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1. RESUMEN 

El uso de plantas transgénicas ofrece un novedoso sistema de expresión 

genética, capaz de generar nuevas vacunas contra enfermedades infecciosas y 

parasitarias. En particular resulta un sistema accesible para la producción masiva 

de proteínas vacunales a bajo costo. 

Estas consideraciones sustentaron la decisión de expresar la vacuna 

contra la cisticercosis constituida por los péptidos KETc1 , KETc7 y KETc12, 

denominada S3Pvac, en clonas transgénicas de cuatro especies vegetales. Los 

ADNc que codifican para los péptidos KETc1 y KETc12 fueron modificados 

adicionando en el extremo 3' COOH-terminal, una secuencia que codifica para 

seis residuos de histidina, dando origen a los péptidos KETc1.6His y 

KETc12.6His. 

Dichos ADNc y la secuencia que codifica para el péptido KETc7 fueron 

clonados en el vector de transformación pUI235-5.1, que dirige la expresión 

constitutiva de transgenes en plantas. Cada una de estas construcciones 

genéticas se utilizaron para transformar por biobalística callos embriogénicos de 

zanahoria (Daucus carota vr. nantes), papaya (Carica papaya vr. maradol), maíz 

(Zea mays de la línea LPC-13) y sorgo (Sorghum bicolor). Para facilitar la 

detección y selección de los tejidos transgénicos, las construcciones en el vector 

pUI235-5.1 se cotransformaron con los vectores pWRG1515 (zanahoria y papaya) 

y pBARGUS (maíz y sorgo), que además de contener el gen reportero GUS, 

respectivamente portan el gen de resistencia a higromicina y el gen de resistencia 

al herbicida basta. Los callos embriogénicos transgénicos fueron seleccionados 

en medio de cultivo suplementado con higromicina y kanamicina (papaya y 
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zanahoria) y fosfinotricina y kanamicina (maíz y sorgo). Todas las clonas 

transgénicas obtenidas fueron propagadas por subcultivo in vitro; sin embargo, 

considerando el elevado número de clonas obtenidas, así como las ventajas y 

limitantes que presenta cada especie vegetal para la producción de la vacuna, se 

seleccionó el sistema de papaya como el más adecuado para estos fines. De tal 

manera, se procedió a la caracterización molecular e inmunológica de 53 clonas 

transgénicas de papaya, de las cuales 38 codifican para el péptido KETc1 .6His, 

11 para el KETc12.6 His y4 para el KETc7. 

El extracto soluble de cada clona fue evaluado en su capacidad protectora 

contra la cisticercosis experimental murina. Diez clonas evaluadas que expresan 

el péptido KETc1 .6His, dos clonas para el KETc12.6His y una para el KETc7 que 

indujeron altos niveles de protección fueron seleccionadas con el propósito de 

realizar análisis ulteriores para el diseño de una nueva vacuna recombinante 

contra la cisticercosis. 
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II.SUMMARY 

The use of transgenic plants provides a novel system of gene expression, oftering 

the ability to produce new vaccines against infectious and parasitic diseases. 

Particularly, it is an amenable system for the massive production of vaccine 

proteins at low costs. 

These considerations supported the idea of developing a vaccine against 

cysticercosis constituted by peptides KETc1 , KETc7, and KETc12, denominated 

S3Pvac, in four plant species. The cDNAs which codify for KETc1 and KETc12 

peptides were modified adding in their 3'-COOH-terminal a sequence codifying for 

six histidine residues, resulting in the sequences KETc1.6His and KETc12.6His, 

respectively. 

These cDNAs, and the sequence that codifies for the KETc7 peptide, were 

cloned into the pUI235-5.1 plant expression vector, which directs the constitutive 

expression of transgenes in plant tissues. Embryogenic calli of carrot (Daucus 

carota varo nantes), papaya (Carica papaya varo maradol), maize (Zea mays 

inbred line LPC-13), and sorghum (Sorghum bicolor), were cotransformed by 

bioballistics with each genetic construct in pUI235-5.1 and pWRG1515 (carrot and 

papaya) or pBARGUS (maize and sorghum) vectors, containing the reporter GUS 

gene besides hygromycin resistance gene and basta herbicide resistance genes, 

respectively, as selectable markers. In order to make easy the detection and 

selection of transgenic tissues. 

Transgenic embryogenic calli were selected in culture medium 

supplemented with hygromycin and kanamycin (carrot and papaya), and 

phosphinothricin and kanamycin (maize and sorghum). AII transgenic clones 
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obtained were propagated by in vitro subculture. However, considering the high 

number of transgenic clones produced, as well as advantages and limitations of 

each plant system for vaccine production, papaya was chosen as the best 

candidate to do that. Thus, we focused on the genetic and immunological 

characterization of 53 papaya transgenic clones, 38 of which codified for the 

peptide KETc1.6His, 11 for KETc12.6 His, and 4 for KETc7. 

Finally, soluble protein-extracts from each transgenic clone were evaluated 

for its protective capacity against experimental murine cysticercosis. Ten clones 

expressing KETc1.6His peptide, two clones for KETc12.6His, and one for KETc7 

driving higher protection levels were selected for further studies aimed to the 

constitution of a new recombinant vaccine against cysticercosis. 
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111. INTRODUCCiÓN 

La neurocisticercosis (NC), una enfermedad causada por el establecimiento en el 

sistema nervioso central (SNC) del estadio larvario (cisticerco) de la Taenia 

solium, es una de las principales causas de enfermedad neurológica en humanos 

en los naciones subdesarrollados como México y otros países de América Latina, 

Asia y África (Aluja, A. 1982; Del Brutto, O. H and Sotelo, J. 1988; Larralde, et. al., 

1992), en donde se ha convertido en un grave problema de salud pública. 

En México, registros de autopsias realizados en diferentes instituciones 

hospitalarias indican que la NC afecta de 0.8% a 3.5% de la población adulta, 

causando gastos para su diagnóstico y tratamiento e incapacitación del paciente. 

Por lo tanto, debido a los costos que representa para la salud pública y la 

economía se justifican plenamente los esfuerzos por prevenirla . 

El requerimiento indispensable del cerdo como hospedero intermediario 

permite, por vacunación, interrumpir el ciclo de transmisión de esta parasitosis, y 

por consecuencia reducir la enfermedad en el humano. Desde 1986, nuestro 

grupo ha desarrollado un proyecto de investigación que tiene como objetivo la 

identificación de antígenos del cisticerco de Taenia crassiceps que induzcan 

protección contra la cisticercosis porcina por Taenia solium. Hasta el momento se 

han identificado tres péptidos del cisticerco de T. crassiceps, denominados 

KETc1, KETc12 y KETc7, que constituyen la vacuna anti-cisticercosis S3Pvac. Su 

evaluación en forma sintética en experimentos de vacunación ha mostrado altos 

niveles de protección contra la cisticercosis experimental murina y porcina; en 

esta última, en condiciones naturales de transmisión (Huerta, et al., 2000; 2001; 

Sciutto, et al., 1990). Los resultados mostraron que la vacunación redujo en 50% 
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el número de cerdos infectados, en 98% el número de parásitos instalados y un 

aumento de 20 a 80% en el número de cisticercos no viables, por examen 

histológico. Estos resultados señalan el potencial de la vacuna S3Pvac para la 

prevención de la cisticercosis porcina. Sin embargo, su administración de forma 

sintética implica altos costos de producción, lo que limita su uso en la población 

de cerdos de traspatio. Por lo tanto, nos hemos concentrado en la búsqueda de 

alternativas para que su producción sea económicamente más accesible. 

Adicionalmente, se han considerando las dificultades logísticas que conlleva la 

aplicación de una vacuna por vía parenteral; por lo tanto, se intenta generar una 

vacuna de administración oral. 

Para este propósito consideramos la expresión de la vacuna S3Pvac en 

plantas transgénicas, un sistema que ofrece las ventajas de: a) producción de 

proteínas a gran escala y bajos costos; b) expresión de antígenos tej ido

específicos o de forma constitutiva ; c) expresión de uno o múltiples transgenes; d) 

administración en forma purificada y no purificada; · e) no requiere el 

mantenimiento de una cadena fría para su conservación ; f) capacidad para la 

inducción de una respuesta inmune específica, aplicada por vía sistémica u oral; 

g) no requiere de personal capacitado para su administración por vía oral 

(Streatfield, et al., 2003). 

Entre las proteínas recombinantes que han sido expresadas en plantas 

transgénicas se encuentran algunas de interés humano como las relacionadas 

con la hepatitis, el ántrax, el cólera, la rabia, la diabetes, la caries y otras de 

interés veterinario, como la fiebre aftosa y la gastroenteritis porcina (Featherstone, 
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el al., 1996; Haq, el al. , 1995; Poirier, el al., 1995; Streatfield, el al., 2003; 

Thanavala, el al., 1995). 

En este proyecto realizamos la transformación de callos embriogénicos de 

maíz (Zea mays, línea LPC-13), sorgo (Sorghum bicolor) , zanahoria (Daucus 

carola vr. nantes) y papaya (Carica papaya L) con tres construcciones genéticas 

para la expresión de los péptidos recombinantes, KETc1 .6His, KETc12.6His y 

KETc7, para el desarrollo de una vacuna contra la cisticercosis. Una vez 

obtenidas las clonas transgénicas, se consideraron las ventajas y limitantes de las 

cuatro especies vegetales, observándose que el sistema de papaya presenta las 

siguientes ventajas: a) las células de papaya poseen propiedades antiparasitarias 

per se (Stepek, el al. 2004), lo que ofrecería una mejor efectividad para el diseño 

de una vacuna contra parásitos intestinales (céstodos) como Taenia solium; b) se 

tiene experiencia en el proceso de transformación por biobalística, así como en la 

propagación y regeneración in vitro de esta especie; c) recientemente se ha 

reportado la secuenciación de su genoma, lo que indudablemente representa una · 

ventaja experimental sobre los otros sistemas. Por las razones expuestas, sólo se 

continuó con la caracterización molecular, bioquímica y la evaluación en 

experimentos de protección con las clonas de papaya transgénicas obtenidas. 
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IV. JUSTIFICACiÓN 

Para la prevención y control de la cisticercosis se han tratado de implementar 

diferentes estrategias, como la educación, el mejoramiento de las condiciones 

sociales y económicas de los sectores afectados, el tratamiento de los cerdos 

infectados y su prevención por vacunación. Esta última resalta como estrategia 

promisoria y realista que no implica modificar las condiciones que mantienen y 

promueven la parasitosis, y que se encuentran arraigadas a las limitaciones 

económico-sociales de nuestro medio. La elevada frecuencia de la cisticercosis, 

sus repercusiones en la salud humana y efectos en la porcicultura justifican los 

esfuerzos por prevenirla. 

El requerimiento del cerdo como hospedero intermediario obligatorio ofrece 

un eslabón susceptible para interrumpir el ciclo de vida del parásito, ya que al 

morir el cisticerco por acción de la inmunidad inducida por vacunación disminuye 

la probabilidad de infección del cerdo, y por consecuencia del humano. 

Las vacunas y candidatos vacunales actualmente disponibles se han 

evaluado en su efectividad por administración parenteral. Sin embargo, los altos 

costos y las dificultades logísticas de esta forma de administración limitan su uso 

en programas masivos de control como los que se requieren. De tal manera, el 

disponer de una vacuna de bajo costo y capaz de ser administrada por los propios 

porcicultores por vía oral representa una nueva alternativa de gran impacto para 

el control de la cisticercosis. 
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V. HIPÓTESIS 

Los péptidos vacunales KETc1, KETc12 y KETc7 expresados en callos 

embriogénicos de clonas transgénicas de papaya conservan sus propiedades 

inmunogénicas e inducen protección contra la cisticercosis. 

VI. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Expresar los péptidos KETc1 , KETc 12 Y KETc7 en callos embriogénicos de maíz, 

zanahoria, sorgo y papaya, para el desarrollo de una nueva vacuna contra la 

cisticercosis. 

OBJETIVOS ESPECiFICOS: 

~ Clonar los ADNc que codifican para los péptidos KETc1, KETc12 Y KETc7 

en el vector de expresión constitutiva pUI235-5.1 . 

~ Transformar por biobalística callos embriogénicos de las diferentes especies 

vegetales. 

~ Identificar, seleccionar, aislar y propagar clonas transgénicas. 

~ Elegir las clonas transgénicas de una especie vegetal para su 

caracterización molecular y bioquímica. 
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}> Evaluar la capacidad protectora de las clonas transgénicas de interés en el 

modelo de cisticercosis por T. crassiceps. 
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VII. ANTECEDENTES 

a) Taxonomía y descripción de T. solium 

Reino: Animalia 

Phylum: Platyhelminthes (gusanos planos con simetría bilateral) 

Clase: Cestoidea (por la presencia de ventosas y ganchos) 

Subclase: Eucestoda 

Orden: Cyclophyl/idea 

Familia : Taeniidae 

Género: Taenia 

Especie: T. solium 

T. solium es un céstodo, que pertenece al grupo de gusanos planos invertebrados 

con simetría bilateral y segmentados, que se adhiere a la mucosa de la parte 

proximal del intestino delgado de su hospedero definitivo, el hombre, por medio de 

cuatro ventosas y una doble corona de ganchos, localizados en su cabeza o 

róstelo; posee un cuello angosto y un cuerpo constituido por cientos de 

proglótidos hermafroditas. Los proglótidos adquieren grados progresivos de 

maduración conforme se alejan de la cabeza del gusano, los distales son los 

grávidos y cada uno puede llegar a contener hasta 50,000 huevos. Este céstodo 

puede medir de 3 a 12 metros de largo. 

El metacéstodo, forma larvaria o cisticerco es una vesícula llena de líquido 

que contiene en su interior un escólex invaginado. La pared de la vesícula es una 

estructura membranosa compuesta de tres capas: cuticular o externa, celular o 

media y reticular o interna. El escólex presenta una estructura similar a la del 

estadio adulto. 
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b) Ciclo de vida de T. solium 

El hombre es el hospedero definitivo de T. solium, estadio adulto del parásito, que 

se aloja en el intestino. Los huevos son eliminados libres o dentro de los 

proglótidos grávidos en las heces del humano; éstos, al ser ingeridos por los 

cerdos o accidentalmente por el hombre, en alimentos contaminados o por malos 

hábitos higiénicos, pasan por el tubo gástrico, y la acción de los jugos digestivos 

permite la liberación de los embriones hexacantos y su adherencia a la mucosa 

intestinal. Posteriormente, éstos penetran la pared intestinal hasta alcanzar los 

vasos sanguíneos, por los cuales pueden llegar a diversos órganos y tejidos y 

desarrollarse en cisticercos. Los cisticercos pueden localizarse en el tejido 

muscular, subcutáneo, el sistema ocular y al nivel del sistema nervioso central, 

causando la neurocisticercosis, que constituye la localización más grave de la 

infección. 

En el cerdo, los cisticercos se alojan principalmente en los músculos 

maseteros, la lengua, el diafragma, el corazón y el cerebro. 

En el hombre, la teniasis se desarrolla cuando se ingiere carne de cerdo 

infectada con cisticercos y mal cocida. El cisticerco llega al estómago y 

posteriormente al intestino delgado, en donde por acción de los jugos gástricos y 

biliares el escólex evagina y se fija en la pared intestinal , donde comienza a 

desarrollarse hasta alcanzar aproximadamente 12 metros de longitud (Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium. 

Tomado de http://www-lab.biomedicas.unam.mxlcistimexJs5_5.html 
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e) Epidemiología de la cisticercosis 

c.1) Humana 

La cisticercosis es endémica en varios países de América Latina, Asia y África 

(Figura 2). La prevalencia de cisticercosis es muy variable, ya que depende de 

factores socioeconómicos y culturales. Las áreas endémicas se localizan 

principalmente en las comunidades rurales, donde habitan frecuentemente 

personas de bajos recursos económicos; sin embargo, también puede 

encontrarse entre las personas de las clases medias y altas urbanas. En México, 

estudios de autopsia reportan una prevalencia de neurocisticercosis de 2.1 % a 

3.6% (Márquez y Austria 1969; Villagrán y Olvera 1988) y un índice de morbilidad 

de 5.6% (Flisser et al., 1980). El último estudio seroepidemiológico realizado en 

México mostró una seropositividad promedio de 1.2%, lo cual indica que la 

población presenta un alto contacto con el parásito (Larralde, et al., 1992). 

Actualmente, estudios epidemiológicos reportan una prevalencia de 

neurocisticercosis de hasta 9% en comunidades rurales de nuestro país, en 

donde persisten las condiciones de vida que permiten y mantienen la transmisión 

de esta parasitosis (Fleury, et al., 2003; 2006). 

c.2) Porcina 

La cisticercosis porcina se presenta principalmente en cerdos criados en 

condiciones rurales, que tienen alta probabilidad de entrar en contacto con el 

excremento del humano teniásico. Los cerdos criados en estas condiciones no 

son frecuentemente sometidos a inspección sanitaria y son consumidos 

directamente por su productor o enviados a mercados clandestinos. La falta de 
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control sanitario de la carne de cerdo favorece el manejo y consumo de carne 

infectada, insuficientemente cocida o cruda, prácticas que aumentan la 

probabilidad de adquirir la infección. 

• AlJAPI1EVAl~ 
• PfEVAl.ENCIAIIOOEIIADA 
• 8AJA PlYiVAlEHCIA (CASOS U'OOTAOOB) 
• AlEAS EIIlfWICAS DEHTRl DE EII\ 
• 1() IIO.Y NFOIIIACIOII DIIJ'OIG.E 

Figura 2. Mapa de prevalencia de la cisticercosis en el mundo. 

Tomado de Flisser et al. , 2006. 

Las prevalencias que se reportan con base en el número de cerdos que llegan a 

los rastros tecnificados no reflejan el número de animales criados en condiciones 

rústicas y sacrificados de manera clandestina. Reportes por 

inmunoelectrotranferencia indican una frecuencia que va de 1.4 a 4.0%, y por 

inspección en la lengua es de 4.1 a 7.0% (Sarti , E. 1997). Esta parasitosis es 

relevante por las pérdidas económicas que afectan a la porcicultura, debido al 
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decomiso de las canales infectadas y principalmente porque permite el 

mantenimiento y la continuidad del ciclo de vida del parásito. 

d) Modelo de cisticercosis experimental murina por Taenia crassiceps 

Taenia crassiceps es un metacéstodo que infecta de forma natural a los zorros 

rojos (Vulpes vulpes), lobos (Canis lupuis) y otros pequeños roedores reportados 

en Europa y Ontario. La forma larvaria o cisticerco se reproduce por gemación, en 

la zona opuesta al escólex, cuando el hospedero intermediario es infectado 

experimentalmente con huevos, éstos son ingeridos y se desarrollan como 

metacéstodos en la fascia , el tejido muscular, peritoneal, el riñón, pericardio, etc; 

sin embargo, cuando se infecta por inoculación intraperitoneal, los parásitos 

quedan confinados en la cavidad abdominal. 

El modelo de cisticercosis experimental murina por T. crassiceps (Freeman, 

1962) tiene un ciclo de vida similar al de T. solium, siendo sus hospederos 

intermediarios un conjunto extenso de roedores y sus hospederos definitivos los 

cánidos y fel inos (Figura 3). 

Los cisticercos y las tenias de Taenia crassiceps y Taenia solium presentan 

una estructura macroscópica similar; sin embargo, los cisticercos de T. crassiceps 

son más pequeños y se reproducen por gemación polar en la cavidad peritoneal 

del ratón, ofreciendo una importante fuente de antígenos obtenidos en 

condiciones experimentales controladas, después de aproximadamente 2-3 

meses de infección. 

Debido a que los antígenos de T. crassiceps y T. solium presentan una 

extensa reactividad cruzada (Larralde, et al., 1989), ha sido posible la utilización 
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de los antígenos de T. crassiceps, para el diseño y la evaluación de una vacuna 

contra la cisticercosis causada por T. solium (Valdez, et al. , 1994). 

Taenia 

••• .. . , 
Huevos ••• 

Medio ambiente 

~~ 
Cisticerco 

~eproducción asexual 

Figura 3. Modelo experimental de cisticercosis murina por Taenia crassiceps. 

Tomado de Sciutto, et al., 1996. 

e) Vacunas contra la cisticercosis 

La teniasis-cisticercosis por T. solium constituye una infección parasitaria del 

humano y el cerdo que afectan la salud humana y la economía en países en 

desarrollo de América Latina, Asia y África (Boa, et al. 2003; Carabin, et al. 2006; 

Sciutto, et al. 2000; Phiri, et al. 2003), por lo que es necesario el desarrollo de 

medidas efectivas para su control. Una de éstas es la vacunación contra la 

cisticercosis porcina, debido a que el cerdo es el hospedero intermediario 
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indispensable para la continuidad del ciclo de vida de este parásito (Figura 4) 

(Sciutto, et al., 2000). La vacunación del cerdo podría reducir o eliminar la 

contaminación del medio ambiente con huevos de T. solium, y por consiguiente su 

transmisión al cerdo (hospedero intermediario) y el humano (hospedero definitivo), 

causando la cisticercosis o neurocisticercosis, respectivamente (González, et al. 

2005; Huerta, et al. 2001), por lo que ésta sería una medida preventiva y de 

control contra esta parasitosis. 

En México, el primer intento de vacunación reportado consistió en la 

inmunización de cerdos utilizando un extracto total de cisticercos de T solium. Los 

resultados mostraron una reducción de la infección de 74% (Molinari, et al., 1983). 

Estudios posteriores han identificado, aislado y producido antígenos nativos o 

recombinantes que inducen un nivel de protección de 42-100% en la capacidad 

de reducción del número esperado de parásitos (Sciutto, et al., 2008). 

No se conocen con precisión los antígenos de las diferentes especies de 

tenias; sin embargo, se sabe que existen antígenos compartidos o de reacción 

cruzada entre T. solium, T. crassiceps, T. saginata y T. avis en los diferentes 

estadios de su ciclo de vida, en la oncosfera, cisticerco y tenia (Sciutto et al., 

2008). Por lo tanto, se han evaluado diferentes preparaciones antigénicas, como 

el extracto total, fluido vesicular, antígenos semipurificados, recombinantes o 

sintéticos en experimentos de vacunación homóloga y heteróloga ; la mayoría de 

éstos se han realizado en condiciones experimentales (Cai , et al. 2001; Flisser, et 

al. 2004; Gonzalez, et al. 2005; Manoutcharian, et al. 2004; Molinari, et al. 1997; 

Nascimento, et al. 1995; Plancarte, et al. 1999; Wang, et al. 2003) y muy pocos en 

cond iciones naturales de infección. Para determinar la eficacia de la vacunación 
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contra la infección, se requiere evaluar las vacunas propuestas requieren en 

cerdos rústicos criados naturalmente, mal alimentados y en condiciones de alta 

exposición a otras parasitosis (Tabla 1) (Sciutto, et al., 2008) . 

Figura 4. Interrupción del ciclo de vida de T. solium. 

Tomado de Flisser et al., 2006. 
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Tabla 1. Experimentos de vacunación contra la cisticercosis porcina. Tomado de 

Sciutto et a/. , 2008. 

Nivel de protección 
Antígeno + adyuvante (% reducción) en el Evaluación 

número de 
arásitos 

Antfgenos de secreción/ excreción de T. 95 Experimental 
solium + ACF* 

Extracto de cisticercos de T. solium 74 Campo 

Oncosferas congeladas de T. saginata 98-99 Experimental 
asiática (Indonesia) +ACF* 

Oncosferas congeladas de T. saginata 99 Experimental 
asiática (Taiwán) +ACF* 

Oncosferas congeladas de T. solium + 99-100 Experimental 

~ ACF* 

Extracto de cisticerco de T. so/ium 82-100 Campo 
~!">< ;r.¡g 
O':;r;¡z :x: ._"" 

Extracto de escólex de T. so/ium + AIF** 71 Experimental - . --...= 
<C-:ll 

Extracto de escólex de T. solium + 75 Experimental 
O C=;:J 

en 
Corynebacterium parvum :r:~ 

- c::: cn-
-IQ 

Tres péptídos sintéticos de T. crassiceps 98 Campo O~ 
+ S§ ;o c:::ll 

-I"TI 
()-

TS018-GST + Quil A 100 Y 99 Experimental O ~ c:::o ::o 
:s:: 

TSOL45-1A-GST + Quil A Oy97 Experimental :¡:. 
~ 

S 
TS018-GST + TSOL45-1A-GST + 95 Experimental = 
QuilA 

Proteinas de 56, 66 Y 74 kDa de T. 86y97 Experimental 
crassiceps + ACF* 

Péptidos KETc1 + KETc7 + KETc12 + 42, 89, 95 Y 97 Experimental 
GK1 de T. crassiceps expresados en 
fagos filamentosos 

*ACF: Adyuvante Completo de Freud; " AIF: Adyuvante Incompleto de Freud; §S: Saponina. 

