomitante incremento de tamafio de las larvas
no gemantes.

Las observaciones respecto a la relacidén
susceptibilidad-edad del huésped, sugieren que la
instalacion del parasito dépende del grado de
maduracién del sistema inmunclégico del huésped (en
los ratones, la madurez inmunolégica se alcanza
aproximadamente a las 5 semanas de edad).

"Ratones de 7 meses o mas alimentados con

huevecillos, parecen ser igualmente su--—

sceptibles que los de 2 meses, pero me--

nos susceptibles que los ratones de | mes

de edad" (Freeman,1942).

Estudios realizados en este laboratorio,
sugieren que la susceptibilidad a la infeccién,
puede estar asociada con un incremento en la
respuesta humoral del huésped (Fi1g.20).

LLas i1nfecciones intraperitoneales en ratones
con larvas de J.cwooicens van acompaffadas por  la
produccidén de anticuerpos, las cuales ne parecen
ser efectiveos contra los metacéstodos (Chernin,
1977), ya que las infecciones pueden perdurar
durante el tiempo de vida del huésped, sin .embargo,
Siebert y Good (1982) encontraron que el suero de

ratones inmunizados contra el cisticerco, provoca
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alteraciones en el tegumento tanto (n vive como in

vitre.
7]
6
.
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A(492nm) .
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1 te o
]
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dfas
rig. 20. melacion del nivel de anticuerpos obeervado
degde Lla instalacion dew parasito hasta tos 130
dias  de enlermedad. Al incrementarse lom dias de
infeccion, y por, lo tanto el Nao. de parasitics,
aumenta el titule de anticuerpos.
La inmunidad celular aun no ha sido explorada
a fondo y el dJdnico eventao estudiado es la

eosinofilia que en muchas ocasiones se acompaffa de
una resistencia a la infeccidén (Freeman, 1962)
y una depresién de la respuesta inmunoldgica hacla
ant{genos no relacionados (Good y Siebert, 197&).

Se lograron establecer mecanismos de proteccién

contra el establecimiento intraperitoneal de larvas
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de Jaenia crasoicens en ratones, cuando se les de-
safié previamente con metacéstodos por via subcuta-
nea.

"Puede obtenerse un alto grado de resis-—

tencia a la infeccidén, por inoculacién -

subcutanea de larvas, 3 semanas antes del

desafio intraperitoneal" (Good, & al, 1982).

Estas observaciones sugieren que la vacunacidn
contra el metacéstodo podria ser eficaz, tanto por
via subcutanea o intraperitoneal, haciendo un ade-
cuado uso del antigeno y del adyuvante empleado.

2.5 ANTIGENOS COMUNES DE JFaeenia ‘crasoicens.

Se han encontrado considerables evidencias de
que diversos antigenos de la forma larvaria de las
tenias pueden estimular una respuesta inmunoldgica
protectora entre ellas. Gemmell (1945) encontrd que
embriones viables de Taenia Apdaligena y Taenic
euin inoculados intramuscularmente, pradujeron
reacciones inmunitarias contra Joeenia pioifermis .
Musoke y Willliams (1976), detectaron proteccion de
T cransicens implantadas intraperitonealmente con—
tra un desafio oral de huevecillos de Jaenia
QMnuwAwwuo pPeroc no entre 3. guanuleous Yy Taeenia
laeniaefonmis.

Estudios preliminares conducidos en este
laboratorio han detectado antigenicidad cruzada
entre antigenos de T. cransiceno y T« oslium,
que pueden ser importantes en el diagnédstico y la
vacunacion (Montoya,R.M. et ofy V11l Congreso Nal. de
Inmunologia). Este hallazgo constituye un fuer—
te apoyo para estudiar la respuesta inmune del

huésped cantra el establecimiento y persistencia de
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la infeccién por otras tenias de importancia medica’  : '

como Jaenia oetlum (Fig.21).

Leeps.

hntfyeno: Fluido vesicular de drvas de Taenca chas

entre cisticercos

cruzada
creooiceno y J.
Tomada de: Montoya,R. M., &l al.,
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APENDICE III

Joecia oelium

3.1 CLASIFICACION.

Gusano Adulto

Forma larvaria

PHYLUM: FPlathelmintes Plathelmintes
CLASE: Cestoda Cestoda
ORDEN: Taenoidea Taenoidea
FAMILIA: Taenidae Taenidae
GENERO: Taenia Cysticercus
ESPECIE: solium cellulosae

3.2. ANTECEDENTES.

L.a cirticercosis @s un padecimiento i1nfeccioso
que ha afectado al hombre y a los cerdos desde la
antigliedad; sus consecuencias se conocen desde el
siglo IV A.C., al informar Aristéfanes (3B0-375
A.C.) sobre la presencia de vesiculas en la lengua
de los cerdos infectados, y posteriormente Aristé-
teles (3I84-322 A.C.) los reconocié como los trans-
misores de la parasitosis, asent&ndose asi la im-
portancia que representa el cerdo como portador de
la enfermedad (Nieto,D., 1982).

Gessner y Rumler en 1558 (Nieto,D., 1982), ma-
nifestaron por primera vez el impacto social que ha
representado la cisticercosis en el hombre, al de-
tectar la presencia de vesiculas en el cerebro de
un individuo con trastornos epilépticos.

El agente etioldgico de la cisticercosis
denominado Bpyolicercus (Xyolc= vesicula, Kewoyo=
cola) por Laennec y cellulesae (debido a la gran

afinidad que el parasito tiene por el tejido
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conectivo) por Rudolphi, constituye la forma
larvaria del céstodo J. oselium.

La relacién de estas 2 entidades parasitarias
fue epropuesta , por Kuchenmeister (1885) vy por
Leuckart (1854) al estudiar el ciclo biolégico y
demostrar que las vesiculas de los tejidos del
cerdo eran el estadio larvario infectante para el

hombre.

3.3. MORFOLOGILA.
3.3.1. Faenia oeslium.

T. oselium se caracteriza pOr ser un gusano
plano, acintado, segmentado, que mide entre 1.5-5 m
de largo (excepcionalmente hasta 8 m) y 7-10 mm de
anchoj; presenta urn escodlex o cabeza cuboide de
aproximadamente 1.5-2 mm, constituida por 1 rostelo
armado con 2 hileras de ganchos cuyo numero varia
de 22-32 y 4 ventosas semiesféricas musculares
{(Fig.22). Tanto el rostelo caomo las ventosas le sir-
ven como érganos de fijacién para anclarse a la
pared del intestino delgado. Presenta un cuello a
través del cual se une la cadena estraobilar, cons-
tituida por numerosos proglétidos, y cuya produc—
cién tiene lugar en la regién distal del cuello.

lLos proglétidos se han clasificado, de acuerdo
a su cercania al cuello y presencia de 4rganos se-
xuales desarrollados y de ovulos y espermatozoides,
en progldétidos 1nmaduros, maduros y gravidos, sien—
do éstos ultimos, los mas alejados.

Los proglétidos inmaduros son indiferenciados,
mientras que los maduros pueden ser considerados
como unidades reproductoras 1ndependientes'.ya que

presentan ¢rganos genitales masculino y femenino.
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rig. 22. Escélex de la J. osalium observado en el mi-
croscopio electrdnico de barrido.
Tomado de: Atuja,A. et al (1987}, Cysticercosis,

rondo de Cullura Econdmica. México! ta. £d.

Los proglétidos gravidos estan totalmente diferen-
ciados, contienen un gran numero de huevecilles
(aproximadpmente S0 000 c/u) y se desprenden espon-
taneamente (promedio de 4-5 por dia) para ser eva—
cuados en las heces fecales (Tay,J., 1785; Rivera,
L.y, 1980).

Los huevecillos de . oslium son
morfolégicamente similares a los de otras especies
de ténidos e idénticos a los de 7. ocginata. Poseen
varias envolturas, siendo la mas externa la cipsula

o vitelo, siguiendo el embridforo que es la mas
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importante para la protecciéon de la oncosfera y
rodeando directamente a la oncésfera o embridn
hexacanto, se encuentra la membrana oncosferal
(Laclette,J.F., 1982; Aluja,A.et &, 1987).,

3. 3. 2. Cyoslicercuo celluloscae.