20 



Otra alternativa para inducir protección contra la cisticercosis porcina ha 

sido la vacunación génica con ADN. En la Tabla 2 se indican los estudios 

realizados al respecto; como se observa, el antígeno B y la proteína cC1 de 

Taenia solium induce en condiciones experimentales de 73 a 99% de protección. 

Tabla 2. Evaluación de la vacunación génica contra la cisticercosis porcina 

experimental por T. solium. Tomado de Sciutto, et al., 2008. 

Fuente antigénica Nivel de protección (%) 

Antígeno B /PV93' 

Proteína " cC1 de cisticerco de T. 
solium / pcDNA3 

"Cc1/pcDNA3 + (GST-cC1+FIA) 

Antígeno B de T. solium / pcDNA3 

85-99 

73 

A las 6 semanas después del desafio, 85 
A las 12 semanas después del desafío, 77 

A las 20 semanas después del desafio, 72-79 

92.6 

• Vector PV93 ··Protefna cC1 de 37 kDa, aislada de una biblioteca de expresi6n de cisticercos de 

T. solium. 

La vacuna S3Pvac, constituida por los péptidos sintéticos, KETc1 , KETc12 y 

KETc7, obtenidos de la secuencia de ADN complementario de T. crassiceps 

(Manoutcharian et al. , 1996) e identificados en las tres etapas del desarrollo de T. 

solium, oncosfera, cisticerco y tenia, ha sido ampliamente evaluada contra la 

cisticercosis experimental murina y porcina, esta última en condiciones naturales 

de infección, y ha inducido altos niveles de protección (Huerta, et al., 2001 ; 

Rosas, et al. 1998; Sciutto, et al., 2007; Toledo, et al., 1999; 2001). 

Recientemente, la vacuna S3Pvac expresada en fagos filamentosos (S3Pvac-
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Fago) fue evaluada en comunidades del estado de Morelos, y los resultados 

mostraron una efectividad de 100% en la reducción del número de parásitos 

esperados (Tabla 3) (Morales, et al. , 2008). Una de las principales desventajas de 

la vacuna S3Pvac sintética es su alto costo; la expresión de la vacuna en fagos 

filamentos reduce los costos (Diaz, et al., 2003; Morales, et al., 2008), pero tiene 

los inconvenientes de que debe inactivarse, administrarse por vía parenteral y 

conservarse en refrigeración. 

Tabla 3. Evaluación de la vacuna S3Pvac sintética y S3Pvac-Fago, contra la 

cisticercosis porcina en condiciones naturales de infección. Tomado de Sciutto, et 

al., 2008. 

Municipio/ Vacuna No. Cerdos % Cerdos % Reducción 

Estado protegidos en el número 

de parásitos 

HuatlaUauca S3Pvac 240 • 50· 97 

Tepezezintla, sintética (66565/1364)* 

Puebla 

Cuentepec, S3Pvac-Fagos 166 70" 

Morelos. 100 (29/0)** 

Porcentaje de cerdos inspeccionados por necropsia con cero parásitos. Porcentaje de cerdos 
no cisticercosos por inspección en lengua. *Número total de cisticercos recuperados de 120 
cerdos controles/120 vacunados. ** y en 20 cerdos controles/vacunados. 
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Tabla 4. Proteínas expresadas en plantas transgénicas de interés veterinario. Tomado de Streatfield, el al., 2003. 

Proteína VP1 

~-glucuronidasa 

Glieoproteína S 

Glieoproteína S 

se: 

Arabidopsis 

Papa 

Semillas de 
Maíz 

se 
im 

ip 

Oral 

Oral 

Ratón 

Ratón 

Cerdo· 

el 

Carrillo, el al. 1998 

el d' . ,LV"L 

Gómez, el al., 2000 

Streatfield, el al., 2001 
Lamphear, e. al ., 2002 



f) Plantas transgénicas para la producción de antígenos recombinantes de 

interés para vacunación. 

La expresión de antígenos para la producción de vacunas en plantas transgénicas 

se considera un sistema de inmunización seguro y efectivo, que puede evitar 

algunas de las dificultades asociadas con los métodos tradicionales de 

vacunación , así como una reducción en los costos de producción, distribución y 

conservación. Entre las proteínas expresadas en plantas transgénicas para 

efectos de vacunación contra enfermedades de interés humano se encuentran el 

ántrax, la diabetes, la caries dental y la hepatitis B (Thanavala, et al., 1995), 

además de la expresión de un anticuerpo que reconoce a células cancerosas de 

pulmón, mama y colon para utilizarse en el diagnóstico y la terapia contra el 

cáncer (Stoger, et al., 2000). Este sistema de expresión también se ha utilizado 

para producción de vacunas de interés veterinario contra el cólera , la rabia, la 

fiebre aftosa y la gastroenteritis porcina. Sin embargo, no se tienen reportes sobre 

la expresión de antígenos de parásitos gastrointestinales (Tabla 4) (Featherstone, 

C. 1996; Haq, et al., 1995; Poirier, et al. , 1995; Streatfield, et al., 2003; Thanavala, 

et al., 1995). 

Las ventajas que presenta la expresión de proteínas recombinantes en 

plantas transgénicas para la producción de vacunas con respecto a otros 

sistemas de expresión, como bacterias, levaduras y baculovirus, son las 

siguientes: 

a) Permiten escalar su producción a muy bajos costos. 

b) La expresión de antígenos puede ser constitutiva o tejido-específica. 

c) La expresión de transgenes únicos o múltiples. 
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d) Capacidad para llevar a cabo modificaciones posttraduccionales típicos de 

células eucariotas. 

e) Expresión de antígenos altamente estables en semillas, en ausencia de 

refrigeración. 

f) Eliminación de la etapa de purificación y seguridad en su aplicación, debido 

a la ausencia de toxinas bacterianas. 

g) Administración por vía intraperitoneal, intranasal, sistémica, subcutánea u 

oral. 

h) Elimina el costo de jeringas. 

i) No requiere de personal capacitado para su aplicación. 
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Por otra parte, uno de los problemas limitantes que presenta este sistema 

de expresión ha sido la variabilidad en el nivel de expresión de las proteínas 

recombinantes (Chargelegue, et al., 2001), que puede variar dependiendo de: 

a) Las propiedades per se de la proteína expresada. 

b) El tipo de promotor utilizado: constitutivo, inducible, tejido o etapa-

específico. 

c) La especie de planta y tipo de explante a transformar. 

d) El sistema de transformación empleado, Agrobacterium o biobalística . 

e) Si la integración es nuclear o dirigida a algún organelo (cloroplasto o 

mitocondria). 

f) La optimización del sistema de cultivo y regeneración a utilizar. 

Además, uno de los principales cuestionamientos de este sistema de 

expresión ha sido la capacidad que pueda tener el antígeno administrado por vía 

oral para inducir una respuesta inmune específica, sin llegar a causar una 

tolerancia inmune. Para controlar este tipo de respuesta es importante considerar 

algunos factores intrínsecos de cada antígeno, como serían su clase, su 

estabilidad y la especie vegetal donde se va a dirigir su expresión. En este 

sentido, el tabaco se ha utilizado como modelo experimental de transformación y 

expresión; sin embargo, se ha ido ampliado la utilización de otras especies como 

el j itomate, la lechuga, la papa, el maíz, la soya, la alfalfa, Arabidopsis, la papaya 

y la zanahoria (Floss, et al., 2007; Rosales- Mendoza, et al., 2008; Sala, et al., 

2003; Streatfield, et al., 2003; 2006; Tacket, C. O. 2005; Walmsley, A. M. and 

Arntzen, C. J . 2000). En algunas de estas especies, los antígenos recombinantes 
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expresados han mostrado eficacia al ser evaluados en grupos experimentales o 

directamente en la especie afectada. Por ejemplo, el de la hepatitis B y la toxina 

del cólera (Streatfield , et al., 2003). Otros antígenos han inducido una respuesta 

inmune con la producción de anticuerpos IgG, IgM o IgA, independientemente de 

que la vía de administración sea intraperitoneal, subcutánea, intranasal u oral 

(Streatfield, et al., 2003). 

El estudio más relevante de interés veterinario ha sido la expresión de la 

glicoproteína S del virus de la gastroenteritis porcina en semillas de maíz para la 

producción de una vacuna oral , la cual ha mostrado capacidad para inducir 

protección, a través del calostro, en lechones (Lamphear, et al., 2002; Streatfield 

et al., 2001). 

Es importante mencionar que para expresar los antígenos recombinantes 

de interés en células vegetales para la producción de vacunas será necesario: 

1) Caracterizar la variabilidad en la producción del antígeno recombinante, como 

se realiza para los sistemas de expresión en bacterias, levaduras o cultivos 

celulares. 

2) Caracterizar y determinar la estabilidad de los antígenos recombinantes. 

3) Confirmar la ausencia de toxicidad. 

4) Demostrar que su administración presenta seguridad y eficacia. 
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g) Especies vegetales para la producción de clonas transgénicas que 

expresen los péptidos recombinantes KETc1, KETc12 y KETc7 del cisticerco 

de T. crassiceps. 

Para llevar a cabo la producción de clonas transgénicas que expresaran los 

péptidos recombinantes KETc1 , KETc12 y KETc7 del cisticerco de T. crassiceps 

se utilizaron las siguientes especies vegetales; maiz (Zea mays de la linea LPC-

13), sorgo (Sorghum bic%r) , zanahoria (Daucus carota vr. nantes) y papaya 

(Carica papaya L). Las propiedades de cada una se indican en la Tabla 5. 

En la expresión de antigenos para vacunación en semillas de maiz 

transgénico se reporta la expresión de la subunidad B de la enterotoxina lábil al 

calor de Escherichia coli y la toxina del cólera, que en ratones mostraron una 

respuesta inmune especifica por via sistémica y a nivel de las mucosas 

(Chikwamba, et a/., 2002); la proteina de la punta del virus de la gastroenteritis, 

que induce una respuesta inmune protectora (Lamphear, et al., 2002), y la 

glicoproteina G del virus de la rabia, que al ser administrada por via oral en 

ratones ha estimulado la producción de anticuerpos neutralizantes que 

protegieron 100% ante el desafio (Loza-Rubio, et a/., 2008). Por otra parte, la 

proteina F del virus de Newcastle en semillas de maiz, al ser administrada a 

pollos, estimuló la producción de anticuerpos protectores ante el desafio viral , y 

dicha protección fue comparable a la que confiere la vacuna comercial (Guerrero

Andrade, et a/., 2006). 
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Tabla 5. Características de las especies vegetales a transformar para la producción de una vacuna contra la cisticercosis. 

Media Alta Media 

Baja Baja Alta 

meses mes meses 

año 6 meses año 

Sí (3)* No Sí (4*) No 



Por otra parte, la producción de plantas transgénicas de zanahoria ha sido de 

interés para el desarrollo de una vacuna para la prevención y el tratamiento contra 

la infección por Helicobacter pylori, a través de la expresión de la proteína 

codificada por el gen UreB . Dicha proteína mostró inducir una respuesta inmune 

en ratones (Zhang, et al., 2010). Asimismo, la administración por vía oral de 

zanahorias transgénicas que expresan la subunidad B de la toxina lábil al calor de 

E. coli estimuló en ratones una respuesta inmune específica, sistémica y a nivel 

de las mucosas (Rosales-Mendoza, et al. 2008). La expresión de dos 

poliepítopes: el primero que combina repeticiones del epítope de células B (H386-

400) de la hemaglutinina y un epítope no relacionado de células T del virus del 

sarampión (tt830-400), al ser administrados a ratones por vía intraperitoneal 

indujo un alto título de anticuerpos que neutralizaron aislados de diferentes 

genotipos y orígenes geográficos (Bouche, et al., 2003), y el segundo, el 

poliepítope recombinante (L4T4) de células T estimuladas por el toxoide tetánico 

("Tu, tt830-844), se utilizó para inmunizar ratones por vía intraperitoneal e indujo la 

producción de anticuerpos neutralizantes contra el virus (Bouche, et al., 2005). 

Con respecto a la producción de vacunas en plantas transgénicas de sorgo 

no existen reportes previos, mientras que para la papaya los primeros resultados 

publicados fueron los obtenidos durante el desarrollo de este trabajo de tesis 

(Hernández, et al., 2007). 
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h) Selección de la especie vegetal transgénica para la producción de una 

vacuna contra la cisticercosis 

Aunque los cuatros sistemas vegetales descritos resultan de interés para el 

desarrollo de una vacuna contra la cisticercosis, considerando las ventajas, 

desventajas, experiencia en el área de transformación y producción de plantas 

transgénicas, se decidió seleccionar la papaya para continuar el desarrollo de 

este trabajo, haciendo un estudio más amplio a través de la caracterización 

molecular y bioquímica de las clonas transgénicas obtenidas, así como la 

evaluación de su capacidad protectora contra la cisticercosis. 

i) Generalidades del cultivo de la papaya (Carica papaya L.) 

Reino: Vegetal 

División: Embryophyta Sifónogama 

Subdivisión: Angiosperma 

Clase: Dicotiledónea 

Subclase: Arquiclamidea 

Orden: Parietales 

Familia: Caricáceas 

Género: Carica 

Especie: C. papaya L. 

Tipo Morfológico: Arbóreo 

Clima: Tropical ecuatorial 
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Figura 5. Árbol de papaya (Carica papaya L). 

Tomado de: http://www.agronet.com.mx 

La papaya es una especie pantropical que en la actualidad se cultiva en todas las 

regiones tropicales de América (desde México hasta Argentina), África y Asia . La 

planta es originaria de Mesoamérica (sur de México, Centroamérica, Costa Rica, 

Brasil. Cerca de 64% de la producción se concentra en Brasil , Nigeria, la India y 

México, Y los principales importadores son: Estados Unidos, Japón, Hong Kong y 

la Unión Europea (www.angelfire.com/planetlagribolivar/papaya). 

A la papaya se le conoce con diferentes nombres comunes como son: 

capaidso (Culima), naimi (Amahuaca), nampucha (Pano), paque (Amuesha), 

pucha (Shipibo-Conibo), fruta bomba (Cuba), lechosa (Puerto Rico), mamao 

(Caribe), melón zapote, papaya de mico, pawpaw (inglés). La papaya es una 

planta arborescente de crecimiento rápido, de tallo sencillo o algunas veces 

ramificado, puede tener de 2-10 m de altura, su tronco es recto, cilíndrico, suave, 
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esponjoso-fibroso, jugoso, hueco, de color gris o café grisáceo, de 10-30 cm de 

diámetro y endurecido por la presencia de cicatrices grandes y prominentes 

causadas por la caída de sus hojas e inflorescencias (Figura 5). La papaya es una 

planta semiperenne que crece en zonas con una pluviometría media de 1800 mm 

anuales y una temperatura media anual de 20-22 oC, si no tiene la cantidad 

suficiente de calor, se desarrolla mal y los frutos no llegan a madurar. Las noches 

frescas y húmedas ocasionan que la fruta madure lentamente y resulte de mala 

calidad. Debido a que la papaya se reproduce por semilla, se ha logrado 

desarrollar un gran número de variedades, empleándose las mejor adaptadas a 

sus condiciones climatológicas. Las variedades mestizas son poco estables y se 

recomienda tener cuidado en obtener semillas de progenitores que pertenezcan a 

la misma variedad. 

La fructificación de la papaya se produce a los 10 a12 meses después del 

trasplante y se mantiene durante diez años, anualmente produce 

aproximadamente unos cincuenta frutos, de los cuales se consumen treinta y se 

dejan veinte para la próxima cosecha, siendo ésta la forma más común del cultivo 

de la papaya, que dependiendo del tipo de semillas que se utilicen para sembrar, 

si proceden de árboles femeninos fecundados con papayas masculinos o 

hermafroditas, se obtendrán distintos frutos 

(www.infoagro.com/frutas/frutas_tropicales/papaya.htm). 

La papaya es un fruto conocido por sus beneficios nutricionales y 

aplicaciones medicinales, contiene vitamina A, e, complejo B, potasio, magnesio, 

fibra, ácido fÓlico, niacina, tiamina, riboflavina , pequeñas cantidades de calcio y 

hierro, su coloración anaranjada, se debe a su alto contenido en beta carotenos 
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(Tabla 6). El fruto, las hojas y la raíz, son utilizadas para diversas aplicaciones 

medicinales. 

La papaya contiene diversas enzimas con actividad proteolítica, como la papaína 

que posee capacidad para neutralizar los ácidos gástrico, similar a la actividad de 

la pepsina que es otra enzima que se encuentra en el jugo gástrico. También 

contiene la carpaína , alcaloide que actúa sobre el líquido biliar y que junto con la 

papaína, ayudan a mejorar y facilitar el proceso de digestión y la quema de 

grasas, produciendo un efecto adelgazante, desintoxicante y depurativo de forma 

natural. Ambas enzima, la papaína y pepsina, también digieren las pectinas, 

ciertos azúcares y lípidos. En terapias digestivas, se les utiliza para compensar la 

falta de secreciones gastroduodenales y pancreáticas. 

Tabla 6. Composición por cada 100g de fruta comestible. 

Calorías 26.5 

Hidratos de carbono 6.3g 

Fibra 1.9 g 

PotasIo 211 mg 

Magnesio 8 mg 

Provitamina A 97.5 mcg* 

Vitamina C 82 mcg* 

Acido fólico 1 mcg* 

*microgramos.Tomado de: hltp://www.reddelcampo.netl 

redcampo/index. php ?option=com _ content&view=article&id= 156 
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Otro compuesto importante de la papaya es el látex, que esta constituido 

por 4 enzimas cistein proteinasas: la papaína, quimopapaína, caricaína y glicil 

endopeptidasas, las cuales se reporta que proporcionan un mecanismo de 

defensa del árbol de papaya contra diferentes insectos hervíboros (Moussaoui, et 

al., 2001 ; Kohno, et al. , 2004) Y en menor cantidad contiene las enzimas quitinasa 

clase 11 y 111 , un inhibidor de serin proteasas, una glutamil ciclotransferasa, beta-

1,3-glucanasa y una cistatina que aún no sido posible aislar (Azarkan, et al., 

2003). 

Entre las propiedades terapéuticas que se le han atribuido se encuentra las 

siguientes: 

• Digestiva: Combate el estreñimiento ya que actúa como un laxante suave. 

• Cicatrizante: Agiliza cicatrizaciones externas e internas (por ejemplo; las 

úlceras gástricas). 

• Facilita el bronceado debido a su alto contenido de retinina, que facilita la 

acción de la melanina. 

• Refuerza la inmunidad gracias a su alto contenido en vitamina C. 

• Activadora de jugos pancreáticos, como la lipasa pancreática (Abdelkafi, et al., 

2009). 

• Anticonceptiva a grandes dosis. 

• Las semillas presentan actividad occitócica y vermífuga, que permite la 

eliminación de parásitos intestinales, actividad que se le atribuye 

específicamente a la actividad de la carpasemina (Okeniyi, et al., 2007) 

• Acción de analgésico, antibiótico, antibacterial, cardiotónico, digestivo, 

emenágogo, febrífugo, hipotensivo. 
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• Contienen un alcaloide llamado "carpaína" al que se le atribuyen propiedades 

cardiotónicas. 

• La papaína ayuda a diluir tumores cancerosos y linfáticos, 

http://www.huldaclarkzappers.com/papaya_cancer_cure.html. 

• El contenido de acetogeninas ha mostrado tener actividad contra parásitos, 

algunos virus, hongos y varias líneas celulares cancerosas 

http://www.huldaclarkzappers.com/papaya_cancer_cure.html . 

• Desinflamatorio en casos de infecciones y traumatismos. 

• Elímina materias proteicas causadas por derrames (hematomas y líquidos 

extravasados por golpes y contusiones). 

• Espermaticida, las semillas del fruto maduro contienen principios activos que 

inhiben la producción espermática. 

Por otra parte, también es importante mencionar que se ha sugerido que el 

consumo excesivo de la papaya puede inducir cáncer de próstata 

(tittp://www.conabio.gob.mxlconocimiento/info _ especies/arboles/doctos/23caric1 m 

.pdf). 

j) Producción de plantas transgénicas de papaya (Carica papaya L.) 

El sistema de producción de plantas transgénicas de papaya presenta ventajas 

que favorecerían su utilización para la producción de vacunas, como es el contar 

con la optimización de su cultivo in vitro, propagación, transformación y 

regeneración. Además, la papaya es un sistema altemativo para la exploración de 

genomas de árboles tropicales, ya que contiene un genoma de 372 mega bases 

(Mb), de herencia diploide con 9 pares de cromosomas y presenta el número de 
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genes más pequeño, 24,746 genes, comparada con los 4 genomas de plantas 

secuenciados hasta el momento, inclusive el de Arabidopsis que cuenta con 31 , 

114 genes (Ming, el al., 2008) (Tabla 7). El número de genes es 11-20 %, menos 

que el de Arabidospsis, 34 % menos que el arroz, 46 % menos que el alama y 19 

% menos que la uva (Wei, F., Wing, R. A., 2008). 

Tabla 7. Genoma de plantas que ya han sido completamente secuenciados. 

Genoma 

Tamaño en 
Mpb* 

No. de 
cromosomas 

No. de genes 

Carica 
papaya 
SunUp 

'372 

9 

24,746 

Arabidopsis 
thaliana 

125 

5 

31,114 

Populus 
trichocarpa 

485 

19 

45,555 

Oryza 
sativa 

ljaponica) 

389 

12 

37,544 

• Megapares de bases. en 

Vitis 
vinífera 

487 

19 

30,434 

codificadas y genes de ARN del website. The Information Resource. 
(http://arabidopsis.org/portals/genAnnotation/genome_snapshot.jsp) y recientemente la publicación 
de 3, 241 nuevos genes ( Arumuganathan, K, and Earle, E. D. 1991) Tomado de Ming, el al., 
2008. 

El sistema de producción de papaya transgénica se ha empleado 

principalmente para la expresión de proteínas recombinantes como marcadores 

de selección, con tolerancia a suelos ácidos, con un aumento en la prolongación 

de la vida de anaquel , en la evaluación de promotores inducidos por ABA (ácido 

absícico) e inducción de embriones somáticos en ausencia de hormonas, entre 

otros (Cabrera-Ponce, et al., 1995; 1996; De la Fuente, et al., 1997; López-

Gómez, et al., 2008; Rossi et al.,1998). Otros grupos de investigación se han 
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concentrado principalmente, en la producción de plantas transgénicas de papaya 

resistentes a la infección por el virus de la mancha anular (Chiang, et al. 2001; 

Fuchs, M. and Gonsalves, D. 2007; Gonsalves, et al., 2002; Sakuanrungsirikul, et 

al. 2005; Tripathi, et al. 2007; Ye, et al., 2003), debido a las pérdidas de cosechas 

y económicas que ocasiona dicho virus. Sin embargo, no ha sido utilizado para la 

expresión y producción de proteínas recombinantes para vacunación o con fines 

terapéuticos, aun considerando las propiedades biológicas y antiparasitarias que 

posee la papaya per se, principalmente de gran relevancia e interés para la 

prevención de enfermedades parasitarias intestinales causadas por céstodos. Por 

las características mencionadas, es de . nuestro interés hacer uso de esta 

metodología como una alternativa novedosa para la producción de la vacuna 

S3Pvac para la prevención de la cisticercosis en clonas transgénicas de papaya. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

a) Construcciones genéticas 

a.1) Preparación de las construcciones KETc1, KETc12 y KETc7 para su 

clonación en el vector pUI235-5.2 

El plásmido pUl 235-5.1 fue utilizado como vector de expresión constitutiva 

en tejidos vegetales. Este vector contiene el promotor CaMV 358 del virus del 

mosaico de la coliflor, la región de terminación del fago Tl, sitios de clonación 

múltiple, el gen de resistencia a kanamicina y los bordes derecho e izquierdo del 

T-DNA (Hernández et al., 2007). El vector fue proporcionado por el Dr. Luis 

Herrera Estrella del CINVE8TAV, IPN, Unidad Irapuato. 

Los ADNc que codifican para los péptidos KETc1, KETc12 y KETc7 fueron 

secuenciados para verificar que el codón de inicio (ATG) se encontraba en el 

contexto ANN ATG GCU NN, donde N es cualquier nucleótido requerido para 

optimizar el sitio de inicio de la transcripción para su expresión en células 

vegetales. Para los ADNc KETc1 y KETc12, fue necesario modificar la secuencia 

de nucleótidos, pero conservando la secuencia de aminoácidos. Por lo tanto, para 

cada péptidose sintetizaron dos oligonucleótidos para introducir por PCR las 

modificaciones necesarias en la región del codón de inicio (ATG). Además, en el 

extremo COOH-terminal se adicionó la secuencia de nucleótidos que codifican 

para seis residuos de histidina y los sitios de restricción BamHI y EcoRI, 

necesarios para su clonación y subclonación en el plásmido p8K Bluescript y el 

vector de expresión pUl 235-5.1, respectivamente. No fue necesario modificar la 

secuencia del inserto KETc7, y el ADNc fue recuperado del vector pTc-sp7 por 

digestión Bam HI / Xho I (Rosas et al. , 1998). 
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a.2) Clonación y secuenciación de las construcciones KETc1.6His-pSK Bluescript 

y KETc12.6 His-pSK Bluescript. 

Las construcciones KETc1 .6His-pSKBluescript y KETc12.6His-pSK 

Bluescript fueron transformadas en células competentes E. coli DH-5a y 

seleccionadas por resistencia a la ampicilina, aislándose 24 y 44 colonias 

transformantes, respectivamente. El plásmido de cada uno de los candidatos se 

purificó, y por digestión Eco RI I Bam HI, se confirmó el tamaño de los insertos; 

cinco plásmidos de cada construcción que contenian el inserto del tamaño 

esperado fueron secuenciados con la reacción de Termosecuenasa Versión 2.0. 

a.3) Sub clonación, transformación y secuenciación de las construcciones 

KETc1 .6His-pUI235-5.1, KETc 12. His-pUI 235-5.1 y KETc7-pU/ 235-5.1 

Una de cada una de las construcciones KETc1 .6His-pSKBluescript y 

KETc12.6His-pSKBluescript verificadas por secuenciación se utilizaron para 

subclonar por digestión Eco RI/Bam HI en el vector pUl 235-5.1. El fragmento que 

codifica para KETc7 fue clonado empleando una reacción de rellenado para crear 

un sitio romo en el inserto. Las construcciones obtenidas se recuperaron de 

células competentes E. coli DH-5a. Se aislaron 9, 15 Y 10 colonias de las 

construcciones KETc1 .6His, KETc12.6 His y KETc 7, respectivamente, las cuales 

fueron confirmadas por digestión. Los plásmidos que liberaron el inserto del 

tamaño esperado fueron secuenciados con Termosecuenasa Versión 2.0, para 

confirmar que cada uno de los péptidos estuviera en el marco de lectura correcto 

(Figura 6). 
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NPT ~I (Kan 111) 

a'NOS 

Péptido KETc1.6His, KETc12. 6His, KETc7 

pUI23W.1 
8840pb 

Figura 6. Mapa del vector de expresión pUl 235-5.1. 

Se indica el sitio de clonación de cada uno de los péptidos en estudio. 

b) Transformación genética de callos embriogénicos de maiz, sorgo, 

zanahoria y papaya. 

Considerando la experiencia en el área de transformación y producción de plantas 

transgénicas de los Dres. José Luis Cabrera y Luis Herrera Estrella, inicialmente 

se evaluó la factibilidad de transformar maíz, sorgo, zanahoria y papaya para la 

recuperación de clonas transgénicas que expresen los péptidos de interés. 

b.1) Inducción de callos embriogénicos. 

Maíz (Zea mays L.) y Sorgo (Sorghum bicolor L. (Moench)) 

La inducción de callos embriogénicos de maíz y de sorgo se llevó a cabo a partir 

de semillas maduras de la línea LPC-13 y semillas maduras de la variedad 
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esmeralda de la compañía Asgrow, respectivamente. Ambos tipos de semillas se 

germinaron en el medio MPC (O Connor-Sanchez et al., 2002). La inducción de 

callos se derivó del meristemo apical en condiciones de luz, y después de dos 

meses de cultivo (fase de callos organogénicos) se procedió a inducir su 

transformación morfológica mediante un mes de cultivo en condiciones de 

oscuridad. Una vez establecida la condición embriogénica, los callos se 

propagaron por subcultivo en el mismo medio MPC por un mes más. Para llevar a 

cabo su transformación genética se utilizaron callos embriogénicos en fase 

globular. 

Zanahoria (Daucus carota L.) 

La inducción de callos embriogénicos se llevó a cabo con el uso de semillas de la 

variedad Nantes de la compañía Westar Seeds International. Las semillas se 

germinaron en el medio CARM (Fujimura, T. and Komamine, A. 1979), la 

inducción de callos se hizo sobre explantes de epicótilo, hipocótilo y ápice en 

condiciones de luz. Después de un mes de cultivo, los callos se propagaron en el 

medio CARM en condiciones de oscuridad a 25 oC, subcultivándose cada dos 

meses hasta obtener callos embriogénicos, de donde se seleccionaron embriones 

en fase globular. 

Papaya (Carica papaya L.) 

De un fruto hermafrodita de la variedad Maradol proporcionada por el Instituto 

Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) de 

Tabasco se obtuvieron las semillas, de las que en condiciones de esterilidad se 
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eliminó la sarcotesta para colocar los embriones en el medio de cultivo M10, que 

contiene las sales del medio Murashige and Skoog adicionado con el regulador de 

crecimiento ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-0) a una concentración de 10 mg/L 

de medio (Murashige, T. and Skoog, F. 1962). Este material se conservó en 

condiciones de oscuridad a 25 oC, subcultivándose cada dos meses hasta obtener 

callos embriogénicos, de donde se seleccionaron embriones en fase globular 

(Figura 7). 

Figura 7. Callos embriogénicos de papaya 

b.2) Transformación por Biobalística o Sistema de Helio de alta presión. 

Para todas las especies, los callos embriogénicos en estadio globular se 

colocaron en el centro de una caja de Petri con medio osmótico, formando un 

círculo de aproximadamente 20 mm de diámetro; para el maíz y el sorgo se utilizó 

el medio MPC; para la zanahoria el medio CARM, y para la papaya el medio M10, 

adicionados con 2, 4-0 a 10 mgl L de medio, y sacarosa al 12%. En todos los 

casos se prepararon cuatro placas para transformar con cada una de las tres 

construcciones genéticas. 
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La transformación genética se realizó con el sistema de bombardeo de alta 

presión PDS-1000/He de la marca BioRAD (Figura 8), de acuerdo con el protocolo 

establecido por Sanford et al. (Sanford el al. , 1991 ; Tomes el al., 1995) y 

modificado por Cabrera-Ponce el al. (Cabrera-Ponce el al., 1995; 1997). Para la 

preparación las micropartículas de tungsteno se mezclaron 50 IJL de 

micropartículas resuspendidas a 15 mg/mL, 10 IJg del plásmido pBARGUS, que 

posee el gen BAR que confiere resistencia al herbicida Basta (Fromm el al., 1990) 

o el plásmido pWRG1515, que confiere resistencia a la higromicina (Christou el 

al., 1992), Y ambos contienen el gen reportero para f1-glucuronidasa, y 10 IJg de 

alguna de las construcciones, KETc1 .6His-pUI235-5.1, KETc12.6His -pUl 235-5.1 

o KETc7-pUI 235-5.1 , para transformar los callos de maíz y sorgo o zanahoria y 

papaya, respectivamente . 

Por otra parte, las membranas acarreadoras se sumergieron en etanol 

absoluto durante 5 min, se colocaron sobre un papel absorbente, y cuando se 

encontraban secas a cada una se le colocó 10 IJL de la mezcla de 

micropartículas. Una vez secas, se colocaron en el equipo de transformación, con 

el que se realizó un disparo por placa. Para el maíz y el sorgo se util izó una 

presión de 1200 psi, y para la zanahoria y la papaya una presión de 800 psi 

(Cabrera-Ponce el al., 1995). A 12 mm de la membrana de ruptura y 70 mm de la 

muestra se colocó una malla de retención de 1000 IJm de diámetro, con el 

propósito de evitar que los explantes se desplazaran durante y después del 

impacto con las micropartículas (Figura 9). 
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Figura 8. Sistema de bombardeo de alta presión PDS-1000/He de BioRaD. 

l\JBOoe 
ACELERACION 

DELHEUO 

MICROPROYECTlLE8 
CON B. DNA DEINTER!S 

Figura 9. Sistema de transformación por biobalística. 
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b.3) Tratamiento posterior a/ bombardeo 

Los callos bombardeados se incubaron a 25 oC en oscuridad durante toda la 

noche. Posteriormente se colocaron en los medios MPC (maíz y sorgo), CARM 

(zanahoria) o M10 (papaya), en donde se conservaron durante tres semanas para 

su recuperación, en condiciones de oscuridad ya temperatura ambiente. 

e) Selección de clonas transgénícas 

Los callos embriogénicos transformantes fueron seleccionados como se indica en 

la Tabla 8. 

Tabla 8. Condiciones de selección de callos embriogénicos transformados. 

Maíz 

Sorgo 

Zanahoria 

Papaya 

MPC' 

MPC' 

CARM" 

M10" 

25 oC 
oscuridad 

25 oC 
oscuridad 

25 oC 
oscuridad 

25 oC 
oscuridad 

*Fosfinolricina 3 mg/L, paromomicina o kanamicina 100 mg/L. 
** Higromicina 25 mg/L. paromomicina o kanamicina 100 mg/L. 

c. 1) Detección de /a expresión del gen reportero (JJ-glucuronidasa) 

4/1 

4/1 

4/1 

4/2 

En condiciones de esterilidad, en una placa de cultivo de 96 pozos (Nunc, 

Dynatech) se adicionaron 100 IlUpOZO del sustrato X-GLUC (ácido 5-bromo-4-

cloro-3-indolil j3-D-glucurónico) y se colocaron 5 embriones/pozo, incubándose a 
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25 oC en oscuridad durante 1-12 horas (Wakui et al., 2004), hasta la aparición del 

color azul índigo que caracteriza la actividad del gen reportero de p-glucuronidasa. 

d) Propagación de clonas transgénicas 

El tejido embriogénico resistente al marcador de selección durante cuatro 

subcultivos fue aislado e identificado como clona transgénica , asignándosele un 

número consecutivo y propagado por subcultivos en medio selectivo a fin de 

aumentar su biomasa. 

e) Caracterización molecular de clonas transgénicas de papaya (Carica 

papaya L.) 

La caracterización molecular y bioquímica, así como la valoración inmunogénica, 

se continuó solamente con las clonas transgénicas de papaya, que de acuerdo 

con nuestra experiencia e interés resultó la especie vegetal más adecuada para 

los fines de esta investigación. 

e. 1) Identificación del ADN y ARNm del transgén 

e.1.1) Purificación de ADN genómico 

En un mortero congelado en nitrógeno líquido se pulverizan aprox. 100 mg de 

callos embriogénicos, de donde el ADN se purifica de acuerdo con el protocolo del 

sistema "DNeasy Plant Mini Kit" (Qiagen, Valencia, CA). El ADN obtenido se 

cuantificó espectrofotométricamente y se verificó su integridad en geles de 

agarosa al 0.8% con bromuro de etidio. 
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e.1 .2) PCR, "Poli merase Chain Reaction" 

De acuerdo con su secuencia de ADN, se diseñaron oligonucleótidos específicos 

para KETc1 .6His y KETc12. 6His. Adicionalmente, se diseñaron el iniciador p1700 

(GGATGACGCACAATCCCACTAT), localizado en la región 5', en la posición -84 

pb del promotor CaMV 35S, y el iniciador LHE-178 

(GATCCTCAATGGTGATGGTGATG), ubicado en la región 3' que codifica para la 

cola de seis residuos de histidina (Figura 1 de la publicación anexa, Hernández et 

al., 2007). La reacción de amplificación se llevó a cabo con la enzima Platinum 

Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsband, CA) usando las siguientes 

condiciones de amplificación: 95 oC 5 min, 43 ciclos con una etapa de 

desnaturalización a 94 oC durante 1 min, alineamiento/síntesis a 65 oC por 1 min y 

una etapa de síntesis final a 60 oC durante 10 mino Para la detección de transgén 

KETc7 se utilizó el iniciador 5' p1700 Y el iniciador A05 

(CTAAAGATTCTTCTTATCTTCTGGTTCCAT) en el extremo 3' del péptido; las 

condiciones de amplificación consistieron en: 95 oC por 5 min y 43 ciclos con una 

etapa de desnaturalización a 94 oC por 1 min., alineamiento a 55 oC por 1 min, 

síntesis a 72 oC por 1 min y una etapa final de síntesis a 72 oC durante 10 mino 

Las construcciones genéticas KETc1 .6His-pUI 235-5.1, KETc12.6His-pUI 235-5.1 

y KETc7-pUI 235-5.1 fueron utilizadas como controles positivos de las reacciones 

de amplificación. 

e.1.3) RT -PCR "Reverse Transcription" acoplada a PCR 

e.1.3.1) Purificación de ARN total 

En un mortero congelado con nitrógeno líquido se pulverizaron aprox. 100 mg de 

callos embriogénicos no transformados, como control negativo, así como de cada 

48 



clona transgénica a analizar. Al pulverizado se agregó 1.0 mi de Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), para proceder con la purificación de ARN total de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. El ARN obtenido se cuantificó por su absorbancia a 

260/280 nm, y se determinó su calidad en geles desnaturalizantes de agarosa al 

0.8%. 

e.1.3.2) RT-PCR 

Para la reacción de síntesis de ADNc se utilizaron los siguientes pares de 

oligonucleótidos (todos escritos en dirección S'-3'): 1) para KETc1 .6His, los 

oligonucleótido S' ATG GCT CCA ATG TAC AC y 3' GGA TCC TCA ATG GTG; 2) 

para KETc12.6His, el oligonucleótido S' ATG GCT GGC AAC CTC TI y el mismo 

3' descrito para KETc1.6His, y 3) para KETc7 se utilizó el S' AGA TCA CCC GGG 

AAT TC y el 3' AOS. La síntesis de ADNc se realizó en un volumen de SO ¡.tL 

conteniendo S ¡.tg de ARN total , 20 ng de cada oligonucleótido específico, 10 nM 

de dNTPs, 10 nM de DTI (Ditiotreitol) y 200 unidades de transcriptasa reversa M

MLV (lnvitrogen, Carlsbad, CA). La reacción se incubó durante 1 h a.SO oC. Como 

control negativo se amplificó el ADNc de callos embriogénicos no transgénicos. La 

reacción de PCR consistió en una etapa de desnaturalización inicial a 94 oC por S 

min, 30 ciclos de amplificación con una etapa de desnaturalización a 94 oC por 1 

min, al ineamiento a SO oC por 1 min, síntesis a 72 oC durante 1 min y una etapa 

final de síntesis a 72 oC durante 7 mino 
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e.1.4) RT-PCR en tiempo real 

Para estos ensayos se utilizaron las mismas muestras de ADNc obtenido de las 

clonas transgénicas y callos embriogénicos no transformados de la reacción de 

RT-PCR convencional. Para KETc7 se emplearon los oligonucleótidos (todos 

escritos en dirección 5'-3') 5' CTI ATC CGA CCG GTG GTC y 3' GGT GCT GAA 

GCC TGG CTG TA, mientras que para KETc1 .6His y KETc12.6His se emplearon 

los mismos oligonucleótidos utilizados para el RT -PCR convencional. La reacción 

de RT-PCR en tiempo real se llevó a cabo con el sistema Quantitec SYBR Green 

PCR Kit (Qiagen, Valencia, CA), en una reacción de 25 ¡¡L que contenia 1 ¡¡L de 

ADNc y 20 pmol de cada uno de los primers específicos. Las curvas estándar 

necesarias para normalizar los resultados se realizaron utilizando diluciones 

seriadas del ARN ribosomal18S de papaya, con los iniciadores 5' CCA CGG GTC 

GTG AAC TIC TT Y 3' TCC TCT GTA TIA CCG CGG CT. Los niveles de 

expresión de los transgenes fueron expresados como unidades arbitrarias (a.u.) 

en relación con la transcripción del transgén/ribosomal. 

e.2) Caracterización bioquímica 

e.2 .1) Preparación de extracto total soluble de callos embriogénicos 

En un mortero congelado con nitrógeno liquido se pulverizaron aproximadamente 

800 mg de callos embriogénicos no transgénicos y de cada clona transgénica bajo 

análisis; el pulverizado se vertió en un vaso de precipitados mantenido en hielo, 

conteniendo 2.0 mL de PBS pH = 7.4, 1 mM de EDTA, 50 mM de ascorbato de 

sodio, 0.2% Tritón X-100 y 10 ¡¡UmL del inhibidor de proteasas (Sigma SI. Louis, 

MO). Estas muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante 30 min a 40 C; se 
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colectó el sobrenadante y se determinó la concentración de proteínas por el 

método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

e.2.2) Identificación de los péptidos recombinantes 

50 IJg de cada uno de los extractos totales solubles se mezclaron en una 

proporción volumen a volumen con el buffer de carga para geles 

desnaturalizantes (Invitrogen, Carlsbad, CA), se hirvieron durante 5 min y se 

separaron en geles de acrilamida NUPAGE-MES 4-12% (Invitrogen, Carlsbad, 

CA), durante 1 h a 200 volts, con voltaje constante y a temperatura ambiente. Al 

término de la electroforesis el gel fue teñido con azul de coomasie. 

e.2.3.) Evaluación de la capacidad inmunogénica de las clonas 

transgénicas de papaya contra la cisticercosis experimental murina por T. 

crassiceps 

El extracto total soluble de las clonas 21 p Y 23p que expresan el péptido KETc7 a 

la concentración de 200 J.lg Y 1 mg, respectivamente, fueron utilizados para 

inmunizar ratones BALB/cAnN de 8-10 semanas de edad (mantenidos en 

condiciones libres de patógenos en las instalaciones del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la UNAM) por vía subcutánea, realizándose dos 

inmunizaciones a intervalos de 15 días, y 10 días después de la última 

inmunización cada ratón fue desafiado con 10 cisticercos por vía intraperitoneal; 

45 días después de la infección los ratones fueron sacrificados en una cámara de 

C02. El porcentaje de protección se determinó de acuerdo con el número de 

parásitos recuperados de cada ratón. El extracto soluble de las clonas 
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transgénicas que expresan los péptidos KETc1 .6His y KETc12.6His sólo fueron 

evaluadas en la concentración de 200 ¡.tg bajo el mismo protocolo de inmunización 

e infección. 

e.2.4) Inmunohistoquímica para la identificación de péptidos nativos del 

cisticerco de T. crassiceps 

Cisticercos de T. crassiceps se fijaron durante 10 min en una solución de PBS en 

4% de paraformaldehído y 3% de peróxido de hidrógeno. La inmunodetección se 

realizó con el sistema HISTOMOUSE™ SP (Zymed, Carlot Court, CA), de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante , utilizando sueros de ratones no 

inmunizados (control negativo), infectados con cisticercos de T. crassiceps 

(control positivo), de ratones inmunizados con extracto de callos embriogénicos 

no transgénicos (doble control negativo) e inmunizados con los callos 

embriogénicos de cada una de las clonas transgénicas (muestra experimental). La 

. reacción fue revelada con estreptoavidina peroxidasa y DAB (3'3-

diaminobencidina, Zymed, Carlot Court, CA) y posteriormente teñida con 

hematoxilina. Las laminillas fueron visualizadas en un microscopio óptico usando 

el software MetaMorph Imaging System 4.5. 
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IX. RESULTADOS 

• Los resultados más importantes derivados de este trabajo están descritos 

en la publicación anexa (Hernández et al. , 2007). 

• Considerando que hasta antes del articulo publicado en este trabajo de 

tesis el sistema de expresión en papaya no se habia empleado para la 

producción de antígenos para vacunación ni como inmunógeno contra la 

cisticercosis, se decidió llevar a cabo los trámites pertinentes para el 

registro de los resultados del trabajo ante el Instituto Mexicano de la 

Propiedad Intelectual (IMPI). 

• Resultados no publicados 

Los resultados no incluidos o no descritos detalladamente en la publicación anexa 

(Hernández et al., 2007) se resumen brevemente a continuación . 

a) Construcciones genéticas. 

Se realizaron tres construcciones en el vector pUl 235-5-1 . 

1) pUl 235-5-1. KETc 1. 6 Hisl 8, 919 pb. 

2) pUl 235-5-1 . KETc 12. 6/8,940 pb. 

3) pUl 235-5-1. KETc 7/9, 310 pb. 
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b) Transformación genética, e) selección y d) propagación de clonas 

transgénicas. 

En la Figura 10 se muestra la identificación de clonas transgénicas de papaya en 

medio selectivo, y en la Tabla 9 se muestra la eficiencia de transformación por 

biobalística de los callos embriogénicos de maiz, sorgo, zanahoria y papaya con 

las tres construcciones genéticas referidas, así como el número de clonas 

transgénicas obtenidas en cada caso. 

Figura 10. Identificación de clonas transgénicas de papaya en medio selectivo. 

c.1) Defección de la expresión del gen reportero de p-glucuronidasa 

Las clonas transgénicas presentaron diferentes niveles de expresión de ~

glucuronidasa. En la Figura 11 se muestra la actividad del gen reportero sobre 

callos embriogénicos de papaya. 
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Tabla 9. Eficiencia de transformación por biobalística de calios embriogénicos de las especies vegetales de interés. 

Planta 

Maíz" 

Sorgo" 

Zanahoria' 

Papaya' 

Total 

Maíz" 

Sorgo" 

Zanahoria' 

Papaya' 

Total 

Maíz" 

Sorgo" 

Zanahoria' 

Papaya' 

Total 

Construcción en 

pUI235-5.1 

KETc12.6His 

KETc7 

Transformación a 800 psi' o 1200" psi. 

No. de callos 

transformados 

315 

280 

315 

280 

315 

280 

350 

175 

315 

280 

385 

210 

No. total 

I de clonas 

38 

173 

11 

43 

8 

12 

74 

16 

11 

133 

11 

171 

% 

eficiencia de 

transformación 

5.0 

13.9 

25.3 

13.5 

3.49 

15.3 

2.28 

6.8 

5.0 

3.9 

34.5 

5.2 

% 

contaminación 

11.1 

O 

O 

12.5 

11.1 

o 
20 

40 

11.1 

O 

9.0 
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En la Tabla 10 se muestran los resultados de la detección de la actividad 

del gen reportero de ~-glucuronidasa , así como las características observadas 

sobre el mantenimiento y la propagación de las clonas transgénicas obtenidas 

después de cuatro subcultivos para las diferentes especies vegetales 

transformadas. Como se mencionó, los análisis subsecuentes solamente se 

realizaron sobre las clonas transgénicas de papaya, principalmente por así 

convenir a nuestro interés del desarrollo de una vacuna novedosa contra la 

cisticercosis. 

Figura 11 . Expresión el gen reportero para ¡3-glucuronidasa en embriones de clonas 
transgénicas de papaya. El color azul índigo es producido por la actividad enzimática de 
la ¡3-glucuronidasa sobre su sustrato, X-GLUC. 

e) Propagación de clonas transgénicas de papaya 

Las 53 clonas transgénicas de papaya obtenidas se mantuvieron y propagaron in 

vitro por subcultivo cada dos meses en medio selectivo 

(higromicina/paromomisina) M10, adicionado con 2,4-D a una concentración de 

10 mg/Lm (Figura 12), para obtener la cantidad de biomasa necesaria para su 

caracterización. 
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Tabla 10. Detección del gen reportero, mantenimiento y propagación de las clonas 

transgénicas obtenidas. 

Especie 

Z. mays L. 

S. bicolor L. 

(Moench) 

D. carota L. 

C. papaya L. 

No. clonas 

totales 

43 

93 

221 

61 

Expresión de 

f3-glucuronidasa 

Negativa 

Negativa 

Positiva 

Positiva 

Observaciones después de 4 

subcultivos de propagación in 

vitro 

Imposible de mantener en 

estado embriogénico. 

Regeneración obligatoria. 

Reducción en el número de 

clonas por contaminación con 

ácaros. 

Elevado número oe clonas. 

Propagación acelerada (1 mes) 

Dificultades para su 

caracterización rápida. 

Permanencia en estado 

embriogénico. 

Propagación de tiempo 

intermedio (2 meses). 

Facilidades para su 

caracterización. 
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e) Caracterización molecular de clonas transgénicas de papaya (Carica 

papaya L.) 

e. 1) Identificación de AON y ARNm del transgén 

e.1.1) Purificación de ADN genómico 

Se llevó a cabo la purificación de AON genómico de 18 clonas 

transgénicas. El rendimiento de ADN obtenido para cada una de ellas se muestra 

en la Tabla 11. 