El cisticerco de 7. selium se caracteriza por
ser una vesicula ovoide o casi esférica, de color
blanco lechosa, con un cuello vy un escolex
invaginado, el cual posee 4 ventosas y 1 rostelo
armado.

Se ha reportado la presencia de otra forma de
metacéstodo en pacientes con cisticercosis cerebral
denaminada Bpolicercus racemorus que posee una ve-—
sicula multilobulada, sin escolex, aunque también
se han encontrado Bpolicercuo cellulsoae en los ° que
se abservan principios de lobulizacién (Tay,J., et
al, 19853 Rivera,L., 1980; Aluja,A., e al, 1987).

ﬁediante examinacidn microscédpica profunda se
sugiere que ambos cisticercos sean formas alterna-

tivas del mismo parasito (Aluja,A., et af, 1987).

3.4. CICLO BIOLOGICO.

Durante el ciclo biolégico de . oolium, el
gusano adulto se localiza en el intestino delgado,
fijaAndose a la pared intestinal mediante el
escolex, y los proglétidos gravidos son expulsados
al medio ambiente, donde la putrefaccion de los
mismos permite la liberacitn de los huevzcillos,
los cuales llegan a sus huéspedes intermediarios
generalmente por medio de 3 mecanismos:

a) Heteroinfeccidn.

Ingestién de agua y/o alimentos contaminados
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por los huéspedes intermediarios, por diseminacidén
a través de transmisores bioldgicos (moscas), me—
diante fomites, o por el aire.

b) Autoin;eccicn externa.

Siguiendo el mecanismo ano-mano-boca, es de—
cir, después de la defecacién en que hubo elimina-—
cién de progldédtidos o huevecillos, la persona con
higiene deficiente, se contamina las manos, que
posteriormente se llevara a la boca o a los alimen-
tos de otras personas.

c) Autoinfeccidn interna.

Cuando en personas que alojan al parasito
adulto hay retroperistaltismo, los huevecillos y
proglétidos gravidos llegan al tubo digestivo y e-—
closionan por accién enzimatica (Tay,J., 1985; Ri-
vera,L., 1980; Sartt,E.J., 1985).

Una vez que el huevecillo fue ingerido par el
huésped intermediario, el embridn hexacanto se
activa mediante enzimas proteoliticas vy sales
biliares presentes en el tubo digestivo del huésped
y de esta forma, la oncésfera es capaz de atravesar
la pared intestinal y llegar a la circulacidén lin—
fAtica y sanguinea para ser distribuida a distintos

- érganos y tejidos.

Una vez localizadas las oncédsferas en un sitio
determinado se requieren aproximadamente de 10 se-
manas para que éstas se canviertan en cisticercos
(TayyJ., e af, 1983).

Cuando el hombre ingiere carne de cerdo
infectada con cisticercos, insuficientemente cocida
o cruda, el ciclo se cierra, y el cistiderco se
activa por accién de las enzimas gastricas y sales
biliares, fijandose a la pared intestinal, después
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crece y lilega a convertirse en tenia adulta,
liberando nuevamente proglétidos gravidos
19853 Raivera,L., 19803 Aluja,A., & aly

(F1g.23).

(TayyJes
1987)
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3.5. TKANSMISION DE TENIASIS / CISTICERCOSIS.

Los principales factores <que propician la
transmisién de la cisticercosis son:
a) Contaminacién fecal, que asegura la presencia de
un gran numero de huevecillos de 7. oelium en aire,

polvo, insectos, agua, suelao (Fig.24).

Fig. 2¢. Eslabdn de: la cadena de transmimién de ta

teniasissciaticercosin.
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'Eimﬂa negi{ééﬁcxé por parte de los portadores de 7.

chpﬁ”para'llevar a cabo un tratamiento contra la
'téﬁiasis,’ que da oportunidad al parasito para
Jbradﬂcir huevecillos fértiles.
~'E){La irrigacién de tierras de cultivo con aguas
Jnegfas, lo que propicia 1la contaminaciéon de
hortatizas que son ingeridas por el hombre.
d) ta alimentacién de cerdos con bheces fecales
humanas, sobre todo en Areas rurales, debido a 1las

condiciones culturales de los habitantes (Fi1ig9.23).

rig. 23, Ulilizacién de desperdicios en la alimenta-
cion de loa cerdos.
Tomado de: Alujd,A. et af. «pe2). Cysti-

cercoais. Academic Press, NMewv York.

e) La resistencia de los huevecillos a agentes

fisicos y quimicos (Flisser, A., e af, 19846).
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f) La eficiencia con quel se transforma el
huevecillo a cisticerco.

Los principales factores que influyen en la
transmisidn de la teniasis song
a) El Indice de cisticercosis en cerdos, que seran
Eonsumldos por humanos.
b) Una inspeccién inadecuada de la carne en los
rastros, que incrementa el riesgo de contraer la
enfermedad.
c) La ‘comercializacidn clandestina de carne de
cerdo infectada, que favorece la diseminacion de la
parasitosis. (Tay,J. e ad, 19853 Larralde,C.,
198465 Aluja,A., <« al, 1987).

3.8. PATOGENIA.

Dapendiendo de la fase del ciclo biolégico en
que se encuentre la J. oelium, ®s capaz de generar
2 tipos de enfermedad: teniasis, causada por ®wl gu-—
sano adulto y cisticercosis, originada por la forma

larvaria.

3.6.1. Teniasis,

La teniasis es considerada como una infeccidn
intestinal, generalmente asintomatica y de poca
gravedad.

El cuadro clinico, cuando se presenta, puede
manifestarse como nauseas, malestar general,
cefalea, mareos, disnea, insomnio, excitacidn
psicolégica, pérdida de peso (Tay,J., ¢ af, 1985
Sarti,E.J., y Gutiérrez,l., 19865 Aluja,A.,et aly
1987} .

104



-3.6.2./Cisticercasis Humana.

Vl;a cisticercosis puede afectar distintos
drganos 'y tejidos extraentéricos del organismo,
encontrando mas frecuentemente al metacéstodo en el
6NC, oJjos, lengua, tejido subcutaneo, corazon,
diafragma y musculo esquelético, vy en menar
proporcién en higado, pulmones y rifiones (Figs.26 y
27).

Fig. 20. Localizacién de Lyolcercuo cellulooae a

nivel subcutdneo.

La sintomatologia depende del 4rgano afectado,
la carga parasitaria, el tamafio del cisticerco y la
relacién huésped-parasito (Larralde,C., 19863
Rivera,L., 19803 Aluja,f., e af, 1985) (Tabla II).
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Fig. 27. Byolcercuo cellulecae con un escéblex eva-

ginado er. vl humor acuosc de la cdmara an-
terior del ojo
Tomado de: Aluja,A. ef al oe2). Cysticer-

cosis. Academic Press, New York.

TABLA 29. LOCALIZACION DE LOS PARASITOS EN

2100

CABOS DE CISTICERCOSIS EN AMERICA LATINA.

Localizacién* Numero %

Encéfalo 1719 78. 6
Médula Espinal 72 3.3
0Ojo y Anexos 348 16.8
Tejido Subcutaneo 159 7.3
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; M05cu16' ’7‘ 79 = 3.6
Corazén 31 1.4
Otros 124 5.7
Generalizado 23 1.1

“ Alqunos pacientes presentan larvas en mas de una
localizacidén.

3.6.2.1, Neurgcisticercosis humana.

El SNC es el sitio donde el cisticerco se lo-—
caliza con mayor frecuencia y donde el padecimien-

to causa mas estragos (Fig.28).

Fig. 28. Autopsia de cerebro humano con ciaticercos

localizados en diferentes regiones.

Es mas frecuente gncontrar parasitos en el ce-

rebro que en la médula espinal, pero en ambos ca-
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sos, la enfermedad se conoce como neurocisticerco-
sis.

Las localizaciones mas comunes de los meta-
céstados, se cohsidera. son parénquima cerebral,
espacio subaracnoideo y el interior de los ven-—
triculos.

La probabilidad de que se presenten casos a-
sintomiticos es igual a la de encontrar casos sin—
tomaiticos. En el caso de que se presenten sintomas,
éestos se deben a irritacion, compresidn, destruc-
cion del tejido, numero y localizacién del parasi-
to; siendo los que se presentan con mayor frecuen-—
cia: disturbios mentales, epilepsia, hipertensién
intracraneal, encefalitis, crisis convulsivas, vé-
mitas y sindromes localizados (Sindrome de Bruns,
Meningitis Basal, etc..) (Rivera,L., 1980; Aluja,
A., e aly 1987).