Figura 12. Propagación de clonas transgénicas de papaya por subcultivo in vitro. 

e.1.2) PCR, "Polimerase Chain Reaction" 

En la Tabla 12 se muestran los resultados de PCR obtenido del análisis de las 53 

clonas transgénicas de papaya analizadas 
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Tabla 11. Rendimiento de recuperación de ADN de callos embriogénicos de 

clonas transgénicas de papaya 

Muestra [AON] ng/lJL Rendimiento 

ng AON/lJg de tejido 

Tejido no transgénico 160 48 

Clona transgénica: 

pKETc11 220 66 

pKETch 210 63 

pKETc1 3 270 81 

P1KETc1g 82.12 24 

P2KETc1g 39.79 11 

pKETc1 11 170 51 

pKETc1 12 320 96 

pKETc1 13 220 66 

pKETc116 150 45 

pKETcho 120 36 

pKETch1 260 78 

pKETch5 510 153 

pKETc140 300 90 

pKÉTc1 41 420 126 

pKETc126 570 171 

pKETc127 550 165 

pKETc721 101 30 

pKETc723 57 170 
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Tabla 12. Análisis por PCR de clonas transgénicas 

Construcción Tamaño del No. de clonas %de 

Producto de PCR + /totales clonas positivas 

KETc 1.6H 

KETc 12.6H 

KETc7 

163 pb 

154 pb 

544pb 

e.2) Caracterización bioquímica 

15/38 39.47 

6/11 54.5 

4/4 100 

e.2.1) Preparación de extracto total soluble de callos embriogénicos 

Como se muestra en la Tabla 13, la concentración de proteína total soluble 

obtenida de las diferentes clonas transgénicas varió entre de 4-10 mg/mL 

e.2.2) Identificación de los péptidos recombinantes 

En geles de poliacrilamida no se logró confirmar la expresión de los péptidos 

recombinantes. Para el caso de los péptidos KETc12.6His y KETc1 .6His, con un 

peso molecular esperado de aproximadamente 1.0 y 1.2 KDa, respectivamente, 

porque se encontraban ligeramente abajo del límite de resolución del gel (1 .5 

KDa). En el caso del péptido KETc7 se visualizó una banda de aproximadamente 

8.0 KDa, siendo menor al peso molecular esperado (14.5 kDa) (Figura 13). 
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Clonas transgénicas para KETc1. 6His 

PM Np 1 2 3 8 11 12 13 16 20 K1s 

Clonas transgénicas para KETc7 

PM N p 21 23 43 55 57 77 96 96 

Figura 13. SDS-PAGE 4-12% con 50 Ilgl pozo del extracto total soluble de clonas transgénicas de papaya. PM: Peso molecular 

para polipéptidos (BioRAD); Np: extracto de callos embriogénicos no transgénicos; clonas transgénicas para el péptido 

KETc1 .6His: 1,2,3,8,11, 12, 13, 16,20; clonas transgénicas para el péptido KETc7: 21,23,43, 55, 57,77, 95,95; K1s: péptido 

sintético KETc1.6His. 



Tabla 13. Rendimiento de la recuperación de proteínas solubles de callos 

embriogénicos de clonas transgénicas de papaya 

Clona transgénica: 

pKETc1 1 9.1 22.0 

pKETch 3.8 9.5 

pKETc13 6.8 17.0 

P1KETc1g 3.2 8.0 

P2KETc1g 4.4 11 .0 

pKETc1 11 5.4 13.5 

pKETc1 12 5.4 13.5 

pKETc113 8.0 20.0 

pKETc116 6.0 15.0 

pKETc120 6.0 15.0 

pKETch1 8.0 20.0 

pKETc1 25 7.3 18.3 

pKETc140 7.3 18.3 

pKETc1 41 7.3 18.3 

pKETc126 6.0 15.0 

pKETc127 6.0 15.0 

pKETc721 9.8 24.5 

pKETc723 4.8 12.0 
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e.2.3.) Evaluación de la capacidad inmunológica de las clonas transgénicas 

de papaya contra la cisticercosis experimental murina por T. crassiceps 

En la Tabla 14 se indica el número de clonas transgénicas que fueron evaluadas 

en los experimentos de vacunación contra la infección. 

Tabla 14. Clonas transgénicas evaluadas en experimentos de vacunación. 

Clona transgénica 

KETc 1.6H 

KETc 12.6H 

KETc7 

No. de clonas evaluadas/totales 

15/38 

2/11 

2/4 

Los resultados de los experimentos de inmunización y de 

inmunohistoquímica están descritos en las Tablas 1, 2 Y la Figura 3, 

respectivamente, de la publicación anexa (Hernández et a/., 2007). 
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X. DISCUSiÓN 

En este trabajo se reporta la producción de clonas transgénicas de maíz, sorgo, 

zanahoria y papaya, así como la caracterización molecular y bioquímica de las 

clonas transgénicas de papaya para la expresión de tres péptidos del cisticerco de 

T. crassiceps, KETc1.6His, KETc12.6His y KETc7, de interés para efectos de 

vacunación contra la cisticercosis. 

Inicialmente se evaluó la factibilidad de transformar diferentes especies 

vegetales para la expresión de los péptidos de interés, a fin de seleccionar aquella 

que resultara más adecuada para el desarrollo de una vacuna contra la 

cisticercosis. Se transformaron callos embriogénicos de maíz, sorgo, zanahoria y 

papaya. Como se observa en la Tabla 9, se obtuvo un número considerable de 

clonas transgénicas de cada especie vegetal; sin embargo, la eficiencia de 

transformación varió de acuerdo con la planta y la construcción genética. Dado 

que en las clonas transgénicas de sorgo y maíz no fue posible la detección del 

gen reportero para ~-glucuronidasa, que las clonas de sorgo fueron contaminadas 

por ácaros y las clonas de maíz no lograron mantenerse en estado embriogénico 

por tiempo indefinido, se decidió no continuar con la caracterización de estas 

clonas transgénicas. 

Respecto a las clonas transgénicas de zanahoria y papaya, en ambas se 

detectó la actividad de ~-glucuronidasa; sin embargo, en la zanahoria, la gran 

cantidad de clonas obtenidas y la necesidad de propagarlas en corto tiempo 

impidió su mantenimiento y caracterización de manera eficiente, por lo que se 

decidió no dar continuidad al trabajo con esta especie. En el caso de la papaya, 

aunque el número de clonas transgénicas recuperadas no fue muy elevado e 
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inicialmente el porcentaje de contaminación fue elevado (12.5 - 50%), se 

consideraron las propiedades antiparasitarias inherentes a esta planta (Hammond 

et al., 1997; Lans et al., 2000; 8tepek et al., 2004). El sistema de expresión en 

papaya era innovador para la producción de antígenos vacuna les, puesto que 

previamente sólo se había utilizado para la expresión de marcadores de selección 

y producción de plantas resistentes al virus de la mancha anular, enfermedad que 

causa grandes pérdidas económicas en los países productores de esta fruta 

(Chiang et al., 2001 ; Fuchs et al. , 2007; Gonsalves et al., 2002; Sakuanrungsirikul 

et al., 2005; Tripathi et al., 2007; Ye et al., 2003). La producción de antígenos de 

origen parasitario en plantas transgénicas también resultó de interés, ya que 

previamente sólo existían reportes sobre la expresión de antígenos contra virus y 

bacterias como hepatitis, ántrax, cólera, rabia y caries (Feartherstone, C. 1996; 

Haq et al., 1995; Poirier et al., 1995; Streatfield et al., 2003; Thanavala et al., 

1995). Por lo tanto, se decidió enfocar y continuar el desarrollo de esta 

investigación hacia la caracterización de las clonas transgénicas, con el objetivo 

de lograr la producción de una vacuna contra la cisticercosis. 

Por otra parte, la reciente publicación de la secuencia del genoma de la 

papaya amplia las posibilidades de utilizar esta planta como modelo para estudios 

a escala genómica !yVei et al., 2008). 

Para la expresíón de los péptidos KETc1 .6His, KETc12.6His Y KETc7 se 

hicieron tres construcciones genéticas en el vector de pU I 235-5.1, el cual 

contiene el doble promotor 358 del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 358-

358), que es capaz de dirigir la expresión fuerte y constitutiva de los genes bajo 

su regulación en prácticamente cualquier especie vegetal. La utilización de este 
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promotor ha sido tema de controversia, principalmente ante la preocupación de 

que pueda ser transferido a las células de individuos consumidores y active genes 

indiscriminadamente. Sin embargo, conviene mencionar que para que un suceso 

de este tipo ocurriera habrían de producirse múltiples eventos consecutivos de 

recombinación de muy baja probabilidad. Además, se sabe que la respuesta 

inmune del organismo receptor (por ejemplo, el ratón) tiene la capacidad de 

eliminar fragmentos de AON extraño que eventualmente llegan a pasar del tubo 

digestivo al torrente sanguíneo, y se ha reportado que personas que han ingerido 

hortalizas infectadas con el virus del mosaico de la coliflor no han manifestado 

efectos nocivos, por lo que hasta el momento el virus representa un riesgo bajo 

para la salud humana o animal 

(http://agronomia.uchile.cI/webcursos/cmd/22005/fdiazllnquietudes1 .html). Sin 

embargo, debe estudiarse ampliamente en lo que respecta a sus implicaciones 

sobre bioseguridad, sobre todo porque dicho promotor se ha utilizado en la 

mayoría de los cultivos transgénicos comerciales, inclusive aquellos que se 

encuentran en etapas de evaluación en el campo 

(http://www.ecoportal .netlcontentlview/fuI1l23707). 

La utilización como explante de los callos embriogénicos de papaya en 

estadio globular, acoplada al sistema de transformación por biobalística, permitió 

la obtención de un considerable número de clonas transgénicas en comparación 

con explantes difíciles de transformar (por ejemplo, el plátano y algunas plantas 

recalcitrantes; además, producen un número reducido de clonas transgénicas, 

ocasionando problemas para su caracterización y regeneración, y por 

consecuencia limitan el desarrollo de los trabajos de investigación y su potencial 
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de aplicación). Por otro lado, el sistema de propagación in vitro de papaya implica 

costos muy bajos, debido a que el medio de cultivo solamente contiene sacarosa, 

sales minerales, reguladores de crecimiento y agar. Además, se mantienen a 

temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad, eliminando la necesidad de 

equipo sofisticado. Sin embargo, una desventaja que presenta es su crecimiento 

lento, ya que su propagación se realiza cada dos meses, en comparación con 

otras plantas de crecimiento rápido, como Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, 

zanahoria (Daucus carota L.) y tabaco (Nicotiana tabacum L.), que se pueden 

subcultivar a intervalos de un mes, aproximadamente. 

Para la caracterización molecular de las clonas transgénicas a través de la 

identificación del transgén por PCR se llevó a cabo la purificación de ADN, y como 

puede observarse en la Tabla 11 , se observó una considerable variabilidad en los 

rendimientos, de 30 a 171 ng/Ilg de tejido. Dicha variación podría deberse a que 

las muestras no fueron correctamente lisadas, y por consiguiente se obtuvo una 

menor cantidad de ADN purificado. Sin embargo, la cantidad obtenida fue 

suficiente para realizar los ensayos de PCR necesarios para la estandarización e 

identificación del transgén en cada clona transgénica. 

Como puede observarse en la Tabla 12, no todas las clonas mostraron 

amplificación. En este sentido, las clonas negativas posiblemente integraron un 

bajo número de copias del transgén o la reacción de PCR no fue lo 

suficientemente sensible para su detección. Esta hipótesis no puede confirmarse, 

porque no se realizó un análisis por Southem Blot para determinar el número de 

copias del transgén integradas en cada clona transgénica. Por lo tanto, sólo en 

aquellas que presentaron amplificación del transgén se determinó el nivel de 
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expresión del transcrito, mediante RT-PCR y RT-PCR en tiempo real, 

observándose que cada clona presentó diferente nivel de expresión del transcrito, 

lo que también podría estar influido por el número de copias integrado, el sitio de 

integración o la naturaleza per se de cada transgén (Hernández et al. , 2007) . 

Para la caracterización bioquímica de las clonas transgénicas se 

prepararon extractos de proteínas solubles de cada una. Como puede observarse 

en la Tabla 13, al igual que en el caso del ADN, se obtuvo una considerable 

variabilidad en la cantidad de proteína total soluble obtenida, que va de 8.0 a 24.5 

Ilglmg de tejido. Esta variación podría deberse a diferencias durante el proceso de 

preparación de las muestras. En cualquier caso, la cantidad de proteína obtenida 

fue suficiente para realizar los análisis en geles de acrilamida y los experimentos 

de inmunización y protección en el modelo murino de cisticercosis por Taenia 

crassiceps. 

La identificación y cuantificación de los péptidos KETc1 .6His, KETc12.6His 

y KETc7 en geles de poliacrilamida fue imposible de realizar. Dos razones podrían 

explicar las dificultades para su detección: 1) el bajo peso molecular de los 

péptidos recombinantes KETc1 .6His y KETc12.6His, de 1.2 y 1.0 kDa , 

respectivamente, y 2) en la identificación del péptido KETc7, la banda observada 

en los geles de acrilamida, siendo menor al peso molecular esperado (14.5 kDa) 

(Figura 13), no pudo confirmarse por Western Blot, debido a la falta del anticuerpo 

específico anti-KETc7. La detección de los péptidos recombinantes mediante un 

ensayo de ELlSA, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-6His (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), mostró que sólo la clona transgénica P2KETc1 g (KETc1 .6His) dio 

una densidad óptica significativamente superior al extracto de callos 
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embriogénicos no transgénicos o a las demás clonas transgénicas. En este caso, 

la falta de reconocimiento podría asociarse con un bajo nivel de expresión de los 

péptidos recombinantes, de manera que un método alternativo para su detección 

fue el análisis de los extractos solubles por HPLC (cromatografía líquida de alta 

resolución). Desafortunadamente, el patrón proteico y el tiempo de retención de 

los péptidos recombinantes coincidieron con varias proteínas contenidas en el 

extracto no transgénico, por lo que tampoco fue posible identificar y cuantificar el 

nivel de expresión de los péptidos recombinantes. 

La limitante del bajo nivel de expresión de antígenos en diferentes especies 

de plantas transgénicas ha sido previamente reportada (Daniell et al., 2001 ; Desai 

et al. , 2010) y se ha tratado de optimizar los procedimientos o estrategias 

necesarias para aumentar el nivel de expresión. Una estrategia alternativa, la 

producción de plantas transgénicas transplastómicas, presenta las siguientes 

ventajas: a) alto nivel de expresión del transgén; b) la herencia del transgén se 

realiza por vía materna, evitándose la contaminación ambiental por dispersión de 

polen; c) permite la expresión de múltiples genes en un solo evento de 

transformación; d) el uso de vectores libres de genes de resistencia a antibióticos, 

y e) una reducción en los costos de producción en un factor de 10 a 100 con 

respecto a la transformación genómica (Vidi et al., 2007). Reportes al respecto 

indican la hiperexpresión de antígenos vacunales del cólera, tétanos, ántrax y 

parvovirus; los niveles de expresión obtenidos varían de 4 a 31% de la proteína 

soluble total y, de proteínas recombinantes de aplicación terapéutica, como la 

albúmina sérica bovina, somatotropina, interferón-gamma, un péptido 

antimicrobiano, la somatostatina humana y la toxina Bt, con un nivel de expresión 
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de 11 .1 %,7%,6%, 21 .5%, 7% Y 46% de la proteína total soluble, respectivamente 

(Chargelegue et al., 2001). Por lo tanto, este sistema de expresión podría 

considerarse como estrategia alternativa para aumentar el nivel de expresión de 

los péptidos recombinantes, KETc1.6His, KETc12.6His y KETc7 en trabajos 

futuros. 

Ante la imposibilidad de determinar el nivel de expresión de los péptidos 

recombinantes, las clonas transgénicas que presentaron niveles considerables del 

transcrito por análisis de PCR en tiempo real fueron evaluadas en experimentos 

de vacunación en el modelo de cisticercosis experimental murina por Taenia 

crassiceps. Como puede observarse en las Tablas 1 y 2 de la publicación anexa 

(Hernández et al. , 2007), el extracto de callos embriogénicos no transgénicos de 

papaya per se, así como las clonas transgénicas que expresan los péptido 

KETc1.6His, KETc12.6His y KETc7, presentaron de 10 a 22% y 50, 80 y 63% en 

el número de ratones totalmente protegidos ante el desafío con T. crassiceps, 

respectivamente. La capacidad · protectora inducida por la inmunización con el 

extracto de las clonas transgénicas podría deberse al efecto sinérgico del extracto 

de la papaya per se y la respuesta inducida por los péptidos recombinantes 

(Hernández et al. , 2007), que interesantemente resultó similar al obtenido por 

vacunación con los péptidos sintéticos KETc1, KETc12 Y GK1 (proveniente de la 

secuencia KETc7), 66%, 52% Y 40-70% respectivamente, contra la cisticercosis 

murina (Toledo et al. , 1999; 2001 ; Sciutto et al., 2007). La conservación de la 

inmunogenicidad de los péptidos recombinantes fue confirmada por análisis de 

inmunohistoquímica, demostrándose que los anticuerpos de los ratones 
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inmunizados reconocen los antígenos nativos del parásito, como se observa en la 

Figura 3 de la publicación anexa (Hemández et al., 2007). 

El efecto protector inducido por el extracto de los callos embriogénicos no 

transgénicos de papaya podría explicarse por la actividad antiparasitaria 

(antihelmíntica) que se ha atribuido al látex de esta planta, debido a su alto 

contenido en enzimas proteolíticas (quimopapaína, papaína, caricaína y glicil 

endopeptidasa) (Hammond et al., 1997; Stepek et al., 2004). Particularmente la 

papaína ha sido ampliamente evaluada en su capacidad para dañar por digestión 

proteolítica la cutícula de diferentes parásitos intestinales (Trichostrongylus 

colubrormis, Heligmosomoides polygyrus, Trichuris muris, Protospirura muricola) 

(Berger and Asenjom, 1940; Stepek et al., 2006; 2006; 2007; 2007a; 2007b; 

2007c) sin causar efectos colaterales al hospedero (Hounzangbe-Adote et al. , 

2005; Okeniyi et al. , 2007). 

Además de la actividad antihelmíntica, al látex de la papaya también se le 

atribuye la capacidad para producir reacciones alérgicas que pueden presentar 

reacción cruzada con algunos alimentos como la zanahoria, la manzana, el 

plátano, el aguacate, el kiwi y en menor grado el higo, la papa, el tomate y la 

castaña (Blanco et al., 1994; Ebo et al., 1995; Isola et al., 2003). En este sentido, 

estudios realizados indican que entre 30 y 80% de los individuos susceptibles al 

látex también presentan síntomas de alergia al comer uno o varios de los 

alimentos mencionados, y sufren el síndrome de alergia oral. Dicha reactividad 

cruzada, en parte, es mediada por proteínas denominadas "panalérgenos", como 

las enzimas tiolproteasas (Hemmer et al., 2004), la papaína (Van Kampen et al., 

2005) Y alérgenos del polen o el fruto de la papaya. 

71 



La existencia de alérgenos comunes entre el polen de la flor del árbol de la 

papaya, el fruto y la papaína ha sido confirmada por la reactividad que presentan 

anticuerpos IgE de pacientes alérgicos con el extracto de las tres partes del árbol 

de la papaya (Blanco et al., 1998). La reactividad cruzada entre algunos alérgenos 

y alimentos se encuentra ampliamente distribuida en el reino vegetal y está 

implicada en funciones biológicas (generalmente de defensa), por lo que la 

secuencia y estructura de los panalérgenos es altamente conservada (Fernández 

Rivas, M. 2003). Por lo tanto, sería de interés y relevancia determinar si los callos 

embriogénicos de la papaya podrían contener o no panalérgenos, como se 

reporta para el polen, el fruto y la papaína. 

Finalmente, en la literatura se citan diversos reportes sobre la 

caracterización y evaluación de la actividad antiparasitaria del látex de la papaya, 

información sobre sus propiedades terapéuticas y que se ha asociado su 

consumo excesivo con un factor de riesgo para el desarrollo de cáncer de 

próstata. Por lo tanto, sería de interés que estudios a futuro realizaran la 

caracterización bioquímica y determinaran si las propiedades terapéuticas y 

atribuidas a la papaya se conservan o de qué forma se modifican en los callos 

embriogénicos. En este sentido, el presente trabajo de investigación ha realizado 

importantes contribuciones al respecto, en tanto demuestra el potencial de los 

callos embriogénicos de las clonas transgénicas de la papaya para el diseño y la 

evaluación de vacunas recombinantes. Así, éstos constituyen una alternativa 

interesante para la producción de proteínas recombinantes con fines de salud 

pública. 

72 



XI. CONCLUSIONES 

En cuanto a la generación de clonas transgénicas para la expresión de péptidos 

inmunogénicos se concluye lo siguiente: 

1. Mediante transformación por biobalística de callos embriogénicos de maíz, 

sorgo, zanahoria y papaya se logró la obtención de clonas transgénicas. 

2. La eficiencia de transformación varió de acuerdo con la especie vegetal y la 

construcción genética utilizada. 

3. En las clonas transgénicas de zanahoria y papaya se detectó la actividad de 

~-glucuronidasa , no así en las de sorgo y maíz. 

4. Se propagaron in vitro las clonas transgénicas de las especies transformadas. 

La velocidad de propagación varió en cada una de ellas. 

5. No fue posible avanzar en la caracterización molecular y bioquímica de las 

clonas transgénicas de zanahoria , sorgo y maíz, debido a que: 

a) Las clonas trangénicas de zanahoria tienen un crecimiento muy rápido, por 

lo que no fue posible mantenerlas en propagación y llevar a cabo su 

caracterización molecular y bioquímica. 

b) Las clonas transgénicas de sorgo presentaron contaminación con ácaros. 

c) No fue posible conservar las clonas transgénicas de maíz en estado 

embriogénico. 
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6. Las clonas transgénicas de papaya poseen propiedades antiparasitarias 

inherentes, y su velocidad de propagación resultó adecuada para su 

caracterización molecular y bioquimica. 

Respecto a los niveles de expresión de los péptidos y las propiedades 

inmunogénicas de las clonas transgénicas de papaya, se concluye que: 

a) Mediante ensayos de electroforesis, ELlSA y cromatografia en fase liquida 

de alta resolución (HPLC) no fue posible la identificación y cuantificación de 

los péptidos recombinantes. Ello se debió probablemente a bajos niveles 

de expresión, al peso molecular reducido de los péptidos KETc1.6His Y 

KETc12.6His, ya que el péptido KETc7 mostró un patrón proteico y tiempo 

de retención similar al de otras proteínas presentes en el extracto no 

transgénico. 

b) Mediante el ensayo de inmunohistoquímica fue posible identificar los 

péptidos nativos. 

c) La inmunización con los callos embriogénicos no transgénicos reduce 

significativamente per se la carga parasitaria (11 %) y no presenta efectos 

colaterales. 
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d) La inmunización con callos embriogénicos de clonas transgénicas que 

expresan los péptidos KETc1 .6His, KETc12.6His y KETc7 mostró 50%, 

80% Y 63%, respectivamente, en su capacidad para obtener ratones 

totalmente protegidos contra la cisticercosis por Taenia crassiceps. 

e) El uso de callos embriogénicos de clonas transgénicas de papaya es un 

sistema de expresión innovador para el desarrollo de una vacuna contra la 

cisticercosis, y parece una alternativa viable para la producción de 

proteínas recombinantes de interés en salud pública. 
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XII. PERSPECTIVAS 

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo de investigación, se 

proponen las siguientes perspectivas para su continuación. 

1. Mantenimiento y propagación de callos embriogénicos de clonas 

transgénicas, tanto para evaluar su capacidad adyuvante para potenciar 

otros inmunógenos en el ratón como para determinar su capacidad para 

inducir protección por vía oral en el modelo experimental de teniasis en el 

hámster dorado (Mesocricetus auratus) y contra la cisticercosis porcina por 

T. solium en condiciones naturales de infección. 

2. La regeneración de los callos a plantas y la obtención de semillas 

transgénicas para la preservación de las clonas, evaluar la estabilidad 

genética del transgén y analizar la capacidad inmunogénica y protectora de 

los frutos derivados de dichas semillas, que en caso de resultar efectivos 

eventualmente podrían incorporarse a programas de inmunización masiva. 

3. Producción de cultivos de células en suspensión a partir de las clonas 

transgénicas, como una alternativa para la producción masiva de material 

vegetal y la sustitución del cultivo de propagación in vitro. 

76 



4. Producción de plantas transplastómicas, como una opción para aumentar 

los niveles de expresión de los péptidos KETc1.6His, KETc12.6His y 

KETc7, evaluados en este trabajo, así como de otros que con fines 

similares puedan desarrollarse en el futuro 

77 



XIII. BIBLIOGRAFíA 

Abdelkafi, S. , Fouquet, B., Barouh, N., Durner, S., Pina, M., Scheirlincks, F., 

Villeneuve, P., earriere, F. 2009. In vitro comparison between Cariea papaya and 

pancreatic lipases during test meal Iipolysis: Potential use of ePL in enzyme 

replacement therapy. Food Chemistry, 225:488-494 . 

Aluja, A., 1982. Frequency of porcine cysticercosis in Mexico. In: Flisser, A., 

Willms, K., Laclette, J., Larralde, e ., Ridaura, e., Beltrán, F. (Eds). eysticercosis: 

Present state of knowledge and perspectives. Academic Press, New York. Pp. 53-

62. 

Arumuganathan, K, and Earle, E. D. 1991. Nuclear DNA content of some 

important plant species. Plant Molecular Biology Reporter, 9:208-218. 

Azarkan, M:, El Moussaoui, A., van Wuytswinkel, D., Dehon, G. Looze, Y. 