3.7. DIAGNOSTICO,
3.7.1. Diagndstico de cisticercosis.

3.7.1.1. Diagndstico clinico,

Como se menciond anteriaormente, la patogenia
de la neurocisticercosis es muy compleja, tanto por
el numero de pacientes asintomatico, como por la
combinacidn de sintomas que se presentan en los
cisticercosos sintomaticos, por lo cual se
recomienda tomar en cuenta los siguientes datos
clinicoss

"I. Vivair o haber vivido en zona endémica.

I1. El antecedente de teniasis, personal o

familiar.

111. La presencia de cefalea atipica, cré

nica, persistente, rebelde a tratamien-
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Ejemplos de Sensibitidad y Especificidad de algunas pruebas Inmunoldgicas
comunmente usadas en el Diagnéstico de Cisticercosis humana de acuerdo con
los resultados de 22 poblaciones.

Rango de los porcentajes de casos positivos.

N

Prueba Huestra Antfgeno Normal 'Cisticercosis' Cisticer. Pacientes
confirmada probable neuroldgices

Ensayo limunoenzimdtico Suero, Liquido Antigeno B . 5 79 - -

(ELI3A) cefalorraquideo - 81 - 9

Innunoelectroforesis Suero Extracto crudo 0-13 54-87 47-83 4-24

(1EF) salino

Heraglutinacion Suero Extracto crudo 4.25 10-92 8-43 10-50

indirecta (HA) deslipidizado

Inmunofluorescencia Suero Cortes de larvas 0-5 80 95 - -

indirecta (IF)

Fijacién de complemento Liquido cefalo- Extracto crudo 0-5 38-45 0-36

(FC)

rraquideo

TABLA 30,

Tomado de: Aluja, A,, et al. 1987, Cisticercosis. Fondo de cultura econémica. pp 53




tos comunes.

IV. La aparicién de crisis convulsivas tar-
df{as (después de los 21 afios).

V. La aparicién de sintomas neuroldgi-
cos, sobre todo si se asocian con hiper-
tensién intracraneal.

VI. La aparicién de deterioro mental en in-
dividuos no seniles, asociada a hiper-
tensién intracraneal."(Aluja,A., 2t af,
1787).

«7.1.2. Diagngstico r ico.

3.7.1.2.1. Radiografia simple.

La radiografia stimple del crineo permite
observar imagenes hiperdensas que cuando san
redondeadas y miden 3~& mm de diametro sugleren

parasitos calcificados.

3.7.1.2.2. Ventriculografi{a, Angiocgrafia, Pneumoen-—
cefalografia, Mielografia, Gamagrafia.
Son brocedimientcs invasivos y complicados que
"detectan la presencia de parasitos en forma
indirecta al mostrar desplazamientos ventricu-

lares o vasculares."(Aluja,A.,et af, 1987).

3.7.1.2.3. Tomografia Computarizada.
Se tonsidera el procedimiento de eleccidén para
el diagndstico de la neurocisticercosis, s un

método precisao, segurs, no 1dvasivy  y  tiene  un
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grado de certeza del 97%; mediante la TAC se
establece claramente a localizacidon topografica del
parasito (Rivera,L., 198035 Larralde,C., 1986,
Aluja,A., et o, 1987).

3.7.1.3. Diagndsticg Inmunoldgico.

Como la Tomografia Axial Computarizada no es
una técnica facilmente accesible en algunas areas
endémicas, es necesario tratar de obtener buenos
resultados utilizando las técnicas para lnmunodiag—
nostico.

En 1911 Moses, empled a la Fijacién de Comple-
mento como la primera prueha inmunolégica para el
diagnostico de la cisticercosis humana, utilizando
como antigeno, sxtracto acuoso de cisticercos, rea-
lizando la determinaci®dn en suero; como los resul-
tados obtenidos no eran satisfactorios, Nieto
(1948) propuso realizar la determinacién en LCR.

Actualmente, entre las pruebas gque se utilizan
para Inmunodiagndstico se encuentran la Inmunoelec-—
froforesis, Hemaglutinacién indirecta, Inmunofluo-
resencia, Doble inmunodifusion y ELISA (Rivera,L.,
1980; Flisser,A., 1986; Aluja,A., e al, 19855 La-—
rralde,C., et af, 1984) (Tabla 30).

3.7.2. Diagndstico de Teniasis,

Para el diagn¢stico de teniasis, es necesario
recuperar los proglétidos gravidos expulsados par
el paciente y posteriormente a una clarificacién
can NaOH o KOH 10%Z, se realiza la observacidn de
las ramas 1ntrauterinas, para diferenciar de J.
saginata. S1 el numero de ramas es menor a 10, se

diagnosticara como 7. oselium.
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lLa observacién del escoélex es tambien de gran
ayuda, ya que J. oelium tiene un rostele armado, lo
cual permite diferenciarlo del de J. saginala
(Tay,J., et al, 1985).

El realizar examenes CFS (sedimentacicn, flo-
tacidén y frotis grueso), no tiene gran valor, ya
que los huevecillos de 7. oelium y J. oaginata son
idénticos.

3.8. TRATAMIENTO.
3.8.1. Cisticercosis.
3.8.1.t. Tratamiento sintomatico.

£l tratamiento sintomatico es variable de-—
pendiendo de las manifestaciones de la entermedad,
y principalmente utiliza antiepilépticos para el
control de las crisis convulsivas, analgésicos para
cefaleas, esteriodes y diuréticos para aliviar hi-
pertensiédn intracraneana y psicofarmacos en el caso
de que se presenten alteraciones de la conducta
(Larralde,C., 19843 Aluja,A., & of, 1987).

2.8.1.2. Tratamiento guirﬁrgico.

La crruglia no siempre es la solucidn al
problema de la cisticercosis; depende de la
localizacidn del parisito y de las caracteristicas
anatomopatoldégicas dé la enfermedad,

El procedimiento quirurgico mis empleado es
la derivacidén de LCR a cavidad intraperitoneal, a
través de un catéter, para aliviar el bloqueo del
sistema ventricular; eventualmente se presentan
obstrucciones haciéndose necesaria una nueva

intervencidén (Larralde,C., 1986; fGroll,E., 1982).
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En. ocasiones es posible extirpar el

cisticerco, pero ésto no es frecuente.

3.8.1.3. Yratamiento farmacoldgico.

El tratamiento a base de farmacos se limita
a pacientes en los que se supone la existencia de
parasitos vivos.

Dentro de los farmacos que actualmente se
manejan con mayor frecuencia se encuentran:

a) Praziquantel.

Mediante el uso del praziquantel se ha lo-
grado la desapariciéon o reduccién de la imagen de
un gran numero de quistes parenquimatosos y suba-
racnoideos corticales al ser observados por TAC.

El praziquantel origina efectos colaterales en
el huésped, presumiblemente a causa del aumento en
la reaccioén inflamatoria que se provoca cuando el
medicamento actua sobre el parasito. Dentro de
estos efectos se encuentra la exacerbacion de los
s{intomas neuroldgicos, por lo cual se hace necesa-
rio un tratamento ayudado con esteroides y anti-
hipertensivos intracraneales (Larralde,C., 19863
Groll,E., 1982; Aluja,A., &« af, 1987).

b)Metrifonato.

ta accion principal del metrifonato consiste
en que es capaz de inhibir las colinesterasas
presentes en las diferentes estructuras del
cisticerco (Aluja,A., et al, 1987).

Aunque se han obtenido resultados alentadores
(Trujillo,V., e &, 1982) con el uso del
medicamento, es importante considerar .que se

presentan también efectos toxicos considerables

113



(Aluja,A., et al, 1987).

c) Albendazol.

El albendazol ejerce su efecto antihelmintico
mediante bloqueo en la captacién de glucosa, es de-
cir, abate los niveles energéticos hasta que se
hace imposible la sobrevivencia del parasito
(Aluja,A., et al, 1987).

Se han presentado en animales de experimenta-
cidn efectos embriotéxicos y teratogénicos, por lo
cual no debe ser empleado en niMNos menores de 2
aMos, ni durante el embarazo (Aluja,A., e al,
1987).