2003. Fractionation and purification of the enzymes stored in the latex of Cariea 

papaya. Journal Chromatography B Analytical Technology Biomedical Lire 

Scienee, 790:229-238. 

Berger, J. and Asenjom, e. F. 1940. Anthelminthic activity of crystalline 

papain. Science, 91 : 387-388. 

78 



Blanco, C., Carrillo, T. , Castillo R., Quiralte , J., Cuevas, M. 1994. Lalex 

allergy: clinical features and cross-reactivily with fruils. Annals Allergy, 73: 309-

314. 

Blanco, C., Ortega, N., Castillo, R. , Alvarez, M., Dumpierrez, A. G., Carrillo, T. 

1998. Carica papaya pollen allergy. Annals of Allergy, Asthma & Immunology, 

81 :171-175. 

Boa, M., Mukaraturwa, S., Willingham, A. L. , Johansen, M. V. 2003. Regional 

plan combating Taenia solium cysticercosislteniosis in Eastern and Southern 

Africa Acta Tropica, 87:183-186. 

Bouche, F. B., Marquet-Blouin, E. , Yanagi, Y., Steinmetz, A. , Muller, CP. 

2003. Neutralising immunogenicily of a polyepitope antigen expressed in a 

transgenic food plant: a novel antigen lo protecl against measles. Vaccine, 

21 :2065-72 

Bouche, F. B., Steinmetz, A. , Yanagi , Y. , Muller, C. P. 2005. Induction of 

broadly neutralizing antibodies against measles virus mutants using a polyepitope 

vaccine strategy. Vaccine, 23:2074-2077. 

Cabrera-Ponce, J . L. , Vegas, A., Herrera-Estrella, L. 1995. Herbicide resislant 

transgenic papaya plants produced by and efficient particle bombardment 

transformation methods. Plant Cell Reports, 15: 1-7. 

79 



Cabrera-Ponce, J. L., Vegas-Garcia, A, Herrera-Estrella, L. 1996. 

Regeneration of transgenic papaya plants via somatic embryogenesis induced by 

Agrobacterium rhizogenes. In vitro Cell Developmental Biology Plant, 32 :86-90. 

Cabrera-Ponce, J. L. , López, L. , Assad-García, N., Medina-Arevalo, C. , 

Bailey, A. M., Herrera-Estrella, L. 1997. An efficient particle bombardment system 

for the genetic transformation of asparagus (Asparagus officinalis L.). Plant Cell 

Reports, 16:255-260. 

Cai, X. , Chai, Z., Jing, Z., Wang, P., Luo, X., Chen, J ., Dou, Y. , Feng, S., Su, 

C., Jin, J. 2001 . Studies on the development of DNA vaccine against Cysticercus 

cellulosae infection and its efficacy. Southeast Asian Journal Tropical Medicine & 

Public Health, 2:105-110. 

Carrillo, C., Wigdorovitz, A., Oliveros, J. C., Zamorano, P. l., Sadir, A M., 

Gomez, N., Salinas, J., Escribano, J. M., Borca, M. V. 1998. Protective immune 

response to foot-and-mouth disease virus with VP1 expressed in transgenic 

plants . Journal Virology, 72:1688-1690. 

Carabin , H., Krecek, R. C., Cowan, L. D., Michael , L. , Foyaca-Sibat, H., Nash, 

T., Willingham, A L. 2006. Estimation of the cost of Taenia solium cysticercosis in 

Eastern Cape Province, South Africa. Tropical Medical & Intemational Heallh , 

11 :906-916. 

80 



Carrillo, C., Wigdorovitz, A., Trono, K., Dus Santos, M. J., Castanon, S., 

Sadir, A. M., Ordas, R. , Escribano, J. M. Barca, M. V. 2001 . Induction of a virus

specific antibody response to foot and mouth disease virus using the structural 

protein VP1 expressed in transgenic potato plants. Virallmmun%gy, 14:49-57. 

Castanon, S., Marin, M. S. , Martin-Alonso., J. M., Boga, R., Casais, R., 

Humara, J. M., Ordas, R. J., Parra, F. 1999. Immunization with potato plant 

expressing VP60 protein protects against rabbit hemorrhagic disease virus. 

Journal Virology, 73: 4452-4455 

Chargelegue, D. , Obregón, P., Pascal, M. W. D. 2001. Transgenic plants for 

vaccine production: expectations and limitations. Trends Plant Science, 6:495-496. 

Chiang, C. H., Wang, J. J., Jan, F. J., Yeh, S. D., Gonsalves, D. 2001. 

Comparative reactions of recombinant papaya ringspot viruses with chimeric coat 

protein (CP) genes and wild-type viruses on CP-transgenic papaya. Journal 

General Vir%gy, 82:2827-2836. 

Chikwamba, R., Cunnick, J., Hathaway, D., McMurray, J., Mason, H., Wang, 

K. 2002. A functional antigen in a practical crop: L T -B producing maize protects 

mice against Escherichia coli heat labile enterotoxin (L T) and cholera toxin (CT). 

Transgenic Research, 11 :479-493. 

81 



Christou, P. , Ford, T. L, Kofros, M. 1992. The development of a variety of 

independent gene-transfer methods for rice. Trend Biotechnology, 10:239-46. 

Daniell, H., 8treatfield, 8. J ., Wycoff, K. 2001. Medical molecular farming: 

production of antibodies, biopharmaceuticals and edible vaccines in plants. Trends 

Plant Science, 6: 219-26 

Del Bruto, O. H. and 80telo, J . 1988. Neurocysticercosis, an update. Reviews 

Infectious Diseases, 10:1075-1087. 

De la Fuente, J . M., Ramírez-Rodriguez, V., Cabrera Ponce, J. L., Herrera 

Estrella, L. 1997. Aluminum tolerance in transgenic plants by alte.ration of citrate 

synthesis. Science, 276:1566-1568. 

Desai, P. N., 8hrivastava, N., Padh, H. 2010. Production of heterologous 

proteins in plants: Strategies for optimal expression. Biotechnology Advances, 

(Epub ahead of print). 

Díaz, M. A., Villalobos, N., de Aluja, A., Rosas, G., Gomez- Conde, E. , 

Hernández, P., Larralde, C. 8ciutto, E. Fragoso, G. 2003. Th1 and Th2 indices of 

the immune response in pigs vaccinated against Taenia solium cysticercosis 

suggest various host immune strategies against the parasite. Veterinary 

Parasitology, 93:81-90. 

82 



Dus Santos, M. J., Wigdorovitz, A. , Trono, K., Rios, R. D., Franzone, P. M., 

Gil, F., Moreno, J ., Carillo, C., Escribano, J. M., Borca, M. V. 2002. A novel 

methodology to develop a foot and mouth disease virus (FMVD) peptide-based 

vaccine in transgenic plants. Vaccine, 20:1141-1147. 

Ebo, D. G., Stevens, W. J., De Clerck, L. S. 1995. Latex anaphylaxis. Acta 

Clínical Belgica, 50:87-93. 

El Moussaoui, A., Nijs, M., Paul, C., Wintjens, R. , Vicentelli, J., Azarkan , M., 

Looze, Y. 2001. Revisiting the enzymes stored in the laticifers of Carica papaya in 

the context of their possible participation in the plant defense mechanism. eell 

Molecular Life Science, 58:556-570. 

Featherstone, C. 1996. Vaccines by Agriculture. Molecular Medicine Today, 

2:278-81. 

Fernandez Rivas, M. 2003. Cross-reactivity between fruit and vegeta bies. 

Allergology & Immunopathology (Madrid), 31: 141-146. 

Fleury, A. , Gomez, T., Alvarez, l. , Meza, D., Huerta, M., ehavarria, A., 

Carrillo-Mezo, R. A., Lloyd, e ., Dessein, A., Preux, P. M., Dumas, M., Larralde, e., 

Sciutto, E., Fragoso, G. 2003. High prevalence of calcified silent 

neurocysticercosis in a rural village of Mexico. Neuroepidemiología , 22 :139-145. 

83 



Fleury, A., Morales, J., Bobes, R. J., Dumas, M., Yanez, O., Pina, J., Carrillo

Mezo, R., Martinez, J. J., Fragoso, G., Dessein, A., Larralde, C., Sciutto, E. 2006. 

An epidemiological study of familial neurocysticercosis in an endemic Mexican 

community. Transactions Royal Society Tropical Medicine & Hygiene, 100:551-

558. 

Flisser, A., Woodhouse, E., Larralde, C. 1980. Human cysticercosis: antigens, 

antibodies and non-responders. Clinical Experimentallmmunology, 39:27-37. 

Flisser, A., Gauci, C. G., Zoli , A., Martinez-Ocaña, J., Garza-Rodriguez, A., 

Dominguez-Alpizar, J. L., Maravilla, P., Rodriguez-Canul, R., Avila, G., Aguilar

Vega, L., Kyngdon, e., Geerts, S., Lightowlers, M. W. 2004. Induction of protection 

against porcine cysticercosis by vaccination with recombinant oncosphere 

antigens. Infection & Immunity, 72 :5292-5297. 

Flisser, A., Vargas-Parada, L. , Laclette, J . P. 2006. Taenia solium: un parásito 

cosmopolita. Investigación y Ciencia, Mayo. 24-33. 

Floss, D. M., Falkenburg, D., Conrad, U. 2007. Production of vaccines and 

therapeutic antibodies for veterinary applications in transgenic plants: an overview. 

Transgenic Research, 16:315-332. 

Freeman, R. S. 1962. Studies of the biology of Taenia crassiceps (Zeder, 

1800) Rudolphi, 1810 (Cestoda). Canadian Journal Zoology, 40:969-990. 

84 



Fromm, M. E., Morrish., F., Armstrong. , C. , Williams., R., Thomas., J., Klein, 

T.M. 1990. Inheritance and expression of chimeric genes in the progeny of 

transgenic maize plants. Biotechn%gy, 8:833-839. 

Fuch, M., Gonzalves, D. 2007. Safety of virus-resistant transgenic plants two 

decades after their introduction: lessons from realistic field risk assessment 

studies. Annua/ Review Phytopath%gy, 45:173-202 . 

Fujimura T. , Komamine, A. 1979. Synchronization of somatic embryogenesis 

in a carrot cell suspension culture. P/ant Physi%gy, 64 :162-164. 

Gomez, N., Carrillo, C., Salinas, J. Parra, F., Borva, M. V., Escribano, J. M. 

1998. Expression of immunogenic glycoprotein S polypeptides from transmissible 

gastroenteritis coronavirus in transgenic plants. Journa/ Vir%gy, 249:352-358. 

Gomez, N. , Wigdorovitz, A., Castanon, S., Gil, F., Ordas, R., Borca, M. V., 

Escribano, J. M. 2000. Oral immunogenicity of the plant derived spike protein from 

swine-transmissible gastroenteritis coronavirus. Archives Viro/ogy, 145:1725-1732. 

Gonsalves, D. 2002. Coat protein transgenic papaya: "acquired" immunity for 

controlling papaya ringspot virus. Current Topies Microbi%gy & /mmun%gy, 

266:73-83. 

85 



Gonzalez, A. E., Gauci, C. G., Barber, D., Gilman, R. H., Tsang, V. C., 

Garcia, H. H., Verastegui , M., Lightowlers, M. W. 2005. Vaccination of pigs to 

control human neurocysticercosis. American Joumal Tropical Medicine & Hygiene , 

72:837-839. 

Guerrero-Andrade, O., Loza-Rubio, E., Olivera-Flores, T., Fehérvári-Bone, T., 

Gómez-Lim, M. A. 2006. Expression of the Newcastle disease virus fusion protein 

in transgenic maize and immunological studies. Transgenic Research, 15:455-

463. 

Hammond, J. A. , Fielding, D. , Bishop, S. C. 1997. Prospects for plant 

anthelmintics in tropical veterinary medicine. Veterinary Research 

Communications, 21 :213-228. 

Haq, T. A., Mason, H. S., Clements, J. D., Arntzen, C. J. 1995. Oral 

immunization with a recombinant bacterial antigen produced in transgenic plants. 

Science, 268: 714-716. 

Hemmer, W., Focke, M., Gotz, M., Jarisch, R. 2004. Sensitization to Ficus 

benjamina: relationship to natural rubber latex allergy and identification of foods 

implicated in the Ficus-fruit syndrome. Clinical & Experimental Allergy, 34:1251-

1258. 

86 



Hernandez, M., Cabrera-Ponce, J. L. , Fragoso, G., Lopez-Casillas, F., 

Guevara-Garcia, A. , Rosas, G. , Leon-Ramirez, C., Juárez, P., Sánchez-Garcia, 

G. , Cervantes, J., Acero, G., Toledo, A., Cruz, C., Bojalil, R , Herrera-Estrella, L., 

Sciutto, E. 2007. A new highly effective anticysticercosis vaccine expressed in 

transgenic papaya. Vaccine , 24:42514260. 

Hounzangbe-Adote, S., Fouraste, l. , Moutairou, K., Hoste, H. 2005. In vitro 

effects of four tropical plants on the activity and development of the parasitic 

nematode, Trichostrongylus colubrormis. Journal Helminthology, 79:29-33. 

Huerta, M., Sciutto, E., Garcia, G., Villalobos, N., Hernández, M., Fragoso, G. , 

Diaz, J., Diaz, A., Ramírez, R, Luna, S., Garcia, J., Aguilar, E., Espinoza, S., 

Castilla, G. , Bobadilla, J. R , Avila, R. , Jose, M. V. , Larralde, C., de Aluja, A. S. 

2000. Vaccination against Taenia solium cysticercosis in underfed rustic pigs of 

Mexico: roles of age, genetic background and antibody response. Veterinary 

Parasitology, 90:209-219. 

Huerta, M., de Aluja, A. S., Fragoso, G., Toledo, A. , Villalobos, N., 

Hernandez, M., Gevorkian, G., Acero, G., Diaz, A., Alvarez, l. , Avila, R , Beltran, 

C., Garcia, G. , Martinez, J. J., Larralde, C., Sciutto, E. 2001 . Synthetic peptide 

vaccine against Taenia solium pig cysticercosis: successful vaccination in a 

controlled field trial in rural Mexico. Vaccine, 20:262-266. 

87 



Isola, S., Ricciardi, L., Saitta, S., Fedele, R , Mazzeo, L., Fogliani, O., 

Gandemi, S., Purello-D'Amnrosio, F. 2003. Latex allergy and fruit cross-reaction in 

subjects who are nonatopic. Allergy & Asthma Proceeding, 24:193-197. 

Kohno, K., Hirayama, e ., Nakamura, M., Tateishi, K., Tamura, Y., Hattori, M. , 

Kohno, K. 2004. Papain protects papaya trees from herbivorous insects: role of 

cysteine proteases in latex. P/ant Jouma/, 37:370-378. 

Lamphear, B. J., Streatfield, S. J., Jilka, J. M., Brooks, C. A. , Barker, D. K. , 

Turner, D. D., Delaney, D. E., Garcia, M., Wiggins, W., Woodard, S. L., Hood, E. 

E., Tizard, 1. R, Lawhirn, B., Howard, J. A. 2002. Delivery of subunit vaccines in 

maize seed. Journa/ Controlled Re/ease, 85:169-180. 

Larralde, C., Montoya, R. M., Sciutto, E., Diaz, M. L., Govezensky, T ., eoltorti, 

E. 1989. Deciphering· western blots of tapeworm antigens (Taenia so/ium, 

Echinococcus granu/osus and Taenia crassiceps) reacting with sera from 

neurocysticercosis and hydatid disease patients. American Journal Tropical 

Medicine & Hygiene, 40:282-290. 

Larralde, e ., Padilla, A. , Hernández, M., Govezensky, T., Sciutto, E., 

Gutierréz, G., Tapia-Conyer, R, Salvatierra, B., Sepúlveda, J . 1992. Encuesta 

Serológica Nacional : Cisticercosis. Salud Pública de México, 34:197-210. 

88 



López-Gómez, R., Cabrera-Ponce, J. L., Saucedo-Arias, L. J., Carreto

Montoya, L., Villanueva-Arce, R., Díaz-Perez, J. C., Gómez-Lim, M. A. , Herrera

Estrella, L. 2009. Ripening in papaya fruits is altered by ACC oxidase 

cosuppression. Transgenic Research, 18:89-97. 

Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L. , Randall, R. J . 1951 . The folín 

phenol protein quantification method of protein. Journal Biological Chemistry, 

193:265-275. 

Loza-Rubio E, Rojas E, Gómez l , Olivera MT, Gómez-Lim MA. 2008. 

Development of an edible rabies vaccine in maize using the Vnukovo strain. 

Development Biolology (Basel), 131 :477-482. 

Manoutcharian, K., Rosas, G., Hernández, M., Fragoso, G., Aluja, A., 

Villalobos, N., Rodarte, L. F., and Sciutto, E. 1996. Cysticercosis: Identification 

and cloning of protective recombinant antigens. Journal Parasitology, 82:250-254. 

Manoutcharian, K., Diaz-Orea, A., Gevorkian, G., Fragoso, G., Acero, G. , 

Gonzalez, E., De Aluja, A. , Villalobos, N. , Gomez-Conde, E., Sciutto E. 2004. 

Recombinant bacteriophage-based multiepitope vaccine against Taenia solium pig 

cysticercosis. Veterinary Immunology & Immunopathology, 99:11-24. 

89 



Márquez, M. H., Austria, B. 1969. Cisticercosis en el Hospital General de 

México: estudio anatomopatológico de 165 casos. Revista Latinoamericana de 

Patología, 88:79-86. 

Matsumura, T., Itchoda, N., Tsunemitsu , H. 2002. Production of immunogenic 

VP6 protein of bovine group A rotavirus in transgenic potato plants. Archives 

Virology, 147:1263-1270. 

McGarvey, P. B., Hammond, J., Dienelt, M. M., Hooper, D. C., Fu, Z. F., 

Dietzxchold, B., Koprowski, H., Michaels, F. H. 1995. Expression of the rabies 

virus glycoprotein in transgenic tomatoes. Biotechnology, 13:1484-1487 

Ming, R. , Hou, S., Feng, Y., Yu, a., Dionne-Laporte, A., Saw, H. J., Senin, P. , 

Wang, W. et al., 2008. The draft genome of the transgenic tropical fruit tree 

papaya (Carica papaya Linnaeus). Nature , 452:991 -996 

Molinari, J . L., Rodriguez, D., Tato, P., Soto, R., Arechavaleta , F., Solano, S. 

1997. Field trial for reducing porcine Taenia solium cysticercosis in Mexico by 

systematic vaccination of pigs. Veterinary Parasitology, 69:55-63 . 

Molinari, J . L. , Soto, R. , Tato, P., Rodriguez, D., Retana, A., Sepulveda, J ., 

Palet, A. 1983. Immunization against porcine cysticercosis in an endemic area in 

Mexico: a field and laboratory study. American Joumal Tropical Medicine & 

Hygiene, 49:502-512. 

90 



Morales, J., Martinez, J. J. , Manoutcharian, K., Hernández, M., Fleury, A., 

Gevorkian, G., Acero, G., Blancas, A., Toledo, A, Cervantes, J., Maza, V., Quet 

F. , Bonnabaue, H., Aluja , A., Fragoso, G., Larralde, C., Sciutto, E. 2008. 

Inexpensive anti-cysticercosis vaccine: S3Pvac expressed in heat inactivated M 13 

filamentous phage proves effective against naturally acquired Taenia solium 

porcine cisticercosis. Vaccine, 26:2899-2905. 

Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium for growth and bio

assay with tobacco tissue cultures. Physiology Plant, 15:473-497. 

Nascimento, E., Costa , J. O. , Guimaraes, M. P., Tavares, C. A 1995. 

Effective immune protection of pigs against cysticercosis. Veterinary Immunology 

& Immunopathology, 45: 127-137. 

O Connor-Sanchez, A, Cabrera-Ponce, J . L., Valdez, M., Tellez, P. , Pons, 

J. L., Herrera-Estrella, L. 2002. Development of an efficient genetic 

transformation system of tropical and subtropical maize genotypes. Plant Cell 

Reports, 21 :302-312. 

Okeniyi, J. A., Ogunlesi, T. A, Oyelami, O. A., Adeyemi, L. A. 2007. 

Effectiveness of dried Carica papaya seeds against human intestinal parasitosis: a 

Pilot Study. Journal Medicinal Food, 10: 194-196. 

91 



Phiri , 1. K., Ngowi, H., Afonso, S. , Matenga, E., Boa, M., Mukaratirwa, S., 

Githigia, S., Saimo, M., Sikansunge, e., Maingi, N., Lubega, G. W., Kassuku , A. , 

Michael, L. , Siziya, S., Krecek, R. e., Noormahomed, E., Vilhena, M., Dorny, P., 

Willingham, A. L. 3'd. 2003. The emergence of Taenia solium cysticercosis in 

Eastern and Southern Africa as a serious agricultural problem and public health 

risk. Acta Tropica, 87: 13-23 

Vidi, P. A. , Kessler, F. , Bréhélin, e. 2007. Plastoglobules: a new address for 

targeting recombinant proteins in the chloroplast. B. M. e. Biotechnology, 7:4 . 

Plancarte, A. , Flisser, A., Gauci, e. G., Lightowlers, M. W . 1999. Vaccination 

against Taenia solium cysticercosis in pigs using native and recombinant 

oncosphere antigens. International Journal Parasitology, 29:643-647. 

Poirier, Y., Nawrath, e. and Somerville, C. 1995. Production of 

polyhydroxyalkanoates, a family of biodegradable plastics and elastomers, in 

bacteria and plants. Bio/Technology, 13:142-150. 

Rosales-Mendoza, S., Soria-Guerra, R. E. , Lopez-Revilla , R., Moreno-Fierros, 

L., Alpuche-Solís, A. G. 2008. Indigestion of transgenic carrots expressing the 

Escherichia coli heat-Iabile enterotoxin B subunit protects mice against cholera 

toxin challenge. Plant Ce" Reports, 27:79-84. 

92 



Rosas , G. , eruz- Revilla, e ., Fragoso, G., López-easillas, F. , Pérez, A., 

Bonilla, M. A., Rosales, R. and Sciutto, E. 1998. Taenia crassiceps cysticercosis: 

Humoral immune response and protection elicited by DNA immunization. Journal 

Pasitology, 84:516-523. 

Rossi , M., earrari , F., eabrera-Ponce, J. L., Vázquez-Rovere, e ., Herrera

Estrella, L. , Gudesblat, G. , Lussem., N. D. 1998. Analysis of an absicic acid 

(ABA)-responsive gene promoter belonging to the Asr gene family from tomato in 

homologous and heterologous systems. Molecular Gene Genetics, 258:1-8. 

Sala, F., Rigano, M., Barbante, A. , Basso, B., Walmsley, A, M., Castiglione, 

S. 2003. Vaccine antigen production in transgenic plants: strategies, gene 

constructs and perspectives. Vaccine , 21 :803-808. 

Sakuanrungsirikul , S. , Sarindu, N., Prasartsee, V., ehaikiatiyos, S., Siriyan, 

R. , Sriwatanakul, M., Lekananon, P., Kitprasert, C., Boonsong, P., Kosiyachinda, 

P., Fermin, G., Gonsalves, D. 2005. Update on the development of virus-resistant 

papaya: virus-resistant transgenic papaya for people in rural communities of 

Thailand. Food & Nutrition Bulletin, 26:422-426. 

Sanford, J. e ., De Vit, M. J., Rusell , J. A. , Smith, F. D. Harpending, P. R. , 

Roy, M. K. , Jonhson, S. A. 1991 . An improvement helium-driven bioballistic 

device. Techniques, 3:3-16. 

93 



Sarti, E. 1997. Teniosis y cisticercosis por Taenia solium. Salud Pública de 

México, 39:225-231 . 

Sciutto, E. , Fragoso, G. , Aluja, A, Hernández, M., Rosas, G., Larralde, C. 

2008. Vaccines against cysticercosis. Current Topics Medicinal Chemistry, 8:415-

423. 

Sciutto, E., Fragoso, G., de Aluja , A. , Manoutcharian, K., Hernández, M., 

Rosas, G., Villa lobos, Rodarte, L. F. Y Díaz, S. Avances en el desarrollo de una 

vacuna recombinante en contra de la cisticercosis porcina. Memorias del 

Simposio Internacional "Tanya Martinez Flisser". Mexico, D. F. , 1996. 

Sciutto, E., Fragoso, G., Fleury, A, Laclette, J . P., Sotelo, J ., Aluja , A , 

Vargas, L, Larralde, C. 2000. Taenia solium disease in humans and pigs: An 

ancient parasitosis disease rooted in developing countries and emerging as a 

major health problem of global dimensions. Microbes & infections, 2:1875-1890. 

Sciutto, E., Fragoso, G., Trueba, L. , Lemus, D., Montoya, R. M., Diaz, M. L., 

Govezensky, T. , Lomeli, C., Tapia, G. , Larralde, C. 1990. Cysticercosis vaccine: 

cross protecting immunity with T. solium antigens against experimental murine T. 

crassiceps cysticercosis. Parasite Immunology, 12 :687-696. 