3.8.2. Tenlasis.

La teniasis se combate con una terapia a base
de medicamentos, utilizandose en forma mas comun la
Niclosamida, que actda saobre 1los proglstidos y
escdélex, haciendolos suysceptibles a la accidn de
enzimas prateoliticas.

Los cisticercos y huevecillos no se ven
afectados por el farmaco; debido a éstao, el
paciente toma laxantes 2 h después de la
administracidén de la niclosamida, para evitar el
riesgo de que a causa del tratamiento, el paciente
adqauiera cisticercosis.

FArmacos utilizados en menor proporcidn son
Mebendazol! y Fluobendazol, que bloquean la absor-
cidn de gluceosa y disminuyen la sintes:is de ATF en
el parasito; tambien se utilizan en el tratamiento
anti-cisticercos, pero sin tener todavia cifras

confiables (Aluja,A., et af, 1967},
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3.9. IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA.

En 1974, el Institulo Mexicano del Seguro So-
cial, realizd un estudio de frecuencia de cisticer—
cosis en la Republica Mexicana, sometiendo a Inmu-
noelectroforesis a’ 20 QU0 sueros de personas de
todo el pais. Los resultados manifestaron una ele—

vada incidencia en la regidn del Bajio (Fig. 29).

0.21—0.40

MO.G‘I—O.GO

.0.60—1.0

Fig. 20. Mapa Oooecondmico de ta Rep. Max. que
indica la frecuencia regional de anticuerpos
anticisticercosis. £l drea S5 presenta ol mas alto
porcentaje, wseguido por las 4roas que colindan con

el Ocdano Pacifico.

Tomado de: Woodhouse,E. Sercepidemiology of Human
Cysticercosia in Mexico. In Cysticercosis. Present
state of knoviedge and perspectives. tA. Flisser . et

al eds.). academic Press, Nev York.
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"En la mayoria de los servicios de neuro-
cirugia del pals, la neurccisticercosis
representa el 3Jer. o 40. caso de admi-
sion.” (Velasco,M.,et &, 1982).

En los servicios psiquiatricos se ha reportado

que la neurocisticercosis se encuentra entre las 15
primeras causas de admisién (Velasco,M., et al,
1982).

Si consideramos que apraximadamente el &5% de
pacientes con neurocisticercosis son 1ncapaces de
trabajar los primeros meses después de la enterme-—
dad sintomatica y que la mayor parte de la pobla-
cion afectada esta constituida por personas en edad
productiva (Velasco,M., e af, 1782), podemos ima-
ginar las repercusiones que tendra en el hogar. Se
verin afectados la educacién de los hijos y el es-
tatus social, ademas de que se presentan problemas
emocionales y econdmicos que ocasionan desestabili-
dad en la vida familiar. Esto afecta directamente
al pais, ya que hay que considerar gastos de hospi-
talizacidn, medicamentas y atencién por parte de
personal especializado.

La frecuencia de cisticercosis porcina en los
di ferentes estados del pals, varia del 0.005% al
104 (Tabla 31), encontrandose mayor prevalencia en
Guanajuato, Michoacadn y Chihuahuajg aunque es
importante considerar que estos valores representan
a los cerdos criados en forma tecnificada y que la
crianza rdstica de cerdos y sacrificados clandesti-
namente representa aproximadamente el I0% de la
produccidn porcina (Sarti{,G.J., y Gutiérrez,I.,
1986).
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Estadé

Localidad

Frecuencia

Afa

Aguascalientes
Chihuahua

Colima
Coahuila
D.F.

' Durango
Guanajuato

Jalisco
Michoacan

Horelos

Nuevo Ledn
Querétaro
Sanora

Tamaulipas

Tlaxcala

Veracruz

Yucatan

Zacatecas

Tabasco

Campeche

Aguascal ientes

Chihuahua
Chihuahua
Chihuahua
Varios
Torreén
Méxi1co,Cd.
Durango
Ocampo

San Felipe
Guadalajara
La Piedad
Varios
Cuernavaca
Monterrey
GQueretaro
Hermosillo
Cd. Victoma
Huamantla
Apizaco
Jalapa
Veracruz
Tuxpan
Mérida
Jerez
Fresnillo

Zacatecas

0.52
0. 49
3.32
1.65
2.4
2.37
0.13-0.16
2.21
10.0
3.0
0.005
10.0
1.9
0.37
0.004-0.16
0.560-0.74
V.07
0.37
0.63
3.3
0. 11
Q.75
1.08
0.904
0.75
2.10
1.26

No se encontrdé i1nformacidn

No se encontrd informacidn
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1980
1980
1980
1981
‘1980
1781
1980-81
1980
1981
1981
1781
1980
i?EO
1980
1980-81
1980-81
1980
1980
1980
1980
1980
1980
1980
1980
1980
1980
1980



Fara poder 1maginar el impacto econdmico cau-
asado por la cisticercosis porcina, podemos refle-
rionar sobre el siguiente dato: En 1980 las peérdi-
das por carne de cerdo decomisada e 1ncinetrada, re-

presentaron mas de 906 millones de délares.
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APENDICE 1V

INMUNOPARASITOLOGIA

La inmunoparasitologlia es una disciplina que

se basa en 5 principios segun Mitchell (1979):

1.

La creencia de que las infecciones parasita-
rias y enfermedades de importancia médica y ve-
terinaria podr{an ser tratadas o controladas
por medio de vacunas.

La esperanza de que los estudios sobre los me-
canismos de proteccién de los parasitos contra
las defensas del huésped patencialmente agresi-—
vas, provean de gqran cantidad de i1nformacion
can alta significancia bioldgica.

La fascinacién innata saobre los parasitos y el
parasitismo.

La oportunidad de definir y explotar las fun-
ciones de ciertos eventos que acompalMan a las
infecciones parasitarias cré&nicas, tales como
easinofilia y aumento de anticuerpos IgE.

La elevada disponibilidad de recursos para in-
vestigacion basica y aplicada en inmunoparasi-
tolagfa." (Mitchell, 1979).

Debido a que la neurocisticercosis es una pa-

rasitosis que cuando se presenta de manera sintoma-

tica es de consecuencias fatales a corto o largo

plazo, a su alta incidencia en México y a que las

medidas terapéuticas existentes no revierten los

daffos causados por el cisticerca en el Sistema Ner-

vioso Central, se hace oportuna una medida de con-

trol tal como la vacunacién.
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Las vacunas son suspensiones de microorganis-—
mos atenuados, inactivadeos, o sus productos, capaces
de despertar en el individuo una respuesta inmune.
De esta manera se intenta aumentar la resistencia a
un desafio pataogénico posterior y reducir el riesgo

individual de contraer una enfermedad infecciosa.

4.1. RESPUESTA INMUNE ~ CISTICERCOSIS HUMANA.

Se ha encontrado que en la cisticercosis, la
respuesta inmune humoral esta principalmante aso-
ciada a anticuerpos de la clase 1gG, seguidos por
la clase IgM (Flisser e af, 1980, 1982a); los cua-
les pueden detectarse en suero o LCR en proporciones
dependientes de la sensibilidad del mé¢todo que se
emplee (Flisser e af, 1979). Sin embargo, no todos
los individuos son capaces de mohtar una respuesta
inmune detectable, lo cual puede atribuirse a inmu-—
nosupresisdn, tratamiento con esteroides, inmunode-—
presién y tactores asociados al parasito, entre
otros (Reyes—Armijo and Beltran GoMi, 19613 Scully
et ady, 19773 Mitchell,G., 1979).

€1 hecho de encontrar en el suero de pacientes
con neurocisticercosis al menos 8 antigenos can di-
ferente movilidqd electroforética implica una res-
puesta inmune humoral heterogénea, siendo el anti-
geno B el mas frecuentemente reconocido (Flisser et
al, 1980, 1962a).

A nivel tisular se han identificadn‘algunas
clases de Inmunoglobulinas y Complemento (C3b) en
la interfase huésped-parasito, pudiendo considerar
esta respuesta como heterogénea, debido a que aun
dentro de los parasitos de un mismo huésped existen
variaciones {(Correa e o, 1985).
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En pacientes pediatricos del Instituto Nacio-
nal de Pediatrifa, D.l1.F., se ha encontrado una aso-
ciacidn entre cisticercos:s e inmunadeficiencias,
s1endo las mas frecuentes: Lupus Eritematoso Siste~
mico, Ataxia—Telangiectésia. Leucemia, Linfoma
(Flisser, & a!l, 1982).

Aun cuando la respuesta inmune celular ha sido
menos estudiada, se ha encontrado que no existen
diferencias significativas en el numero de los
linfocitaos T y B en personas infectadas y no inrec-—
tadas; sin embargo, en los pacientes cisticercasos
52 observa una disminucién en la reactividad al PPD
(Sealey,M., and Ortiz,L., 19825 Flisser et !,
1982a y b). También se ha observado que los antlge-
nos del parasito promueven la acumulacidn de célu-
las plasmaticas y eosindfilos, ademais de que apare-
cen fibroblastos en la interfase huésped-parasito.

4.2. VACUNACION EXPERIMENTAL CONTRA LARVAS DE CESTODOS.

Considerando la multicausalidad de las enferme-
dades infecciosas, es necesario contar con un modelo
experimental que simule el padecimiento para analizar
la influencia de las distintas variables que inter-
vienen y sus interacciones.

ta inmunidad en el huésped intermediario juega
un papel regulatorio vital en la transmision de los
parasitos, de tal manera que el desarrollo de pro-
yectos de vacuna podria ser un gran logro para el con-
trol de la cisticercosis (Rickard,M.D., 1984&).

Debido a que no puede utilizarse al ser humano
como sujeto de experimentacion y a que el empleo
del cerdo para este fin implica un elevado costo,

s2 han realizado varios estudios que involucran
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otras relaciones vertebrado-ceéstodo que sitvan
como modelo para estudiar el efecto de las distin-

tas variables.

4.2.1. Inmunizacidn con oncdsferas activas.

Se ha observado que existe una fuerte inmuni-
dad hacia larvas de céstodos tales como J. euio, 7.
Aydatigena y 8. granudsesus en carnero, y hacia 7.
pioifermio en conejos cuando se inyecta una sola
dosis de oncdsferas activas por la via intramuscular
(Rickard,M., 1982). Sin embargo, el man}Pular este
tipo de material bioldgico es altamente peligroso y
como efectos post-vacunales pueden encontrarse el
desarrollo de una colonia de larvas en el sitio de
inysccion o @] establecimiento de las mismas en
otros sitios del cuerpo (Rickard,M., 1982).

Considerando que la forma adulta de 7. oselium
s4l0 se desarrolla en el hombre, implica un proble-
ma casi insuperable la recoleccidn de grandes
cantidades de huevecillos para su utilizacidn como

antigeno.

4.2.2. Inmmizacidn con oncdsferas inactivadas.

Se han uéilizado procedimientos de inactiva-
cién de oncdsferas como: irradiacion con Rayos X,
congelamiento-sonicacidn, y tratamiento con anti-
helminticos, con 7. nloifermic en conejos y aungue
de esta forma es posible evitar la presencia de le-
siones post-vacunales, en la practica los proced:-—
mientos son inaceptables debido a que se reduce la
antigenicidad cuando las oncésferas se someten a
centrifugacidn para chtener los antigenos corres-
pondientes (Rickard,M., 1982).
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4.2.3, Inmunizacidn con antigenos de secrecidn.

Rickard y Bell (1971) implantaron oncésferas
de 7. evio y T. tceniveformis que estaban conteni-
das dentro de filtros Millipore, en la cavidad pe-
ritoneal de borregos o ratas, y aobservaron inmuni-
dad protectora cuando se desafiaba con huevecillos
de J. evic y las membranas de difusion hablan esta-
do in siu por sélo 1| semana; en camblo, NOo se en—
contrd con 7. wenweformins aun después de tres se-
manas de implantacién de ta membrana.

Por otra parte los investigadores antes men-—
cionados, utilizando un sistema de cultivao simple
desarrollado por Heath y Smith (1970), colectaron
antigenos de secrecidén provenientes de 20 000 on-
césferas activadas de 7. evio cultivadas in vire
pPOr un lapso de 6 dias. Emulsificando los antige-
nos de secrecién con adyuvante completo de Freund y
apliciandolos como vacuna por via intramuscular a o~
vejas, obteniéndose una completa resistencia a un
desafio con huevecillos viables que se di¢ 5 sema-—
nas después.

La vacunacién con antigenos de 7. Aydatigena
derivados de un medio de cultiva, dié un alto nivel
de proteccidn contra un desafio con 7. evio, obser-—
vandose de .ste'modo inmunoproteccidén cruzada.

Se ha sugerido que existen problemas con la
estandarizacidén de antigenos y diferencias en el
sexo de los animales utilizados, lo cual puede in-
fluir en la variabilidad de los resultados
(Rickard,D., 1982).
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4,2.4. VYacunacidn con extracto de estadf{os larvarios.
Miller (1932) utilizd un extracto antigénico
de cisticercos secos de 7. laeniaeformis para apli-
carlo en repetidas inyecciones a ratas, obteniendo
elevados niveles de proteccidn contra la infeccion
de huevecillos activos del parasito.
Campbell (1936) obtuvo buenos resultados de
proteccidén contra la infeccidn con J. ({taenicefermio
al administrar a ratas sels inyecciones via intraperi-
toneal de extracto crudo de cisticercos fresco o

Seco.

4.2.5. Inmunjzacidn pasiva.

La respuesta inmune a metacéstodos parece de—
berse en gran parte a la inmunidad humoral, y se ha
demostrado la transferencia pasiva de la inmunidad
en varias infecciones causadas por metacéstodos.

En la infeccidn por J. laeniaeformin en ratas

y ratones, se encontré que 1os ratones reci1én naci-
dos estaban protegidos contra la infeccion, por una
transferencia pasiva de la inmunidad prenatal.
Esta se ha asociado a una fraccién cromatografica
del calostro de la rata inmune que contiene IgG y
que es capaz de conferir proteccién pasiva cuando
se inoculan parenteralmente- a las ratas.

También se ha estudiado el papel de la IgA en
infecciones contra 7. (aeniaeformis, encontrindose
que la IgA purificada, aislada de las secreciones
intestinales de ratones i1nfectados oralmente con
huevecillos de 7. teniaeteamiso , fue capaz de
inducir pasivamente la inmunidad después de ser in-
yectada intraduodenalmente a un ratén receptor.

La transferencia pasiva de la inmunidad con
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“suera, se demostré en 1930 en ratas infectadas con 7.
taeniaefermio y en canejos infectados con J.
pioifenmic. Mas tarde, se establecid el papel pro-
tector de la 196G del'ratcn inmune, demostrando que
la 196 purificada del suero era protectora contra
la infeccidn con . taeniaeformio (l.awson,E.,
1982).

El modo de accién de los anticuerpos contra
los metacéstodos no es coméletamente conocido, pero
se considcra'que el efecto protector de la transfe-
rencia pasiva se encuentra asociado a la partici-
pacion del Complemento. '

Heath ha mostrado que'cuando se i1ncuban oncdés-—
feras de J. piodermio con suero inmune y Comple-
mento, se paralizan y no liberan antigenos de se-
crecidén, degenerando rapidamente.

Se han realizado estudios in vive en ratas y
ratones gue muestran la importancia del Complemen-
to, ya que la deplecién de éste en las ratas inmu—
nizadas pasivamente permitié una mayor sobreviven—

cia de 7. taeniacformio.

4.3. PERSPECTIVAS DE LA INMUNOPARAST TOLOGI A.

Por muchos aflos, la unica vacuna disponible
contra parasitos, ha sido la vacuna atenuada de
RBabescia 8euis producida por el Centro de Investi-
gacién de la Fiebre transmitida par Acaros de
Queensland, Australia (Timms,P., de Vvas,A.J.,
Dalgliesh,R.J., 19864).

No hay duda de que para los proximos 10-15
afos, se desarrollarian nuevas herramientas para el
cantrol y deteccidn de infecciones parasitarias y

otras enfermedades.
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La recompensa de la investigacién en 1nmunopa-
rasitologia puede esperarse que sea: el logro del
control de la infeccién basado en la vacunacipn, la
abtencion de reactivos de inmunodiagnéstico de alta
sensibilidad y especificidad, la identificaciédn de
'respuestas inmunopatolégicas del huésped, el escla-—
recimiento de la relacidén variacidn genética-su-—
sceptibilidad en la infeccion y la comprensidén de
los mecanismos de sobrevivencia de los parasitos en
un ambiente potencialmente hostil (Mitchell,B.,1979).
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APENDICE V
TecNnicAs

S.1. ELISA,
S.1.1. Principio.