94 



Sciutto, E., Morales, J., Martinez, J.J ., Toledo, A, Villalobos, M.N, Cruz, C., 

Meneses, G. , Hernández, M., Díaz, A., Rodarte, L.F., Acero, A , Gevorkian, G., 

Manoutcharian, K., Paniagua, J., Fragoso, G., Fleury, A. Larralde, R. , de Aluja, A. 

and Larralde, C. 2007. Further evaluation of the synthetic peptide vaccine S3Pvac 

agst Taenia solium cysticercosis in pigs in an endemic town of Mexico. 

Parasitology, 134: 129-133. 

Sciutto, E., Rosas, G., Hernandez, M. , Morales, J., Cruz-Revila , C.,Toledo, 

A , Manoutcharian, K., Gevorkian, G., Blancas, A , Acero, G., Hernandez, B., 

Cervantes, J., Bobes, R.J. ,Goldbaum, F. A., Huerta, M., Diaz-Orea, A , Fleury, A., 

de Aluja , A S., Cabrera-Ponce, J. L. , Herrera-Estrella, L., Fragoso, G., Larralde, 

C. 2007. Improvement of the synthetic tri-peptide vaccine (S3Pvac) against 

porcine Taenia solium cysticercosis in search of a more effective, inexpensive and 

manageable vaccine. Vaccine , 25: 1368-1378. 

Stepek, G., Behnke, J . M., Buttle, D. J ., Duce, L. R. 2004. Natural plant 

cysteine proteinases as anthelmintics? Trends Parasitology, 20:322-327. 

Stepek, G., Buttle, D. J ., Duce, 1. R. , Behnke, J . M. 2006. Human 

gastrointestinal nematode infections: are new control methods required? 

International Journal Experimental Pathology, 87:325-341 . 

95 



Stepek, G., Curtis, R H., Kerry, B. R., Shewry, P. R., Clark, S. J., Lowe, A. E. , 

Duce, 1. R , Buttle, D. J., Behnke, J. M. 2007. Nematicidal effects of cysteine 

proteinases against sedentary plant parasitic nematodes. Parasitology, 134:1831-

1838. 

Stepek, G., Lowe, A. E., Buttle D. J. , Duce, 1. R, Behnke, J. M. 2006. In vitro 

and in vivo anthelmintic efficacy of plant cysteine proteinases against the rodent 

gastrointestinal nematode, Trichuris muris. Parasitology, 132:681-689. 

Stepek, G., Lowe, A. E., Buttle, D. J., Duce, 1. R., Behnke, J. M. 2007a. In 

vitro anthelmintic effects of cysteine proteinases from plants against intestinal 

helminths of rodents. Journal Helminthology, 81 :353-360. 

Stepek, G., Lowe, A. E., Buttle, D. J. , Duce, 1. R., Behnke, J. M. 2007b. The 

anthelmintic efficacy of plant-derived cysteine proteinases against the rodent 

gastrointestinal nematode, Heligmosomoides polygyrus, in vivo. Parasitology, 

134:1409-1419. 

Stepek, G., Lowe, A. E., Buttle, D. J., Duce, 1. R., Behnke, J. M. 2007c. 

Anthelmintic action of plant cysteine proteinases against the rodent stomach 

nematode, Protospirura muricola, in vitro and in vivo. Parasitology, 134: 103-112. 

96 



Stoger, E., Vaquero, C. , Torres, E., Sack, M., Nicholson, L., Drossard , J., 

Williams, S., Keen, D., Perrin, Y., Christou, P., Fisher, R 2000. Cereal crops as 

viable production and storage systems for pharmaceutical scFv antibodies. Plant 

Molecular Biology, 42:583-590. 

Streatfield, S. J., Jilka, J. M.,Hood, E. E., Turner, D. D., Bailey, M. R , Mayor, 

J. M., Woodard , S. L., Beifuss, K. , Horn, M. E., Delaney, D. E., Tizard , 1. R , 

Howatd, J. A. 2001 . Plant-based vaccines: unique advantages. Vaccine, 19:2742-

2748. 

Streatfield, J. S. and Howard, J. A. 2003. Plant-based vaccines. International 

Journal Parasitology, 33:479-493. 

Streatfield, S. J. 2006. Mucosal immunization using recombinant plant-based 

oral vaccines. Methods, 38:150-157. 

Tacket, C. O. 2005. Plant-derived vaccines against diarrheal diseases. 

Vaccine. 23:1866-1869. 

Thanavala, Y., Yang, Y. F., Lyons, P., Mason, H. S., Arntzen, C. 1995. 

Immunogenicity of transgenic plant-derived hepatitis B surface antigen. 

Proceeding National Academy Science. USA, 92:3358-3361 . 

97 



Toledo, A., Larralde, C., Fragoso, G., Gevorkian, G., Manoutcharian, K., 

Hernández, M., Acero, G. , Rosas, G., Lopez-Casillas, F., Garfias-Kubli, C., 

Vázquez, R., Terrazas, 1. and Sciutto, E. 1999. Towards a Taenia solium 

cysticercosis vaccine: An epitope shared by Taenia crassiceps and Taenia solium 

protects mice against experimental cysticercosis. Infection & Immunify, 67:2522-

2530. 

Toledo, A., Fragoso, G., Rosas, G., Hernández, M. , Gevorkian, G., López

Casillas, F., Hernández, B., Acero, G., Huerta, M., Larralde, C. and Sciutto, E. 

2001 . Two epitopes shared by Taenia crassiceps and Taenia solium confer 

protection against murine T. crassiceps cysticercosis along with a prominent T1 

response. Infection & Immunity, 69: 1766-1773. 

Tomes, D. T., Ross, M. C., Songstad, D. D. 1995. Direct DNA transfer into 

intact plant cells via microprojectile bombardment. In: Plant Cell Tissue and Organ 

Culture. Fundamental Methods, Springer Lab Manual. Springer-Verlang Berlín . 

Tripathi, S., Suzuki. J., Gonzalves, D. 2007. Development of genetically 

engineered resistan! papaya for papaya ringspot virus in a timely manner: a 

comprehensive and successful approach. Methods Molecular Biology, 354:197-

240. 

98 



Tuboly, T. Yu, W., Bailey, A., Degrandis, S., Du, S., Erickson, L. , Nagy, E. 

2000. Immunogenicity of porcine transmissible gastroenteritis virus spike protein 

expressed in plants. Vaccine, 18:2023-2028. 

Valdez, F., Hernandez, M. , Govezensky, T., Fragoso, G. , Sciutto, E. 1994. 

Immunization against Taenia crassiceps cysticercosis: identification of the most 

promising antigens in the induction of protective immunity. Journal Parasitology 

80:931 -936. 

Van Kampen, V., Merget, R. , Bruning, T. 2005. Occupational allergies to 

papain. Pneumologie, 59:405-410. 

Villagran, J . and Olvera, J. E. 1988. Cisticercosis Humana: Estudio clínico y 

Patológico de 481 casos de autopsia. Patología, 26: 149-156. 

Wakui, C., Akiyama, H., Watanabe, T., Fitch, M. M. , Uchikawa, S., Ki , M., 

Takahashi, K., Chiba, R. , Fujii, A , Hino, A , Maitani, T. 2004. A histochemical 

method using a substrate of beta-glucuronidase for detection of genetically 

modified papaya. Shokuhin Eiseigaku Zasshi, 45:19-24. 

Walmsley, A M., Arnlzen, C. J . 2000. Plants for delivery of edible vaccines. 

Current Opinion Biotechnology, 11 : 126-129. 

99 



Wang, Q. M., Sun, S. H., Hu, Z. L. , Wu, D. , Wang, Z. C. 2003. Immune 

response and protection elicited by DNA immunization against Taenia 

cysticercosis. Vaccine, 21 :1672-1680. 

Wei , F. and Ming, R. A. 2008. A fruitful outcome to the papaya genome 

project. Genome Biology, 9:227. 

Ye, C. M., Wei, X. D., Chen, D. H., Lan, C. Y., Zhu, L. M. 2003. Analyses of 

virus resistance and transgenes for transgenic papaya. Yi Chuan, 25:181 -184. 

Zhang, H. , Liu , M., Li, Y., Zhao, Y., He, H. , Yang, G., Zheng, C. 2010. Oral 

immunogenicity and protective efficacy in mi ce of a carrot-derived vaccine 

candidate expressing UreB subunit against Helicobacter pylori. Protein Expression 

& Purificatíon, 69:127-131 

100 



XIV. ARTíCULO PUBLICADO DERIVADO DEL TRABAJO DE TESIS 

.:. Hernández M, Cabrera-Ponce, J. L., Fragoso, G., López-easillas, F., Guevara-

García, A., Rosas, G., León-Ramírez, e ., Juárez, P., Sánchez-García, G. , 

Cervantes, J., Acero, G., Toledo, A., Cruz, e ., Bojalil, R., Herrera-Estrella, L., 

Sciutto, E. 2007. A new highly effective anticysticercosis vaccine expressed in 

transgenic papaya. Vaccine . 25:4252-4260. 

101 



Available online at www.sciena!diretl.com 
.-" 
-.;' ScienceDirect \-laccina 

V 
ELSEVIER Y.ticcirIf 2S (2007) 4252-4260 

A new highly effective anticysticercosis vaccine 
expressed in transgenic papaya 

Marisela Hernández', José Luis Cabrera-Ponee b, Gladis Fragoso', Fernando L6pez-Casillasc, 
Arturo Guevara-García d, Gabriela Rosase, Claudia León-Ramírez b, Patricia Juárezc, 

Guadalupe Sánchez-García b, Jaquelynne Cervantes', Gonzalo Acero', Andrea Toledo'_ 
Cannen Cruz', Rafael Bojalil l, Luis Herrera-Estrella b.g .•• , Edda Sciutto'" 

• /,"(itllto tk Im'tSfigacio/ttS BiOflfMICOJ, UlIÍI"nidod NacioNII .... &IoJlll1 d.t Mtmo, U/neo, D.F. fJ.mo, Mbiro 
" Ctlllrodt ¡mol/gadones y ck &",, /O$ AWIII~ , UNdDd lrapwto, lrapuato, GlltJJlaj/lilJo, MlOco 

< ltU1itutodt FiJiologfo Ctlldar, Uttn'tnidod NQcioMl AlIt61tOfft/J dt MixióJ, Mhko, D.F. (}·1510, MI;rfco 
• l11Jti1Utotk Biottmologfa, U"úwsithJ NacioltDi A/6dllO.rN/J de Mixito, CMtma~'(U'(I. Morelos6217l, Mlxko 

• FOCIIltaddt Miditino, Uniw"idod Aur6tlOlllG lid Esrodo tk Mordo., CUMUlIOCn, Moftws, MlxictJ 
, lnstilldo NQC'ÚmQl de CanJiqlogÚl Ignacio CMrtt UlliYmWd AutÓMIIfIl Metropoliklna·XocJ¡imitoo, Mi.rico, D,F. 04960, Mtrko 

• ldJofOlorio NadoMi tk GtIl6tttiuJ pata la Biodirmidod. lroputl/o, GUilIWjualO, Mbico 

Reoe¡' .. t.:I j Da.'fflber 2006; rcct.imI iD rev~ (orm 20 f'ebnlaty 2001; acupled 23 Ftbruary 2007 
A ... ai1ablc callne 16 Mllttb 2001 

Tbt l15toflr:msgcnic plants as Iltl\\' antlgen-delivery s)'srems for 5ubunit v:lcc i ~ s has becn increasinsly ('xplored. We herein repon progress 
tOYo'aN 1 papa)'a-based vaccine against ,)'sticercosls. Synthetic peptkles ( ~ETcl, KETc12, KET(1) weresucctSlfully e.\pressW In 19dilferent 
trlllSgenk p:¡paya clones and fouoo 10 be immunogenk. Complete prmection against cyitlcercosis was induced with the soluble eltr.K1 oC 
!he clooes Ibat exp«!ssed the hlgher Ievels of lranscripts in up 10 m: of lhe ímmunized mke. Trus study represenlS I ~ey Slep t(M'uds !he 
de\'elopmenl of. more etrecUvt. ,ustainaMe and :lffordable oral subonit voctlne against hum:!n and pig cystk:ercosls. 
02007 Bsevler Lid. AH rights resened. 

l. lnlmduction 

Cysliceroosis due lo TlWn;a solium occurs worldwide, fre· 
quently and se\'erely aO'ecling human health, pankularly in 
underdevelopedLatin American,Asianand Afocan countries 
[1 .2]. Vaccinalioo is considered a promising biotechnologica1 
¡nten'ention lo control lhis infeclious disease because of!he 
essenti:d role of pigs in the p3Tasite's life-qcle. Vaccinalion 

AbIJmojalimu: S3P\1IC, syalklk anlkyslicm:osis \XdDt: EmpCL. 
~ papaya cdl Ilne: ETg¡í:', tmllfyo¡enic lranspi; papaya 
cklne; Kml, bn.vnyc:in resi5lab.""t se .. ; ~ )'g l. h~ ' gromkin ~ ~ 

6 ComspotdiIlJ aulhor. Td,: +52 SS 56223IS3: fax: +52 5j 56223369. 
.. Com:sp¡Mkting auttKr. Tel,: +52 462 6239600; fax: +52 462 6lli849. 

f·moil oddtrsw: Ihtrrelll@ira.cin','tSlaVJlll(L. Hemra-Esudta). 
edlbl'lCOida.unarn..mx (E. SciUllo). 

0264410X/$- lee fron t m3l.k'r e 2007 Eke\'ier lId. Al! riGtut~ . 

doi: IO.lOIUj. \-aociAe,2007 .02.080 

of lile pxcine hOSI could reduce or elimiR.3te lraosmission 
lo humans, thus lowering lhe environmenlal contaminanon 
with 1. soIium eggs and diminishing lhe impacl of trarnmis
sion and disease. Thus, it is urgenl 10 develop an efftctive 
and inexpensive vaccine and deJivery str:Jtegy 10 fight ag3.inst 
cysticercosis. particularly in too large popuhttion ofthe most 
impoverisbed coun tries where the di sease is endemic. Var
ious whole (1" subunit vaccine ¡;andidaLes with promising 
protecti\'e effects against porcine cysticercosis ha\'e been 
reported. bul loor efTcct ivencss has been generaUy assessed 
in experimental ralher Ihan in complex field conditions 
[3-10]. R~nlly . a porcine-cysticeroosis \'accine was dt'm:l· 
oped. base<! on three synlhelic-peplides (S3 Pvoc) (KETcJ . 
KETcl2 and (GK I) KETc7 01 12. 8 ,txl t8 .mino ,deis. 
respecLively), originally idenlified in 1. crrusiaps [9, lO). 
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Its protccli\'c capacity was dcmonstrnted (50% reduction 
in pre\'JIence levets and 98% reducüon of infection ¡nten
sity) in piglets under endemic ftc ld conditions. Le .. exposed 
10 !he natuml infectioo "",ssure [11 ,12). Moreover. S3Pvac 
immunization uf previoosly infected pigs reduced l:ysticer
tUS \'iability, lUld exhibited additional thempeutic properties 
(13]. Thus, S3Pvac represents a poweñul me:lnS of control
ling cysricercosis infection. Nevertheless, sorne aspects of 
trus vaccine could still be improved foc an effective. rultion
wide vaccination program: its high COSI, considering thal 
the vaccine is largelcd ror animals that beloog lO a low 
inconle populalion, and the nt~dle requiremenl or this and 
other eurrently available \'OCcine candidates mates 'l'1lCCire 

application difficulL An oml \'accine expressed in transgenic 
plíUlts could cope wilh both IimilalioLlS. Plants can be a 
massively produced. inexpensÍ\-e source of nntigens, and an 
ideal syslem for oral delimy in Ihe fonn of tul edible V3C

cine. In the case of eysticeroosis. oral vaccination seems lo 
be un optimal choice for pigs and human vaccination since 
bolh acquire the cyslicerci by ingeslion of r solium eggs. 
Thus, a local irnmWlc response coold avoid pamsile entrance 
through Ihe gUL 30d the elicited systemic inununity could 
destroy tbe p3faSiles thal managed lo elude mucosa! defenses 
(14.15). 

To explore on ways lO lower \'accine pri.).1uction COSIS 
and to approoch an oral vaccine, we chose lo tronsfonn an 
embryogenic papaya cellline, because it is easily amenable 
fO! genetic ttansrormalion and because it can be propa~ 
galed in low-cost cell cultures syslems. The use of cell 
cultures 3\'oids non-desirable environmental effecls due 10 
lbe release of trnnsgcnic plllnls inlo !he environmcnl, and 
embryogenic paJXIya eallus can be ealen eaw with additional 
side-benefils considering ils irnmunornodubtory properties 
[16). 

We herein describe lhe use of transgenic emhryogcnic 
. papaya clones as a new subuni t vaccine delivety syslem 

whieh is effeclive in protecting miee against intr:lperiloneal 
challenge wilh cysticerci oC Tae,lia crassiceps. a widely 
used experimental infecüon in studying di\'erse aspects of 
metocestode infeclions (6,9,10]. Oue results encoumge fur ~ 

ttrr invcsligation into this ocw Mligcn dclivcry syslem as AA 
ornI ''3Ccine in roiee and agains! TlJenia soliwn cysticercosis 
in lhe relevnnt hosts. 

2. Materlais and .tetbods 

2./. Plan/lIUI1erial 

Seed, of papaya (Carica papa)'a l.) <Macadol Tabasco" 
were oblainoo from lNIFAP (Instiluto NaciofUll en investi
gaciones Forestales Agrícolas y Pocuarim) Tabasro campus. 
Irnmature fruits were used as source ofzygotk embryos for 
embl)'ogcnic papaya eells line (EmpCL) induction and prop-
3gtltion was peñormed according 10 Cabrera-Ponce el al. 
(17). 

2.2. Sequenu modifica rions 

In order lo increase Ihe trnnslalionnl effieiency of!he pep
lides in planl cells. KETcl and KETcl2 sequcnces were 
oplimized in lhe ANNATGGCUNN contexl around lhe starl 
ATO codoo (where N com,sponds to any nucieotide). Under 
lhis contexto the KETcl amino acid scquence remained as 
!he mginal reponed (APMSTPSATSVR). fu KETcl2 and 
OOditiooal OCf Ihat codilies fO! an alanine wns insertedtlfler 
the ATO codon yielding !he KETcl2 sequence as AGNL· 
lLSCL.ln nddition. lo inerease!he pcplidc sizennd racilit.1tc 
theirc\'enluru idenlificalion ti six ruslkline lail (5' GATCCf
CAATGOTOATOGTOATO 3') was also included ,t the 3' 
cod. 

This required the aligllmcol of Ihe synlheüc primers for 
KETe! (forwnrd: 5' ATO AAITCA CAA TGG CTC CAA 
TGT CTA CAC CAT COG CTA CAT CGG TI 3') and 
(revers<: 5' ATG GAT CCT CCA TOG TGA TGG TGA TGG 
TGC CGA ACe GAT GTA GCC OA 3'). alld for KETcl2 
(forward: 5' ATG AAT TCA CAA TGG CTG GCA ACC 
TCT TAT TGA GIT GTI TGC A 3') and (reverse: 5' ATG 
OATCCTCAATGGTOATOGTGATGGTGCAAACAA 
ere AATl') resulting in the KETcI .6Hisand KETcl 2.6His 
sequences. respectl\'ely, Ifl bothcases. primers weredesigned 
10 h3\'e an Eco RJ reslriclion sile al !he 5' end nnd a &un HI 
(t$fricljon sile al the 3' end. Complemcntary ONA was syn
thesized wilh Klenow (frorn EJchfricllia eoli, Roche) . The 
KETe7 cDNA contained the oplimal sequences oftmnslalion 
initiation lU'"ound the stan ATO recovered [rom too pTc-sp7 
comlruclion containing lhe bel3glyc.1n signal peplide (18), 

2.3. Clo/ling of KETcI.GHis. KETcJ2.6His l1Iui KETc7 
¡lito rhe plan' transformatioll rWor 

The KETcI.6Hi, and KETc12.6His sequences were 
c10ned inlO pBluescript veclor (Stralngen, West CedarCreek. 
TX), al !he EcoRUBamHI sites. and the conslructioos werc 
sequeoced lo verify Ihe correet ORF (open reading frame). 
Therealler, \he illserts were subcloned ¡nlo Ihe EcoRl/BamHI 
of lhe constilUli\'e planl expres."ion veclor pUl 235-5.1 
behind!he CAMV35·35S promotcr [19). This vcela con· 
tains !he kanamycin resistance gene (KmR). Tbe resulting 
=Ion conmine<! a 79bp and 70bp fragment, correspond· 
¡og 10 KETcl.6His and KETc1 2.6His peptides respectively. 
The 446bp cDNA sequence or KETc7 was then sub
don«! into pUl 235-5.1 at the BamHVSlII1 ,ite (Fig. lA). 
The correel ORFs of lhe constructiOlu were ronfinned by 
sequencing. 

2.4. Genetic transfOrma/ion 

EmpCLallhe globu lar slage was co-Irnnsformed using the 
panicle bombardment system (17.20] with the pWRGI5 15 
plasmid conmining GUS-A (p-glucoronidase reponer gene) 
and lhe hygromicin resislaoce gene (HygR) (211 and wilh 
lhe pUl 235-5. 1 vector conL1ining Ihe KETcl.6His or 
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(A) PeR Prma" desi¡Jl 

.-, ..... -E~~ : 35i35§J 

RT. PeR F"MIer delign 

-, -"""*' -ICOMVl5-35S¡ 
Prim .. 4 -

(B) 

NPT -11 (Kan 11 r) 

3' NOS 

Insert 

Insert 

pUI23S-S.1 
8MOpb 

-, -
-, -
,."" , -
""'" , -

KETcUHit- I53bp 
KETct2-1<l5bp 

KETc7-544bp 

KETct .5th-eobp 
KET' 12,.e; H.s - 56 bp 

KETc7 - 294 bp 

Fil_ 1. (A) Design of rrimen. ustd in PCR aod RT..J'CR fer tbt dtte.."I.ion of tbc 1Jan5¡t1C íll ET@'PC.(1I)Scbemlk:dia¡rnmofgeneC'OMttUCb. 

KETc1 2.6His or KETc7 insert and lhe kanamycin resis
tance gene (KmR). Embl)'ogenic transgmic papaya clones 
(ETgpC) were selected by lheir properties lO be HygR and 

KmJt • and were named occording lo ¡he identified progressive 
e-Ione, addingan ¡nitia! p rOl' papaya e.g. pKETc721 _ 

2.5. TtaJui,ol)' arld stablt fJ·glucuronidast e:cprt.ssion 

Expression W3S detecled by iocubaling a sample oC each 
ETgpC in 200 .,,1 of GUS stai ning buffer (lOO mM sodium 
phosphat,. pH 7.0. ImM 5·bromo-4-<hloro-3-U>dolyl·~· 

o-glucurooide. O.5mM potassium femx:yanide. IOmM 
Na2EOTA pH 8.0. and 0.1% Trilon X-lOO) flX l h al room 
lCmperallJte. 

2.6. PCR and RT·PCR mudysts 

The presence of lhe KETcl.6His or KETcl 2.6His or 
KETc7 transgen in the ETgpC were delecled by PCR using 
genomic DNA isolated wilh DNeasy Plant Mini kit (Qiagen, 
Vruencia. CA). The follcming primers were employed: for
ward LHE-1700 (5' GGA TGA CGC ACA ATC CCA CTA 
T 3') from -84 bp of the CAMV 35·)5S promoter for Ihe 
KETcl.6His. KEITcl2.6His and KETc7. the re\'erse primer 
LHE-l7l! (5' GATCCTCAA TGG TGA TGG TGA TG 3') 
bnsedoothe si.'t histidinetail al me3' end ofKETcJ .6Hisand 
KETc12.6His (yielding the products or 163bp and l54pb, 
respedively). and the A05 reverse primer (5' CfA AAG ATI 
CTT CTf ATC TIC TGG TIC CAT 3') fO! me deled;OO of 
KETc7. y;,ldmg Ihe product of 544 pb (Fil!. 2A). The PCR 
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(A) KETc1 /<ETc7 KETc12 

.KJ 3, 9, !Ollpllp Kll 6, " 

(S) 

(e) 3 • 
~2.5 ~5 

~ z 
lE 2 té • 'El.! 
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Il .. • SU :! , 

~ 
, 

;:: r " , !:! 2 I! 1-

tO.5 !:! !:! ., 
'" " 

o o , • " 12 21 23 • 
pKETc clone. 