El antigeno acoplado a un sopaorte de fase
sdlida, se incuba con el suero que contiene los
anticuerpos especificos, formandose complejos an-
tigeno-anticuerpo que se pondran de manifiesto al
adicionar otro anticuerpo heterdlogo biotinilado
que s® une al anticuerpo primarioj y cuando se adi-
ciona avidina marcada con peroxidasa, la avidina se
une a la biotina, amplificando la sefal producida
al actuar la peroxidasa sobre un sustrato, dando un
producto colorido, cuya absorbancia se mide aspec-
trofotométricamente (Fig.30).

K>+ >—o-——ak>>—o+>—-—<

Ag acoplodo  Ac pv io Ac secundarlo ontl-roton
Q “"90 'osg solido morcado con bioting

~.>p<>><>j/~ -t—ao

Avidina morcada
con peroxidaso

Compuesio colorldo

W (492 nm )

Fig. 30. Fundamenio del ELISA,

Sustrato soluble
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5.1.2. Uso de la interaccion avidlna—biétina en

tecnicas inmunoenzimaticas.

La interaccion avidina-biotina, ha sido
aprovechada en la unidn. de enzima-proteina, ya que
aunque las fuerzas que intervienen son no covalen-
tes, son excepcionalmente fuertes (desociaci¢n=lo—

El procedimiento empleado en este esdtudio se
conoce como LAB (Labeled Avidin Biotin) y consiste
en marcar el antigeno o el anticuerpo con biotina,
y la avidina con enzima. Debido a <que la avidina
posee 4 sitios activos, éstos reaccionan con los
residuos de biotina asaciados con los anticuerpos,
y aun con la sustitucion extensiva de los grupos
amino en moléculas de anticuerpo por biotaina, la
capacidad de unidén al antigeno no se modifica, vy
pusde amplificarse la saefal aumentando la
sensibilidad del método.

Existe otro procedimiento que consiste en mar-
car el antigeno o el anticuerpo con biotina, afadir
la avidina y por ultimo la eﬁzima marcada con bio-
tina. Este proceso se denomina BRAB (Bridged-Avidin
Biotin) (Luc,G.J., Ternynck,T., Avrameas,S5., 1979).

5.1.3. Materiales.
S.1.3.1.El antigeno.

Debe tomarse en cuenta que una muestra estable
influiriA en la reproducibilidad de los resultados.
€n la estandarizacion del antigeno deben
considerarse: espec:ie, cepa y estado de desarrollo
del parasito; especie y cepa del animal huégped,
periodo de post-infeccidn antes de obtener los
metacestodos. Si se considera una mezcla de

antigenos crudos, para determinar la cantidad
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correcta para senstbilizar una placa, se efectdaan
pruebas con sueros de referencia positivos y
negativos. La dilucién de antigeno que da la mayor
discriminacion entre ellos es la que se utiliza
subsecuentemente (Bidwell,D.E., et al., 19764).

5.1.3.2. Adsorcidn a una fase sglida,

La sensibilizacién de una fase soélida puede
depender de la calidad de 1la superficie de
poliestireno, as{ como del tiempo, temperatura y pH.

Parece que las adsorciones prolonsads (toda la

o P
noche) a 4°C, dan una sensibilizaci16n un: farme.

5.1.3.3. Solucién de_lavado,
La mas utilizada es PBS-Tween 0.3%4 pH 7.5. Los

lavados se realizan después de la sensibilizacion
con el antigeno, después de la incubacidén con el
suero y posteriormente a la incubacién con el
conjugado. E} PBS puede sustituirse por agua,
siempre y cuando ésta tenga un pH neutro y un bajo

contenido de cloro.

5,1.3.4. Dilucidn del syero.

La dilucién adecuada se determina ejecutando
pruebas con sueros de ‘;eferencia positivos y
negativos, y aquella que dA la diferencia maxima de
valores de absorbancia entre los sueros conocidos

es la que se prefiere emplear.

5.1.3.5. _Conjugado.
Avrameas & Uriel y Nakane & Pierce (1966)

mastraron que la peroxidasa es una buena enzima
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para conjugacion, ya que posee una slevada
actividad, &#s mas barata que la fosfatasa alcalina
y tiene un praoducto de reaccidn con la
o-fenilendiamina de color naranja. La dilucidn
¢ptima del conjugado, debe determinarse realizando
pruebas para obtener diferencias maximas con sueros
de referencia positivos y negatives. Los valores de
absorbancia del conjugado control deben ser casa

nulos.

S5.1.3.46. Tiempo de reaccidn del sustrato.

La reaccion puede pararse después ae 30 min.,
o cuando la absorbancia de una muestra positiva
alcance un valor predeterminado; esto se realiza
por monitoreo de la reaccidn a 1ntervalos de tiempo

en series de pozos con sueros positivos.

5.1.4. Lectura y valoracidn de resultados.

Los resultados del ELISA pueden expresarse
camaz
a) Valores de absorbancia, determinando valores de
una poblacién normal coma controles, y clasificando
como positivos los 4que estén arriba Yy como
negativos los 'que se encuentren abajo de este
valor.
b) Porcentaje de sueros positivos de referencia.
c)Punto final de la titulacidén cuando se utilizan
varias diluciones del suero (Voller,A,, Bidwell,D.E
& Bartlett,A., 1976).

5.1.5. Ventajas y desventajas de la técnica.
A pesar de que el Radio Inmuno Analisis (RIA)

no se usa ampliamente para diagnéstaico de
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enfermedades parasitarias, se puede cbmparar con
ELISA por su cercana semejanza. La comparacién con
la Inmunofluorescencia (IF) es mas relevante
porque la técnica se ha utilizado mas
frecuentemente.

Una de las ventajas del ELISA es que se puede
visualizar simultaneamente la presencia de anti-
cuerpos hacia varios agentes infectivos. Esto tiene
impartancia para establecer perfiles epidemioldgi-
cos.

También puede discriminar entre las fases tem-—
pranas de una enfermedad y una experiencia pasada
(Tabla 32).

TABDLA 32, COMPARACION DEL ELISA CON OTRAS TECNICAS,

Criterios ELISA RIA IF

Sensibilidad Alta Alta Usualmente
baja

Especairficidad Depende Depende Alta

del Ag. del Ag.

Reproduci-

bilidad Aceptable Aceptable Aceptable

Lectura Objetiva Objetiva Usualmente

subjetiva
Preparacién
del Ag. Puede ser FPuede ser Facil

complicada complicada
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Conjugado Bajo eva- Calidad Calidad

luacion estandar estandar
Mecanizacion Fosible Posible Dificil
Costo/prueba Bajo Alto Alto
Vida media de
los reactivos Larga Corta Corta
Riesgos de
salud para el
personal Ninguno Presente Ninguno
Factibilidad
de ejecucion
bajo condiciones
de campo Facil No posible Intermedia

5.1.6. Aplicaciones.

La técnica de ELISA se ha utilizado en la
deteccidn de padecimientos parasitarios como palu-—
dismo, triquinosis, esquistosomiasis, tripanosamia-
sis, cisticercosis y filariasis.

En Endocrinologia se emplea para detectar hormo-—
nas; en casos de enfermedades autoinmunes puede u-
tilizarse para medir anticuerpos contra DNA, a—fe-
toproteina, etc.; también para evaluar factores de
la coagulacién en Hematologia; asi como para cuan-
tificar anticuerpos contra bacterias como Falmone
o, Trepenema, etc., y anticuerpos en padecimien—

tos virales.
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5.1.7. Preparacion de reacti vos.
1.— PBS 10X
NaHPQA...................10.229
NaH PO, H 0 ceeensena.o 3,869
NaCl.csueresoanssacasaonaag
Hzo destilada hasta......100ml.
Ajustar a pH 7.5

2.- Albumina sérica bovina 1% en PBS.~
3.- PRS/Tween 20 O.1%

4, - H2504 4N

9.~ Amortiguador de Citrato-Fosfato
NazHPO4 O0i2Metecnenrneana25.7ml
Ac. ciltrico O.iM. . .00 ..24.3ml

H,0 destilada............50ml

2
Hznz.....................50y1
&.- Anti-lnmunogleobulina de ratén biotinilada

(Dilucidn 1:2000 en PBES/Tween 0.17%)

7.—- Streptoavidina-peroxidasa (Dilucién 1:2000 en
PBS/Tween 0.1%) .