FiJ.2. ArWyt.ilot ETrpC ~ · .. ~ liIed the prtSl!nceoflbe ID.: I.6His. KETcl ud KEfc l2.6His trII.IlSgtllt'S byPCR (A) and RT-PCR t:ilhr Y!Dedooes (8), 
larK'S a; VIII MW OIafUr, b: plJI23.S-5.1 ~ec:lt. ,,'illPul i_l, C': f~ 11: pUl2J.S.5.1 Ytc10f wltb KETf l .6His <JI' KIT..:7 •• KETcl 2.6His peptide. e. 
f: KETcl.6Hh or KETcl Of KETc12,6lflS ETgpC. (e) RmI·ume quantitatn'e Kf·PCR o( KE'Tc1.6His Of KETcl26His Of KET .. 7 corRnI iD ETlJlC. ~ 

UlnSt'rlptt orme iftl.Ücatrdc!ones were qualllificd and nmnaliud 10 papar.IM rRNA nprnslon. L U. ate pIOIlC'<J, 

reaction was prep3!ed with Pliltinum Tae¡ Polymernse (lm'it
rogen, Carlsbad, CA). Theamplified prodocls were analyzed 
00 2% (w/v) agarose gels . The lranscriplion of lhe Irans
genes was iUla1yzed by RT-PCR specific fOl' each transcripts 
in the ETgpC, lotal RNA extraction was perforn'led from 
IOOmg using Trizol (Invitrogen, Carlsbad. CA) following 
lile protocol previously described [22]. RL'Vme ttanscrip-
tioo was performed using the Coll(J\,ljing spccific primeTS. COI' 
KETc 1.6His: forw"" 5' ATG GerCCA ATG TAe AC J' and 
reY"'" 5' GGA Tce TeA ATG GTG J'): for KETc\ 2.6His: 
forward 5' ATG GCT GGC AAC ere TT 3' eod !he rev""," 
previously described fOf KETcl.6His; and ror KETc7: foro 
waro 5' AGA TCA cec GGG AAT Te 3' and me reverse 
A05 &.-scribed aboYe. The reaction was pcrfonncd rOl' I h 
al 50°C in 50 ~I final reactioll volume containing 5 .... g tOlal 
RNA, 20 ng of specific primers, n mixture of dNTPs (10 mM 
eac:h), IOrnM DlT, and 200 units of M·MLV revc~ ImIl· 

scriptase (lnvitrogen, Cllflsbad. CA). The amplified products 
were analyzed on 2% (w/v) agarose 8els. As control of spe· 
cific amplificalion the rnRNA rrom EmpCL was iocludcd. 

2.7. Real time qlla,ltirati\'t RT·PCR 

ETgpC in which lhe presence of the peprides wns con· 
finned by PCR. and RT·PCR were further .. a\yzed by real 
lilre quantilative RT-PCR usiog cONA of each ETgpC. 
RNA of EmpCL was used as 3. negative control. cDNA 
WlIS synlhesiz.ed from IOv.g of 100al RNA purified using 
Trizol (lnvitrogen. Catlsbad. CA). as described by standard 
f'Cnne lranscription condilions. Thc specific pairsof primees 
,sed .~re . for KETc7 (forward 5' CTTATCCGACCGGTG
GTe 3' and re""" 5' GGTGCTGAAGCCTGGCTGTA 
3') and {he ISS rRNA papaya was uscd as control (for
v,'aCd: 5' CCACGGGTCGTGAACITcrr y and revcrse: 
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5' TCCTCTGTATTACCGCGGCf 3'). Fo, KETc 1.6Hi, and 
KETc12 .6 His. il was used Ihe same pairs of primers 
empbyed for RT-PCR. Real time RT-PCR was perfonned 
using quanlitec S YBR Green PCR Kit (Qiagen, Valencia. 
CA) in a fina l volume of 25 ¡.1.1 mixture cOIllaining I ¡.LI of 
cONA of each sample lestro and 20pmols of each set of 
specific prirnm. Standard ('un'es wcre gcnerated by using 
serially diluted papa)'1l18S rRNA as standard control sam
pie. and the input amounts of unkno\lo11 test samples were 
calcul!lled using Ihcse sUlndard cur\'es. Finally. the cxprcs
sion level of cach transgcnc wns normalizcd with rcspcct 10 
!he exprcssion level of lhe papaya 18S rRNA. Results were 
cxpresSl!d as a.u. of trnnsgcnclribosomal gt>nc transcription. 

2.8. Prot,;" affllction 

Soluble ex trael frolll ETgpC (5 g) alld EmpCl were pow
dered in liquid nitrogen and homogenized in exlrnction buffer 
(pBS pH 7.4, 50 mM .,.!ium ,,",o,b.1le, 1 mM EDTA pH 
8.0, 0 .2~ Triloo X· IOO and lO ¡.I.lIml of protease inrubitor 
to His-lag protein (Sigma, Sl Louis, MI» and cenlrifuged 
at 21 320 x g nI 4 oC for 20min lo remove insoluble debris. 
The supem.1lant was collected, and Ihe prolein concentrntion 
was determined by Lowry [23]. 

2.9. Detretio" oflrDlIsgenic " combinDII1 peptidl'5 

ElISA W3S employed lo deleel lhe recombinant peptides 
in soluble extracls of the ETgpC using MaxiSorp 96-ll'ell 
pIoles (Nalgen- Nunc. Rochester. NY) coaled O\'emight 31 
4°C ~..¡th soluble extrncts from each ETgpC al IO~m l in 
carbonate buffered s.1.Iine and using Ant i-His (C Tenn) HRP 
(In"itrogtn. Carlsbad. CA). specific anlibodies agoinst cys
¡icereal muigens or specific anlibodies againstlhe respective 
peplides [lO.IIJ . 

1./0. Mire 

BALB/cAnN female mice(n = 10 per experimental group) 
bred and kepl in our animal facil ities were used ror "oc
cine trials. The experiments reported herein were conducled 
according lO me principies set forth in the Guide (01' the 
Use of Laboratory Aninuls. Institule of LaboralOr)' Ani
mal Resources. National Research Council. Washington. OC. 
1996. Theexperimental protocols were approved by the Ani
mal Care Commiltee of !he Universily and folJowing too 
Guide fO! Care atld Use of Experimental Animals. 

2.11. ImmulI;lJIticms 

The irrununogenicity of the re4.:ombinant KETcl .6His. 
KETcl2.6His aOO KETc7 jlCptides expressed in transgenic 
callus were testcd by with a tOlal extraet of each on the 
differenl clones generated. Group oí" lOma .... 'ere subculn
ooously immunized with doses of200 or 1000 ~g oí ETgpC 

and EmpCL in 200 ~ I withoul adjuVMI. One booster immu
nizatioo was applied 15 days later. Mice were bled 10 days 
arler!he lasl irnmunization and challenged with cysticerci as 
described below. 

2. / Z. /mmunoh;stoc/temistr)' 

Par.úftn sections of T. crassiceps cysticerci, free of 
hasl prolein, [I 8J :lI1d ñxed in 4% paraformaldehyde 
for 10min were used to detect the presence of specific 
antibodies in mice immunized with ETgpC. Endogenoos 
peroxidase aclivity was inhibited usíng 3% H2Ch solu
lion in PBS for !Omin. lnununodcleetion was perfonned 
wilh lhe HISTOMOUSE'''SP kil (Zymed, Ca,I"", Cron. 
CA). following the kil manufac turers' instruclions. Sec
tians were incubated with sera from un-i.mmunized mice 
(negati,'e control), cysticercotic mice (positive control) or 
sera from miee immunized with extracts from ETgpC and 
EmpCL in 1% BSA-PBS. Anlibody binding was visu
alized Wilh st.reptoavidine-peroxidase melhod with OAB 
(3'3-diaminobencidine. Zyrned, C.1rlton Court. CA) as sub
strate. AH slides were counterslaioed with hemaloxylin from 
too same Kit, mounled with the HISTOMOUSE™SP kit and 
vísualized with llJ1 Oplical microscope using !he MetaMttph 
Imaging S)'s\Cm 4.5 software. 

2.1 J. Pams;te alld infet.1iollS 

For infections, T. cmssiceps ORF cysticerci were har
\'ested from the pcritoneal cavity of roiee, 1-3 months aftcr 
inoculalion oí 10 c)'sticcrci per mouse as describcd (24). Ten 
da)'! after the last immunization. mice were intraperii.onealy 
infecled with 10 sma.1I (2 mm in diameter), non-budding cys
licerci ofI cmssiceps in 0.5 mi ofPBS. Mice were sacriliced 
40 days after ¡nfeetion and the cysts inside their periloneal 
cavity were harvesled and coonted as previously reporte<! 
[24J. 

Effect of vaccination was evaluated by the mean number 
of cysticerci retQ\'ered and lhe percentage oflotally protecled 
mice. 

2. /4. Stntisticol lmalysis 

Sta.uslical comparison of individual paf'dsite intensiües 
between groups was pcrfooned by the Krusk.al-Wa1lis non· 
parametric analysis of "nrianee ANOVA test Data were 
cunsidi.'fedslnlistically signiflCrult al P.::: 0.05. The percenl of 
mice totally prolccled were compnred by Fisber's eucl test. 

3. Resulls 

J. /. Producrion alld selecrio/I of emb(yogtnic tmll.sge/lic 
papaya clones 

EmpCl ",ere co--transfooned by biobalistic using lhe 
pWRGIll5 plasmid J21]. ond !he gene cooslnlcIS in pUl 

106 



M. HundNJet tI al I Vocdnr 15 (2007) 4252-f26() '25' 

235-5.1 conlaininglbe KETcl.6His, KETcl2.6His or KETc7 
coding ""Iuences (Fig. 1 A). For1y one ETgpC were obl.'lined 
all of thcm wilh stablc ~-glu c uroni dasc 3ClivilY and Wete 

isolal.d and propagated ror furlh<r :maiysi •. The transgene 
(KETcI.6His. KETcl2.6His and KETc7) and ilseXpression 
was confinned in 19 ETgpC by PCR and RT-PCR, respec
li"ely, 15 '"OfTeSjlOooing 10 KITc J .6Hi'.IWO lo KETc 12.6His 
and lwo loKETc7 as shown in Pig. 2(1anee, 1). Pig. 2A shows 
lhe :unplilicruion of ¡he products of ex~ted sizes 3CCOrding 
lo lhe posili,.controls (KETc l. 6His (163 bp). KETc 12. 6His 
(154 bp) and KETc7 (544 bp). Fig. 2A lane d). lbese prod
uets were neilher present in the pUl 235 5.1 veclor (lane b) 
nor in lhe EmpCL (l.'\Jles e). The IranscriplS or the Irnnsgenes 
were ,,~Iuated by RT-PCR (Pig. 2B). The .mpty veclor and 
EmpCL (Iane b and e) were used as negative controls. Nine
teen clones produced the transcriPI of expecled sizes, sorne 
illuslraled in Fig. 2B (Ianes e, f). 

3.2 .. Transcripl tstimalioll level 

Real time RT-PCR was employed toeslimate Ihe transcript 
peplide level of lhe diff.renlITgpC_ As shown in Pig. 2C, 
the highest level of expression was obtained in pKEfc7n. 
pKETc 1 2,_ pKETcl1l and pKETcl, clones. No signai was 
obtained from. EmpeL. 

3.3. Alllibody inJuctioll by immUf,i;ptiOl' witli ITgpC 

Antibodies induced by immunil.alion wilh ETgpC were 
dctccted by immunohislochemiSlfY. This rncthod was 
empkJyed because of its high sensilivily 10 detect lhe pres
ence and abundance of the respective proli!ins in their nao'oe 
conformalion. Specifie Abs induced by immunization witb 
ETgpC show tlut sil peptides were delecled in T. L'msJi-

Unlreated 

Sera ITom miee 

Infected with 

T. crasslceps 

Wild type 

papaya 

rrps , lides (Pig. 3). KETcl2 was c1ear1y identified in !he 
parenchyma (Fig. JO. J) while KETc 1 was only ci<~ecled in 
the legumcnt (fig. 3F, L). KETc7 was re\'calcd in me legu
menl nnd Iightly in lhe parenchym, (Fig. 3E, K). $ero fmm 
saline (Pig. 3A. G) or EmpCL immunized mice (Pig_ lC, 
lare 1) showed no or a slighl reac:lion on cyslicercus slides., 
respectively. No specifie 3ntitxxJies were d ~lec l ed using 
ELISA or Westem blol Only!he p,KETcl9 clone was sig
nificanlly recognized by lhe anlibody Anli-His (C-Tenn) 
HRP Onvilrogen. Carlsbad CA), which recognizes !he sc, 
His-tail. 

3.4. High protecrive rapacity 01 sorne F:TgpC againsl 
nlllri,ll C)'srirerroJis 

Thc cffeel of lhe s.c. immunizalion of mice with soluble 
extrael of IWO ETgpC. that express KETc?, 011 two differenl 
doses is shown in rabie J. As can be seen, pKETc723 
significantly reduced the expecled parasile load and me 
pcrccnlage of lotnlly prolcclcd mice. more efficiently al lhe 
lower protein dose (200 ~g of soluble exlmel proteins per 
mouse). No significan! effects were delected in pKETc721 
immunized mice. The lower protein dose was used lo 
evaluale Ihe remaining ETgpC. Table 2 shows Ih31 6 out of 
15 differenl ETgpC Ibal expressed KETcI .6 His prOlecled 
against murine cysticeroosis reducing signilicantly the numo 
ber of parasiles and indueing lotal proteclion in 70 lo 9()qf¡ 

of immunízed mice. four ETgpC signific3nlly reduccd the 
p.1f3sile load nnd five did nol induce signilicanl pnxoclion. 
The pKETc12, and pKETcl2, ETgpC, expressing !he 
KETe 12.6His peptide, induced almost complete pCOlection. 
The ET gpC that induced lhe highest level of proleclion 
exhibiled also lhe highest levels of the respective lranscript 
acrording ID lhe real-time RT-PCR (Hg. 2C). Inl.restingly, 

Sera from mice immunized wilh 

Transgenic clones 

pKETc12, pKETC721 p,KETc1, 

Fig. 3. ImmllllOhWocbemistry lo detecl sptci!lc aolibodin. SectiOMOr611J11 oC T. ctrJSJicrps ti_ ""ere processed lUId inculxlk.-d witb 5(f"l 1roro untrtalCd 
mke (A. G). 00111 T. M1U¡(tp$-itú~ mice (B. H) and 1I00I mi« irMIuniltd \!o'ilh ETgpC (B-f atId H-L). KETc7 Vi» dclet1td iD lej;vment (T) lUId 
¡unch)"ma (P). "'hile KETcl .6Hi¡ W"40111y Ikk.'ckd in lqJ:V I ~ftI nod KETc12.6His in pill"uch)'ma. Ma¡uirK"aliou: x 10 (A-f) aod x40(G-L). 
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M. Htf'ltátukz tt dL I \ ~t 15 (1007) 4 252 ~ 160 

T""" 
[lfttlh"c prou.'\:tion induF;e;Iby subcutnnoou5 immWlililliOlwilh ETWC lhaI ~ KETt7 

Pum.tage oCTpM 

UnimruunUcu 1. 56. 135. 153.203, 224. 245' 153j62.s-22S.4] 11' 

hamunin-d with: 

200 JlJImouse 
EmpCL 
pKl:!Tc7:1 

PKl:"t723 

1000 ..,pmoos< 
EmpCL 
pKETc721 

pKETc723 

0, 1. 3, 10, 13,25.46, 54.1J4b 

o, 0, 0, 0, o. 1, 1, 63.116, 2O'i' 
0, 0, O, O. 0, O,O.I.J, ll6ff 

0, O, 3, 16.60, 38. 9j. 151, 417"~ 
0.O,O.I,2.3. 4 .4. " ~ 

0, 0, O. 0, 0, 2.8.73.2" 1. ui''' 

13 [0.96-58.2[ 
01- 17.7- 1071 
0{-9.2-24.S[ 

6O [-9.7-19o'.2J 
2[-5.2-19.21 
1 [-15.3-I29.9J 

". 
, 11' 

6" 
2r 
J' 

lIf 
C)skc1ci ...... efe r«m·ertd 4ü days .rlrr r hullcn,!C- T pM {1OtILIy JWk.""'ClCd mke): nurnbtr or mke bearinl zeroeYlliccrd diviOCd by thc number or rmcc IesICd in 
!be .!ltIIJp x 100. Data1abel<,\! with lbe' MIne )eurr ¡n noI si¡lIifb:8IIt1y d i rr~n l rromeadlothcr, .... ·henas those ..... ithdifft'renl. supet"X'fipl kltcn ll'l' siplificanlly 
difltf'CIll (p <o.OSJ. CompariMlllli wt're done- bc1wet'noolumlll. Tht.> d:aa ate tef'ft1l:'1ll;M't el 1 .... -0 indrptndelt t'xptrlmenlS. 

immuni zation wilh EmpCLsif! nificrultly reduced thepar3Sile 
103d albeit 10 a lesser extcnt than me protecti\'e ETgpC, 
HO\\·e\'er. no significanl eITect 00 the percentage or lotally 
prttected mice was delocted. No adverse effecl on IOOUse 
appearance or behavior was observed in mice immunized 
with lhe EmpCL or with each of the ETgpC tested. 

In Ihis sludy. ETgpC expressing the proleclive peptides 
oC the S3Pvac vaccine againsl cysticercosis were produced. 

T¡bIe 2 

improving their irnmunogenic properties. Papaya pcoved to 
be a userul syslem for Ihis purpose. ETgpC clones ""'ere oon
sidered stable since Ihe respeclive inserts were maintained 
according 10 the specific PCR :lOO RT-PCR Bmplificalion roo
I¡nely obtained and considering Ihe consistent higher levels 
of praection induced againsl murine cyst ice ~is compared 
wi!b embryogenic papayacellline, 

S.c. immunizalion agllinsllhe murinecyslicercosis model 
was used as a screening slralegy lo identify !be most promis
ing Ff ~ pC . lntereslingly. a rellUldable proteclive capacity 
was induced hy mesl of lhe ETgpC: lO 001 of 15 lhat 
txpress the peplide KETcl .6His. lhe two of KETcl 2.6His 

[lfecIÍ\t: prú&C'CUon iOO.rtd by 5IIbl-u1illlt'UlIS irnmunir.!.li08 .. ·¡Lb ETIJlC ¡}gt upre;ss KETc I.6His and KET, 12.6Hi! pt'pIi\k1 

Indh'WullJ numbet of C)'$ticuci Median { 9j~ , confidmce limlu: I Perteatlp orT pM 

Uaimmurull'tf 26. 19. 31, 34, 39. 121, 139,7,93' 34 (19 . .H5.3J 11' 
InInuDir.ed with: 

Em¡-CL 24, 10.5.30,13, O.36.n,'¡I , I~ 17.5 17.8-2S.SJ ' 11' 

ET..,c 
pKETt'l1 0,0,0. O. 0,0.0.1,29.127" 0 1- 1J--.$4." 1 7~ 

pKETcll 0.0,0. O. 0,0. o. 2, 4,8Y 0 (-11.6-24.8) 7ft 
pKf.1"clJ 0,0,0,0,0, 0. 1. 1.1,5" 0 1-0.3-1.9) 6iI' 
pKETcl! 0.0,0.0,0,0, 1, U, ~ 0 1-0·1-1 .51 ... 
p¡KETe1t 0,0,0.0,0, 1.2. 4,1.1" 11-0.02-2.01 '11' 
roKETc l, 0.0.0,0,0, 1.1. 1.2, 3" 110.3-1.71 ", 
pKETt'l1I 0.0, O. o. o. o. 2, .2.3. 2J< 0 1-2.1-8.1) ... 
pKETc1 ll 0.0, o. o. o, o. 0. 1,2 43< 0 1-5.1- 14.3) 7ft 
pKETc l ¡) O. l . O, O, 261. 226, o. 17. MI. cj> 0.5 [-8,8.-159.21 ,.. 
pKETcl¡, 2.0.0,0. '2:84,0,0,0, 1, IIK)' 0 [-25.4-120.8) ... 
pKETr l20 2. 3. O. O. 2<18, 102.9. 16. O. rj 2.51- 26.2-1 10.21 , O' 
pKETc l21 0.0,3, 1,0, loo, 46. 0.0. d> 0 (-8.7-31.7) ... 
pKETdzs 0,0,0. 18, 0.0,0,0.0.11 01-2.>-'9J '1(/> 

pKETcl41 0,),3. 0.0. 11 6, 0,16111 0 (-16.1-79.2) ,,' 
pKJ::."Tc I41 2,0, O. 2. O. O. O. 0,0. Y' 0 (-0.3-2.11 7ft 
pKETc l '2.¡¡ Q, O. O. o, 0, O. O. O, 1.2< 0 1-0.1-0.7) 8ft 
pKETc121 o, O. o. o. 0.0, 0, 1, 1.1< 0 1-0.()¡-Q.!l8) 7ft 
~ wcre rtW\'t1"ed 401byJ aflrf rhalk nge. Pm'tDI ofTrM llOtally pn*aed m"'t): numbtr of mkc b.!arilll b."'fO l'Y5Ikt'tci divKled by the IlUIlbt'r uf 
mic-r IC'5I.N In lhL' gruup x loo. DaUl latxled wilh 1M same 1eIk'f 3ft' 00( signific2nUydltrt«1l1 frurn ea.:h Olher, .... ·htrros lhose wilh dilfemJ: HpmCript letten 
;n significillltly difJcmll (P<O.OS). ComparillOns W~ dooc IJ(ttI·ecn columlJi. 1be 1btII.-e rqlI"elCntaúvc of IWO io ~ ndtlll o:ptrimeDI$. 
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M. HIrtUW.k¡ tI aLl \'o«ilJt' 15 (lOO?) 4l52-42ó{) 4'" 
(pKETcl2,, :md pKETcI2¡) and "'" 01 KETc7 (pKETc72)). 
Remarkable is also lhal 200 I'g 01 ET gpC soluble e,traee 
wilhout the presence of adjuvarlt and with only ene booster 
elicited hígh level of protectioo ag:ainst murine cysticerco
sis (Table 1), which indicales Ihe high immunogenicity of 
lhe recombinanl peptides. Sorne of them induced almost 
complele resistance lo Ihe parusitosi.<¡. Differences in vac
cine efficiency belween lhe ETgpC lested Cor the same 
peptKSe could be related 10 me content andlor cOIlfonna
lioo e,hibited by lhe peplide. As e<pecled. Ihe highesl 
level of protection was induced by tbe ETgpC which also 
exhibited !he highest level of expression as delennined 
by re.1 lime RT-PCR (Tuble 2, Fig. 2C). Moreo\'ct, !he 
level of protection genernted with thc rccombinant pep
,ides KETcl.6His, KETc l2.6His and KETc7 delivered by 
ETgpC is significantly hígher Ihan that obt.lined with the 
correspondingsynthelic peplides 19.10,25J. {mmuni7.ed mice 
elicited spedfic Abs that recognized the respeclive pe¡> 
tide in !he native proteins in tOO larval pnrnsilc stage 
[9,10] confinning lhal lhe recombinant pcptides expressed 
in ETgpC maintained Iheir immunogenic properties. How· 
ever, KETcl.6His and KETcl 2.6His cou1d nol be detected 
in ETgpC by ELISA u, ing .. 'ibody , nti-His (C-Term). 
probably due to the low expression of the rccombin.:tnl 
peptides. 

The high leve! of protection induce<! against T. crossictp.s 
cyslicercosis, a murine model ¡hal alJows the sueces!;· 
fui idenlificntiOll of effecti\'e vaccine antigens, is greally 
encouraging. P1ants have been reported ns appropnrue 
delh-ery syslems Cor oral immunization [26]. Thus, me ami· 
cysticercosis papaya vaccinc could be ornlly administertd 
olTering a more friendly and low-oosl a1ternative fonu of 
immunw.rion" which would also avoid lhe prncticaJ difficul
ties oC needle-point vaccin.,tion. 

High levels of protection against viral and bacteria! ¡ofec
tions ha\'c bccn induced recombinanl antigens successfully 
e.xpressed in a number oC transgellic planls [27J. However. lo 
the besl of our knowledge, thi s is the fi rst repon of a prolec
ti"'e vaccine expressed in trarugenic p1Mts against a parasilic 
infection. In addition, results reported herein indicate !hal 
papaya syslem is a ncw poIent antigen delivery system that 
could be of useful 10 prOOuce new subunit vaccines lo prevent 
other diseases. 

One coocem nbout plant-based vaccines is the need for 
additiona! purificaliot:l !o avoid non..<Jesirable effecls by plant 
components which coutd certainly increase me costs of the 
biological products {27]. In lhis context, it is inleresting lo 
note thal EmpCL itself significantly reduce the parasile load 
io infecloo mice with respect lo nah-e mice with 00 apparent 
side effects. It could be lbat nntigens shared betwecn cys· 
ticerci and papaya or the natural adjuvantici ly exlensiwly 
repxted for roan)' planls iocluding papaya could underlie 
.bis protediou(28(. 

In summary, Ihe presenl sludy is n contribution lo the 
dcvelopment a new \'aCcine expression IUld deliveJ)' system. 
In addilion, Ibis plant derived vaccine version represenls a 

new 1001 of poIentiaJ for oral prevenlion hUm.:,Ul and porcine 
cysticcrcosis. 