S. 2. INMUNMOELECTROTRANSFERENCIA.

El término "blotting"” se wutiliza para hacer
referencla al proceso por medio del cual se pueden
transferir macromoléculas desde un gel hasta Juna
matriz inmovilizadora (GershoniyM.J., et af, 1983).

Este concepto puede emplearse combinado con las
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macromoléculas que se desean transfer:ir. E)s
DNA-blotting (Southern Blotting), RNA-blotting
{Northern Blotting), y blotting de proteinas (Wes-
tern Blotting).

La técnica puede identificar una proteina
antigénica en una mezcla compleja de proteinas,

como el extracto crudo de cisticercos.

$.2.1. Principio.

Los componentes de la mezcla protéica se
desnaturalizan y se separan electroforéticamente en
un gel de poliacrilamida-SDS, poster{ormente se
transfieren a una matriz inmovilizadora, en este
caso, papel de nitrocelulosa. Despué¢s, al reaccio-
nar con el suero que contiene los anticuerpos, se
forman complejos Ag—-Ac que se pondrin de manifiesto
al adicionar otro anticuerpo que se une al anti-
cuerpo primario y acoplar una enzima (peroxidasa)l
que es capaz de reaccionar con el sustrato (4-clo-
ro-1-naftol) para dar bandas de precipitacién colo-
ridas (violeta) en aquellas zonas donde estén pre-

sentes los complejos Ag—Ac (F1g9.31).

Ac secundario

de ratén onil-70i6n maicado
Ac primorio de { con Biotlna

ISC O AR W -

Aq inmaovilizodo Aviding morcada
con Peroxidasa

‘/ \' +°0°%
o. ¢ 10, —
é 6% 20
[:] L
Precipitado locol



5.2.2. Corrimiento electroforético.
5.2.2.1. Fundamento.

LLas proteinas son macromoléculas anfotéricas,
que contienen tanyo residuns Acidos como basicos; y
su carga neta depende del pH del medio en el que se
encuentren, s1 estiAn en un pH al cual no tienen
carga neta, se dice que ese pH corresponde a su pl.
En una solucisn en donde el pH esta por arriba del
pl de una proteina, ésta quedara cargada
negativamente y migrara hacia el anodo en un campo
eléctrico; si por el contrario, el pH deit medio
esta abajo del pl de una proteina, ésta se cargara
positivamente y migrarA hacia el catodo (Towbin
H. e al ., 1979).

Como las proteinas se encuentran en una
solucién donde esta presente un potente detergente
{Dodecil sulfato sédico) con carga negativa, este
se une a las regiones hodrofdbicas de las protelinas
provocando que se extiendan cadenas polipeptidicas,
migrando hacia el electrodo positivo. Ademas se
afjade mercaptoetannl con la finalidad de raomper
cualquier puente disul furo para que puedan
analizarse los polipéptidos constitutivos de las
macromoléculas (Bruce,A., Bray,D., Lawis,l. 1984).

El pH de una solucion utilizada en
electroforesis, debe mantenerse constante para
asegurar la carga y movilidad de las proteinas, por
lo cual dichas soluciones deben ser amortiquadoras.

Las proteinas pequeflags se mueven mucho mas
rapidamente a lo largo de los poros del gel, por
lo que a partir de una mezcla compleja de proteinas,
se forman bandas protéicas de acuerdo a su 'Peso
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5.2,2,2. Geles de poliacrilamida.

Los monémeros de acrilamida polimerizan en ca-
denas largas que estan unidas covalentemente por
una sustancia (bis) que actua ligando la estructu-
ra. Debido a que el 02 inhibe la polimerizacion, es
necesario desgasificar la mezcla de los mondmeros
por medio de vacio.

La polimerizacién del gel se llevd a cabo por
métados quimicos, utilizando al persulfato de amo-
nio como iniciador y a la amina cuaternario N,NN',
N'-tetrametiletilendiamina o TEMED como catalizador
de la reaccién. Este proceso es exotermico y si el
calor generado es demasiado, las convecciones daran
lugar a un gel inconsistente; para evitar ésto debe
ajustarse la cantidad iniciador-catalizador de tal
modo que la polimerizacién ocurra entre 10-60 min.

Durante el fenomeno de polimerizacidén, se for-—
ma un menisco, gque puede causar una curva de dis-—
torsién en el patrén de bandas; para eliminarlao, se
colocd una capa delgada de i1sopropanol, misma que
ayuda a la impenetracion del oxigeno. El gel suele
prepararse inmediatamente antes de utilizarse
Towbin,H. et al., 1979).

5.2.2.3, Sistema discontinuo de Amortiquadores.

El sistema discontinuo fue desarrollado

inicialmente por Ornstein (1964) y Davis (1964) y es
un método en donde se empled un gel de poro grande
no restrictivo, llamado gel preparador o qel
superior, que se coloca sobre un gel separador o
gel inferior. Cada gel se hace con amortiguadores
diferentes y el amortiguador de la camara también

es distinto al de los geles.
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En este sistema, la mavilidad de las
proteinas, es intermedia entre la movilidad de los
iones del amortiguador en el gel superior (ion
principal) y la movilidad de los iones del
amortiguador en la camara superior (ion trasero).

Cuando la electroforesis comienza, los iones y
proteinas migran en el gel preparador. Las
protetnas se concentran en una banda muy delgada,
entre el ion principal y el ion traseroj; hasta que
alcanzan el gel separador.

Como resultado del sistema discontinuo, se
obtiene una resolucidon de bandas mas grande.

El sistema de Laemml: (1970 es una
mofificacidén de Ornstein y Davis, ya que es un
sistema discontinuo en 8SDS. Su . resolucién es
excelente, y es un método ampliamente usado en un

sistema electroforético (Towbin,H. e al., 1979).

5.2.2.4. Regulacidn de la Temperatura,
E£s esencial mantener la temperatura constante

durante la electroforesis (10°C), para evitar que
las muestras se muevan mas rapido en el centro del
gel que a los lados. Fara tener una regulacion
precisa de la temperatura, se debe contar con un
sistema de enfriamiento, asi como de circulaciédn

continua del amortiguador en la camara.

5.2.3. Transferencia.

Una vez que las proteinas se han separado
electroforéticamente, se transfieren a una matriz
inmovilizadora, en este caso se utilizod un membrana
de nitrocelulosa. Este proceso es altamente

controlable y reproducible, as! como sensible y
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especifico. "fara tener o¢ptimos ‘resultados deben
consaiderarse los siguientes puntos: Las macromole—
culas deben transferirse eficientemente a la ma-
triz; las macromoléculas deben unirse cuantitativa-
mente a la matriz; los procesos de deteccion deben
ser espec! ficos y sensibles." (Bers, G. and Garfin,
D., 1985).

5.2.3.1. Parametros Sptimos de transferencaa.
5.2.3.1.1. Composicién del amortiguador de transfe-
rencia.

La composicidn del amortigquador de
transferencia depende del tipo de gel, la matriz
inmovilizadora y la molécula que se desea
transferir. El metanol en el amortigquador, se
utiliza par impedir-la turgencia del gel, ya que
reduce el tamafio del poro y asi restringe la
transferencia de algunas moléculasy también aumenta
la capacidad y afinidad de la nitrocelulosa por 1la
proteinas y elimina el SDS de los complejos con las
proteinas para favoracer la renaturalizacion de las
mismas. (Bers, G., e af, 1985).

La reduccion de la fuerza 1onica del
amortiguador, permite un aumento de voltaje, sin un
aumento de temperatura muy grande. Consecuentemente
una proteina de alto peso molecular, se puede
tranzferir eficientemente en periodos cortos de

tiempo.

5.2.3.1.2. Matriz Inmovilizadora.

La matriz mis utilizada es la nitrocelulosa.
Esta es producida al sclubilizar HNDS—celulosa
esterificada, en mezclas de solventes organicos
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(éter-alcohol o Ac. acético-acetona). él diametro
promedio efectivo del poro de la membrana es de
0.45um, tiene una elevada capacidad de umidn a las
proteinas tBOyg/cmzr y posee buenas caracteristicas
que le permiten una tincidn adecuada
(Gershoni,M.J., and Falade, E.G., 1983).

A un pH aproximado de 8, al cual se llevan a
cabo la mayoria de las transferencias, el papel de
nitrocelulosa estad cargado negativamente como las
proteinas. "Las interacciones entre las proteilnas
y la nitrocelulosa, no se han entendxdo claramente.
Probablementé, los efectos hidrofdbicos jJjuegan un
papel importante en esta interaccion®.
{Gershoni,M.J., and Palade, E.G., 1983).

Las proteinas de bajo peso molecular pueden
perder afinidad por el papel de nitrocelulosa, ¥y
esto se traduce en una pérdida de ellas durante 1la
transferencia. fara prevenir esto, se puede reducir
el tamaffo del poro (0.2um).

Otro tipo de matrices que pueden emplearse
son: papel de Diazobenciloximetil-celulosa (DBM),
papel diazaofenil tioeter (DFT), Nylon 66.

El hecho de que el exceso de proteinas pasa a
travées de la nitrocelulosa durante la transferencaa
se aprovecha para adsorber las proteinas en membra-
nas de nitrocelulosa secuencialmente, lo que permi~

te obtener multiples réplicas de un gel.

5. 2.4, Inmunodeteccidn.

En el presente trabajo, se realizd una
deteccion de los complejos Ag-Ac, después de la
1incubacién con los sueros de animales protegidos, no

protegidos, vacunados no desafiados y normales, por
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medio de Ensayo Inmuno Enzimatico, cuvos limites de
sensibilidad van de 50-100 pg (Bers,G., and Garfin,
D., 1983).

La enzima utilizada fue la peroxidasa, ya gue
és econémica, muy estable y simple de wusar; y el
sustrato elegido fue 4-cloro-i-naftol, danda un
producto de reaccion de color violeta en las 2zonas

de reacci1én.

5.2.9. Ventajas de la Inmunoelectrotransferencia.

Los polipeéeptaidos 1naccesibles,  se hacen
accesibles; simplicidad y alta sensibilidad; los
papeles de nitrocelulosa son de facil manejo; la
inmovilizacion de proteinas es accesible para hacer
que reaccionen con varios ligandos; se utilizan
pequefas cantidades de reactivo al hacer la
transferencia; los tiempos de proceso (incubacidn y
lavado), pueden reducirse significativamentes se
pueden hacer multiples réplicas de un gelj una vez
transferidas las proteinas a papel de nitrocelulo-
sa, pueden almacenarse por varios affos antes de su
us0; puede usarse la misma proteina transferida pa-—
ra miltiples analisis sucesivos (Bers,G., and
Garfin,D., 1985).

5.2.6. Aplicaciones de la Inmunoelectrotransferencia.
Deteccidén de bajos niveles de actividad
enzimidtica con antisueros especificos; analisis
complejo del suero; deteccidn de reactividad
cruzada de un antigeno; deteccién y mapeo de RNA y
DNA asocciado a protelnas; manifestacién de suero
patolégico por autoanticuerpos; deteccidén de se-

cuencias especificas de DNA; mapeo de secuencias de
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RNA en un genoma; purificacidédn de anticuerpos;

de-

teccidén de antigenos tumorales en baja concentra-

ci1én en la superficie de la célula y membrana {(Bers,

G., and Garfin,D., 1985).

S.2.7. Preparacidn de reactivos.

(Todas las soluciocnes deben filtrarse).

1.-Solucién de mondmeros de acrilamida (304LT

Bis). .
Acrilamida..ceeeccacncreecnncesaasg
BiSicstastsessnecsnsanssnssnaseanasl.fg
H20 destilada hasta....cceeccaeeeslOOmMl,
2.- Amortiguador para el gel inferior

Tris-Cl pH B8.8).
Tris.........;....................3&.39
HZO destilada hasta ..c.eveceese.s.200ml
Ajustar a pH 8.8 con HCl

3.- Amortiguador para el gel superior
Tris-Cl pH 4.8).
TPiSeacnerocsccnnsccancsssasncsansndy

H,0 destilada hasta...ecev-nseea.50ml

4.-Dadecilsul fato sodico 104

DSt atenereescscerasassnceanseanseS0g
H20 destilada hastac..ccieeeaceassa300ml
S.- Persulfato de amonio 15%

Persul fato de amonN10..ceeeceseesss15mg
HZD destilada hasta.c..i.cieecuaealml

Freparar en el momento de usarse.
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&.- Amortiquador para cubrir el gel superior

Tris-Cl pH 8.8, 0.1% SDS).
Tris (801.2)cuccevecccncsacscsesaa25ml
SDS (S0l.4)ceaavacocssonsscsaannsasalml

HZD destilada hastad.....ccenvaeaseaiO0ml

(0.375

7.- Amortiguador para tratamiento del antigeno 22X
0.125M Tris-Cl pH 6.8, 44 SDS, 204 glicerol,

10% 2-mercaptoetanol).
Tris (S0l.3)ecernivcacecnsenseccass2.8ml
SDS (S01.4).cciveerecreassancnsanaahdml

Glicerolicseiceteenensesncocncoens2ml

H20 destilada hasta.....cccvcnee.-10ml

8.~ Amortiguador de la camara electroforetica

0.025M Tris pH 8.3, 0.192M glicina,
TriSeeeceecessnsacsscacsssanasseanaldg
BliCiNas.ccieuetceransanseensannea’llg
SDS (SOl. 4)ecesecncascanansasessasd0ml
HZD destilada hastac.ccececeeesseSlts,
?.- Solucién de teflido.
Azul de Coomassie R-200....eceees.29
H20 destilada hasta.....ceuceasaes200ml
10.~ Solucidon para desteMr
AC. ACEtiCO.cictiersuscancccsecesalOml

H20 destilada hasta..eceeeerceesass100ml
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GRAFICAS COMPLEMENTARIAS

Las Figs. Z2a,33a,34a y 3%a muestran el inmu-
noplot de la frecuencia de reconocimiento de bandas
antigénicas de hembras vacunadas-desafiadas contra
hembras desafiadas-no vacunadas, para los distintos
rangos de eficiencia, observandose que con la vacu-
na se 1nduce el reconocimiento de bandas antigeéni-
cas diferentes al que se induce con el desafio.

En las Figs. 36a,37a,3B8a,3%a y 40a se presen—
tan las graficas correspondientes para los machos,
obteniéndose un comportamiento similar al de las hem-—
bras. Como puede observarse en ambos sexos, no exis-—
te ninguna banda con alta frecuencia de reconocimien-—
to asnciada a altas eficiencias. Notese que para
las hembras no se obtuvieron eficiencias del 100%
en comparacién con los machos.

Las Figs. 32b,33b,34b y 35b, muestran los i1nmu-
noplots de la frecuencia de reconocimiento de bandas
antigénicas en hembras vacunadas-desafiadas contra va-
cunadas—no desafiadas para diferentes rangos de efi-
ciencia, en las Figs. 34b,37b,38b,3%9b y 40b se mues-—
tran las mismas grificas para machos. En ambos casos,
es posible apreciar que existe una mayor frecuencia de
reconocimiento de bandas en animales vacunados-desa-
fiados que en vacunados-no desafiados, lo que aimpla-
ca que con dos estimulos antigénicos se obtiene una

mayor frecuencia de reconacimiento.
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ANEXO

Ligta de reactivos util:izados en este trabaja:

Reactivo

Acrilamida

Anti-inmunoglobul ina de ratén biotinilada

Azul de Coomasie

Bis

BSA
Estreptoavidina-peroxidasa
Glicerina

EDTA

Hidrdéxido de aluminio
Mercaptoetanol
O~-fenilendiamina

Persul fato de amonio
Reactivo de Fenol Folin-Ciocalteu
SDS

TEMED

Tween 80

Marca

Bio-Rad
Amersham
Bio-Rad
Bio-Kad
Sigma
Amersham
Sigma
Baker
Baker
bio-Rad
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Bio-Rad
Bio-Rad
Sigma
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