A('knowledgeml'lI t'i 

\Ve acknowledge Valentin Mendoza, Alicia Cllagoya, Eh'a 
Teresa Aréchiga Carvajal. Sergio Casas, Gerardo Arrellfn, 
Bealriz Hem.1ndez. Verónica Rodrfguez Mata. Salvaoor 
Guzmán. Maniul Larn, Mercedes Baca and Georgina Diaz lor 
Ihcir technical supp:m; Carlos Larralde for his useful como 
ments; Isabel Pérez Montfort for English cometion oC thi. ~ 

manuscrip~ and the PhO [)egree Program in Biological Sei
cnccs al thc Universidad Autónoma MetropOlitana. Unidad 
Xochimilco, Mexico Cily. where Mariseln Hernandez sludies 
her PIlO degrre. This research was partiaJly supported by lbe 
CONACyT (46953-m; 20<ll-OI·04O), DGAPA (IN 22 19(5) 
and The Howard Hughes Medicallnstitute (55004134). 

11 J Sciuno E. FraJOlO G, F1eu1)' A, I..aclctle JP. So!ckl P. Aluja A. d al . 
LtmUllonsur Nrrent diagrtosljc procedum fUf tlk: dia¡¡:oosis ofTIltltia 
Jolium C)'5Iimoosis ja rural pllS. Mícrubes Infet'l 2(XJ); 1S;1 87S-90. 

121 Carabin R Krrttk RC. Cowan lJ). Michacl l . SilOOi-Foyaca H. Nasb 
T. ('( al. Estltl3tion oC \be can or TQt llia JOlium cysticerCO!Js In Eas1tm 
Cape PI'D\1drrn, SouU! Afrka. Trap Mod Inl Health 2006;1 1:906--16. 

13) Molin:lri JL, Rodrfguez O, Tato P. Solo R, Ato:b.waltla F. SobnoS. 
FJCkllJial b ~ducin! pllrdnc Taeoia .wliurll cy slirtm~ in MtJ.iro 
by ,yslMlitic UCdn¡dion of pigs. Vtt Pwultol 1997:69:.5.5-63. 

141 N:ucimmto E. ("ost3 JO, Ouimnes MP. Ta\':w-eI CA. ElJ6;· 
ti"" immuoe p1)k'Clj.oo of pigs agaillSt cy5ticeroosÍL Vet lmmunol 
ImmU1Klpi1hlX 1995;45; 127-37. 

15) CIIi X. Chail, Jingl. Wang P, Luox,Cben J,claL Slud;csoo thcdcYeI
~nt o( DNA \'Ilcdne Q8111nst C):sric<!!ft'IU ullrdoJiU ilú«Iion ud ti 
cffiaey. Soothcast A~ln J Trap Mal Public He.lllh 2001;)2: IOS-IO, 

16) MMIOtIldwiin K. Dilz-Orta A. Ge-;orkiad G. FI'fI$05O G. Acero 
G. GonzaIu E. el al. Rcrombinaal banalophm¡o-ba5ed mllltirpi
lope \ '3t"t'De apiMI TatnJa soliuM pi! cy¡Iaftosis. Vct ImmuDIII 

hnrnunopaIhol200t99: 11-24. 
171 Fliuer A Gauci OC. Zoli A, MaJtiIxoz..():ana J, Garza.Rodti,guez A. 

DomirCIICl·Alpilaf Jl . et al. hKb:OOn ¡:J pr(J\«tion apinsl p.¡n:n: 
cysaicelOOlis by vlIccinalion with rtI.'OOlblflilIlf OOC05phe~ 1Ulti¡rM.. 
Imm ItIUlIILII1OO4:72:5292-7. 

1111 Gonz3IezA E.(b llCiGC. BIII~D .OiIm:mRH, Tsang VC.G:lrciaHH. 
el al. \'accinaüon of plgs 10 coatrol bullWl neurocyaticercosi5. Am J 
Trop Mod H)·1200s:12:837-9. 

19) Th\cdo A. L;mlde C. Fra¡<lSO O, <b'Oftio'U\ G, M1II1OUICharilll K, 
lkroaoda M, cl ~ L TowlIJdu TtJtJIja Jolium eysliccrcosit \ ... ,,;.:; m 
epi. sh.md by Talnio cranlctps aod Tlltnio solium protcas micc 
agIliDSI npa;memal cystiCcrcosil, Infect tmlWlI 1999;67:2522-30. 

PO) Tokdo A. Rapo G. R06a5 G. HclTl.llÓC'z M, Ge\'Ofki.aa O, Lope¡
Casillas F. ti ¡l T,,·o cpilopes Ih:nd by rancia atWiequ and TiItlUa 
JolJum C'OIÚer jW'OWlion agalnst muriM T. CI'Om«ps cY5'l"MOliis 
alOl" lIo'ith. prominenl T I te1IpOIIK. lnfcd Inunun 200 1 :69: 1 7~7] . 

(1 1) Hucna M.deAhljl AS. F~ OIO G , Toledo A. YII IaIobosN. HcrnaDdez 
M, ti al. S)"ndldic peplides vaccioc 19Un5t TatllUl JOIiNm pill. ~iccr· 

cosis: ""-"'ttUful VllCCination in ACO QtroI lrd fit'kI uial in rural Mtxico. 
Vaocine 2001:20:262-6. 

[1 2) SriunoE. Mcnles J, Martíllrl JJ. TokdoA VillaJoboIi N,Cl1Iz-Rt'\'ilb 
C. ct al Funhcr ~'a1 uat lon of \he l )uMtic ptptide V8CC1 ne SlP\'ac 

109 



"loO M. HtfJliJNlt¡ tf al IVlJC'riIr r lS (2007) 4251-42«1 

.,aillSl TamIG $OIÍllm CY5lirtn.-mL\ In piji 111 111 tadrmic lown or 
Mo.ico. F'ln5ilol 2006:4:1-!i. 

(131 Aluja AS, V il~ NM, Na~lI G, Toledo A, Martillez JJ . Plancarte 

A, el al. Ther~ , [);l cap!cily or 100 sylllhctk rqt~ \'OCCinc 

.pinsl TlUniD JOIilUflcySlicctrosb in piss. VIlr.'CÍ/Ie 200S:23:4062-9. 
1141 Shen X. UlscrJ3fd T, Yan! Y, Llndblad M, ~ M. Holm

JmI 1. S)~ic and mU{"()S31 immuoo response in mict after 
mllCOSa! immllllization I\'¡1h P'Oup B sttcptococtUS IYpt 111 capsu
lar po l ~harid«iJolm min B lIUoonit ronju,:all: \1It'l'ine. Inf«1 
Immun 2000;68:5149-55. 

tUI Rytkll N. SjohoIm l. Onl \'Ilcdnalion apinA difiltbttia uinl 
poIy:acry1 Ñan:h micropu1k:1c5 a5 adyuvant. Vacrine 200-':22: 1265-
14. 

1J6) MojlCa-H......wv.· MP. Francisco AD. de Guzman f . li¡no TX. POI
¡¡hit imfl'lWlOlllOd u ~Of)' ~ioM (1(' Ctuico fKIIXI1CI ~ cr.trac1. Clin 
lI.emorhool MlcrocÍlt' 2003:29:2 19-29. 

[17) Cabrm·POIItt JL. Vti:as JA. Herrem-Ewella L Herbic:idc !'(Sistant 
transgenic JlIII'I)'I plaBu p'oJuced by and dficienl rartklc: bombarde
meolS IrnnsfC)flUlioo 1IIt\hod$.. 1'lw1l Ce]] R ~IU 1Y95:U:I-7. 

118) Row G. Cral·Rtvjlla C. FfIIjQ50 G. Lopn+Casilll5 FA. PCfez M. 
Bonilla R, d al. T~ lI id rnwicrp$ c)'Miccm:Jllllr.: bamoral irnmunc 
tc!op01lSC and J»'0fet1ion c1k-iLCd by DNA mu.nu.;io • . J P ~ if ol 

1996:84:516-23. 
fl 9J LlÍJ!e7-Budo J, Manilla Ot la Vrga O. GtI~ A, Herrera

ÚlrclJa L Enhanrtd pbospOOnis ~ u in ttIUls,nit Iobacco plana 
lh3I o\'trproduce dUale. N.:u Bj otec h nol2000: 1 8 : 4~3. 

1201 Cahrcrn-POOC'r l L, 1.1. L Awd-Garda C. Medina-Artvw N. 8ai
..,. A. H.. ~ra-EslR lb L. An cflkicnt pmidc bomludement S)'SImI 

for tlr gi!lICfic IrI lldilOllMion of asp:wagus {Asprat'QlllJ t1firiNzIiJ L). 
P\ant (en Rcpom 19')7:16:255-60. 

12 11 Cllri!.lou P. Ford Tl. KoCroo M. !he devdopmeDl or 11 vario 
el)' Indep:'ndcnt 8tftt-traDlfrr metOOd!; rOl' rice. Trcods. 8io1tchnol 
1Q92;10:239-46. 

1221 Shlfe M. W~ s kt S. lWJrotrN. r.'folcular Kkntificaliol and isoIaUon 
ol lhe \\faX)' loco' in mai lt, Cel! 1 98 3:3 ~ : 225-3 3. 

[13l lmry OH. RosebtoughNJ.farr AL, RandnlJ RJ. PrOlria R'lWUrelOOll 

w'itb!he folln pbellOl rtagcft. J BioI Chem 1951:193:26S-1S. 
124) Fn!OfO G. l..:u'oo)i E. Md lof A, Lorndi C. HetnaOOtE M. Sciuuo F. 

IlICI'wed miManct 10 TO/'IIJa rrwktps nlOrint C)1oIicm':mlI io Qa2 
trm!iJ('nii: mice. InfM lromua 1998:66:i60-4. 

(!S I Manouk"harlltn K. RosaJ G, Heta:andcl M. FrIlgIMoG.AJwjIA. Yi l b~ 

bos N. el al. C)"Sticen.'OIis-: ilk31fic.'Uton ll!Id dOIÜ/lJ oC thf protcar.'e 
n:combinanl antigens. J !'arasito] 1996:82:250-4. 

)26) ~.SX. Toel U ), Judge NA,O'Bric';n AO. A pl anl ~cnJ \-at\.;nt 

10 p-ottrl against sySlemlc IIlI00lcation by Shit!llloxhltypo! 2. PtocN:itl 
AcadSci USl\ ZOO6 : I 03 : 7~2-7 . 

127) Dalllell H, Sttealr.eld SI. w ~w l r K. MeJica! flIOknrbr r.tnin¡: pro
Iklion or antibodit~ bioph3f m Xttlt i C1.l~ and edible \nl'lt'l in platts. 
Trt1Mb Planl Sd 2001:6:2 19-26. 

1281 Q¡¡¡papin HP. W'lC.'ornM Z, Ph)'lo-SOlponim "a IIIIlural idju'<IIlt rOl' 
dc-liYW)' of aj:rom:tlcriab It.-ou¡b planl C'utidr IDrJUbnuIts. J Agit 
Food Otcm 2006:S4:62n-U 

110 



XV. CONTRIBUCiÓN DERIVADA DEL DESARROLLO DEL TRABAJO DE 

TESIS. 

Registro de la patente 

"MÉTODO PARA LA PRODUCCiÓN DE ANTIGENOS RECOMBINANTES PARA 

USO COMO VACUNA CONTRA LA CISTICERCOSIS-TENIASIS" 

Inventores: Edda Lydia Sciutto Conde, Rutilia Marisela Hernández González, 

Gladis del Carmen Fragoso González, Jacquelynne Brenda Cervante Torres, 

Fernando López Casillas, Ángel Arturo Guevara Garcia, Luis Herrera Estrella, 

José Luis Cabrera Ponce, Claudia Geraldine León Ramírez, Gabriela Rosas 

Salgado. 
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1. The dimenslons of Ih"'",k 

In arder foc a vaccine against porcine cystictrcosis la sig
nificanlly reduce transmission oC Taenia soliwn in hurn..1JlS 
and pig. living in lite pooreS! areas ofllte Third World, wItere 
~ parasite thrives. the \'8Ccine must not only be immuno
logkally effective bol must also be inexpensi\"e and simple 
10 >drninistrnle lo millions of ruSlically bred pigs, wltich are 
renewed eachyear and aredispt.. .... sed in thousands ofvillnges 
across Inrge nnd variable geogrnphic lerritories. 

l Inununological e rrecti\ ·en(>s..~ 

2.1. Efftcti\'t vaaine candidutes againS/ uptrilllental 
T. solium poreine cystiwrosis 

Vaccination is one oC lhe most effective biotechnologtcal 
IOds for lite control of bacleria! nnd viral infectioos [1-3). 
In contraSl with vaccines against vanous protozoon para
silo infeclions wltich have faced serio .. difficulties [4-6~ 
tbe \-accines against infections caused by the metaceslode 
stage oC severol cestodes. have consisten'tly pro\'ed effec
Ih'e in experimental conditions. lndeed, several effective 
\"accine candidates h:1\'e becn developed since the p;o.. 
neering work of Ricknrd :md While [7] against !he laml 
pltnse of Taenia ovis [8]. There are currenlly a number of 
reports about successCul vaccinalion againsl metoceslode dis
eose cnused by Toenia saginara [9,10]; T. soIium [11- 15[; 
Edrinococus grnmdruus and E. multilocuJaru (1 6-18]; Tae
nia crassictp' [19-24} and H)'lIIenalepis nallO [25]. 1wo 
p:nmeten: are usunlly employed lo evalUaIe voc,cine effi· 
ctq agtrinsl porcine cyslk:ertosis: the number of infecled 
piS" (delecte<! by necropsy or by longue inspection) nod !he 
number of qsticerd identificd in each CMCaSS (inlensity). 
Tongoe inspeclion is OOIoriously less sensitive than thor
ougb hiSlological dissection ni necropsy [26,27]. In many 
imtances. OOv.'cver, eilher bec3use of the large number 
of pigs invol\"ed in !he study or because of !he own· 
en' refusal 10 sacrifice thcir pigs. or because diagnosis 
of anlibody levels in vaccinaled animals is ambiguou 

IOngue inspection is lite ooly plausible way lo estimale lite 
pnxective effects of the vaccine. The vulnerability oC the 
metocestodes to the IK'quired irnmune response indoced by 
\'DCtinaüon may be relaled lo 3 number oC faclon 001 yet 
"".,n,ly ,,-,plored, .morg which Ibe T1tI, Th2 [28-32) 
and innale.immwlilY proñl .. seem 10 be involved [l3j. Hosl 
and porosile·relaled fOClo" (i.e .. genelic backgroond [34.35) 
and ..... [36]) may ,Iso be involved in Ihe eflocti"ness of 
voccínation. In nddition, the high vulnerability or inCective 
onoospheres to antibodies could also underlie the high effi· 
cacy oCvtICC-ination againsl laeni id cestodes 137.38). 

In 1983. Molinrui el al. reporled lite finl v"",ine cnodi· 
d:lte against porcine cysticercosis. based on a total exlract 
from T. so/ilUn cy,tieem [11). Laler 00, many otlter voc· 
cine candidales were developed by purificatioo or T. solilUtt 
and oIher taenids' cros~rearting cysticen:aJ nnligens in par. 
asiles retOvered from naturally or experimentally infected 
Itosu [11.12.20.39-41]. Afterward', 0I1ter su«essful ,lfons 
"'ere made lO identify and prodocesubunit yaccinesin searth 
of 3stableproducI with high aOO uniform irnmunogenic: 3Ctiv. 
ity (rabie 1). High level, of proIection were obtained using 
diflerenl parasile ""tigens from dilferenl stages al parasile 
developmenl, i.e., oocosplteres [13J,cy,ticerci [11J9.40} .nd 
from Itornologou' nnd or lteIerologoo' cy~icen:i (rabie IJ. 

As is alsoshown in Table 1, high protection levels againsl 
experimental challenge were obtained using IOlal extracts., 
\'csicuLv fluid, semi·purified ttnd recombinant or synthetlc 
antigens. GoOO results were also obtained using DNA \'3Cci
nallon (1oble 2). Wonlt nOling i, Iltnl all bul one purified 
or recombinant vnccine candidates have been tested only 
underexperimenla! oonditioos. Ooly 53"""" has bern Ie>led 
twiceagainsl naturally acquired portine cysticercosis and its 
efficieocy has becn measured by longue inspection because 
of !he large numbe .. of pig'l included in !he ~udy. Sorne 
results were a1so obb.ined by necropsy but in CewCf animals. 
Postmortem studies in lhe field meet with lhe exlreme diffi
culties in progrrunming the times of slaughter and necropsy 
impection on OlCCount oC !he hacsh conditioR$ prevaHing in 
tbe rural endemk nreas of underdeveloped countries. where 
need oC nourishment or local resti vities Crequenlly interfere 
with Ihe Slriel following of !he program [52]. None!he· 
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Table 1 
Lilti1a oC _11.. i.n v~ ... ÚOQ ........ T-"r 1'01;_ pcrcincey.bccrcosi. 

So.¡~ ol .. tiam. +fldjuv ... t Va:.cinc I>i.paD1 Protcaion k-.l (CJ. n::duc:tica) C.aUenee(per pW Rderenoe 

Do.Ie.(pcl' Pis> N_ ... Vio 

T. _li •• e.a<;:rCt~rdOll'Y .. tia- + FCA 2.3mJ+2.$ml , • . 1'. N«:rOpll)' 9.5'i1o o;yltM:a.::i 1'.000-=.- [421 
T. 101i •• eylUc:Cf"C'i C'Uf."'- 2jjO~piM , i.m. Nccropsy 74"" c:ynicc:n:i Fidd u¡ .... [111 
Taiw .. ., Ta.-rtia r~.a ~a-ca+R:A 1.6)( I~ 1 Le. Nea-op.sy ~ ¡nfcaed pi~ , 9SfJ:. cyaúoerci 1.6 ::.: lo' T. Tatw-'c¡¡p L431 
Kon:. Tae";,, rrozcn orn:~~ + PCA 1.6 )( 10' L O. Nc<:ToP-'Y 33o¡, ¡nrccted pi",. 99CJ, lOCal cy.ticerc;:i 1.6 x lo' T. Tai .... IM~ (43( 
T. _6;1WJ'" lUu.ico r rou-I oneo5pk.res+ FeA. l.6x I~ LO. N<lcI'op,y 33c¡. infedl:od "iMI. 991J, c;:yu..icen:i 1.6x 10' T. T~-,c8.P (4)( .., 
T.H)Ii.,.rI:'OllCI~+~ 1.6 )( toA L O. Nea-O))llY 1()()oJ. inCeaed pip. 77%cy.iccn:i 1.6 x 10' T. T ""-'1M cU- (43( '" T"etti" cra&nc.-p6 e1t.JW:t + R:A 400 ... i.m. Nccro))llY ~c;:y .. iccrci 2..5 x lo' CUI 021 •• 
T. 101i.,. cy.t~i ulrlla 2>0 .... ¡.ro. T .... ~ I~ iÑectN pi .. Fidd tria! (J9' • ~ 
T. _li •• cynK:.::n::i o:.Jllllld ,>O ... i.m. Tonaue. 8290 ¡"reded pip Fiddtri .. 1 [40[ !L T. _,_ •• ...-. vr.1.nM:t +FlA 

l. O n>rg); 2nd .. d > LO. Neoc.-Opll)' 71 .. ~K:cn:i 10" qur. 1411 
~ 3rd ( 300.,.,.) 

T. _li.", .cok. CAlntCt + CO",.. ~ ~Nrium pGTVtUn bt (3 mal; 2nd > L O. Nea-oPJIY 7~ 'lo c)'SlicCf"C'i lo' cu. 141' i' (300 .,.,) t:: ThRle .yllhebC T. cnMnap# pepÜdctI+S l.5O JJo.aIrcpC KIc. 2 u Nca-uply 98", .... COI c:ylilK:crci Fidd uia! '14' j Thn:c S)'llhecic T. crQ.I.';C~/N ~+S 250..wpeptKlc 2 L O. Tonauc· 1O-8O'l. ¡lrCClN pi.p fidd tri .. 1 '44' TSO I8-GST+QuílA 200 ... 2 i.m. Nca-oJWy JOOo:t.o~erci 40 x lo-' CaP ( 151 
TSOL4.5.1 A·GST +Quil A 200 ... 2 i.n\. Nec.-rOpllY ... 40 x 10' CUJI II~I 

~ TSOI8..GST +TS0L4.5.I A-GST +Quil A 200 ...... e.,;.h 2 i.m. N«:rClp"), OS" 40. lo' caP 1151 
TSOIS..QST +Quil A 200 ... > ;~ Ne-ClPI)' ..... 9 :. 1 O) '"1111" 11$1 ;¡¡ 
TSOL4'-IA-GST +Quil A 200 ... • i.rn. NccrClr')' .7 ... 9 . I~ ClJa_' 11'1 
TSOIS-GST+QuilA 200 .... 2 NR Ncc:rClpsY 99 . ~ eyabccn:i 01'.00 prq¡.lttUds (4'1 
TSOL4S·IA -eST+Quil A 200 N 2 NR Nca-oP'Y 97(j, Q'Aioctci Gr.vid proalttticb 1431 
T. C IUR~pS .56 + 66 + 74 kDa protcios + FeA 1>0 ... 2 ;~ NccrClPJIY 91(j, cyaiccn:i . 8&lo ¡nrCCk:d P.a' 2"S x lOS cu' ''''' lkcombtnw1t pboaae (KETcl + KETe7 + KETcl2 +GK1) -4 x 1011 rccombiMIII 2 i= Nca0p':r 91", .,es c:yaUcem. ~ 'J', total c)'SÚCcm 17 x lo' c¡,p '46' 
Rccombi....", pINtee: (KETc:1 + KETc.7 + KBTc 12 +GKI) 

...... 
4 x 10 12 recombinant 2 On.' NecrClpll)' 8R vn cyMio;:c.m, 41'X. C)'atioen:i 17 x lol CliP '46' .. -

FeA.: fTe","", complete adjuv ... t; FlA: frc:und ¡lICo~pkcc: adju .... nt; s : .laponi. : NR: not ~: ton ... : lonaUe: in"",octio.: _. cy . tic:~ : vc:Mc:ULv cystic:erci. 
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Table2 
LDliDk uf ~Iu ir. DNA ' 'llt(:inaliol'l agninlot T. IOlium pordne "')'slicm:osb 

Sour .. 'C of IUItigem .. ldjuvIfC V:K"\:ine 

Do.se (per piJ) Number \/l. 
(",,1 

1. solium B + PV93 100 , i.11L 

tCl"p"DNA3 '00 , ,~ 

I'VAX-S-ddbC-3n: bC'paIili.~ n SOO i. r1L 

eNe ~iien partirle .. 
S3Pvac + IU ¡¡¡na! p..'ptide 

pcDNAkCI + (GST-('CI-+ AA) 300 +200 , ,~ 

pcDNA3-B T. loIiWfl : \UIIigtn 1000+ 200 ,~ 

B+pcDNA3.1 

less, note in Table 1 that vaccinnlion crfa::lively reduced the 
inlensily of Ihe pip' natural infcclion aboye 90% and to 
a lesscr cxtent (-50-70%) lhe pcrcent of totally prOlccled 
pig> (14J. 

J. IdentlflcatJon oflh e: S3Pv:lc cOlllJ>onenls 

3.1. Useflllness of T. crassiccps murillt C)'sticerc:osiJ as 
an e:rperimefltol modelfor ,ht idemification ofprollli,sillg 
"'occint ctlndidatt's agairr.rl r :iOlium porcule 
cystictrcosis 

Experimentntion leading lo .a V'dCCine cillldidale againsl 
porcine cysticercosis is costly. difficull and slow if perfonned 
in pigs. On the othcr haod. experimental rnurine c)'sticerar 
sis caused by T. ('f(us;ceps ¡s a comp.'l/'lltively inexpensive 
and fast aJternati\'e approach 10 test nnligens to be use<! as 
vaccine candidatcs against T. solium pig cyslicercosis. The 
similarilies in antigen composilion among these two ces
lode, (53] and oJhers [44.54.55J have ailowed Ihe use of 
anugens from onc spccies 10 be applicd lo studies of a diffcr
enl one [12.13, 19.24,56]. In addi tion. T. cnlSSiceps l:y sticerci 
can rapidly reproduce asexually in the peritoneaJ c3vily of 
m.ice. nnd intensíty can be counlcd in each infected mouse, 11 
l:onvcnient property that fac ilitates the assessmenl o f vac
cination effccts, as well as Ihe effects of sex, age. stress 
and genetic backgrOUlld [ 19.34.57]. Murinc cyslicercosis has 
demonstrnted lile value of invesligating promising antigens 
for vaccination r12,19J and of tes ting different vaccinatKxl 
.pproaohes (23.58.59]. 

3.2. Development ofche S)'1I1}¡etic S3Pvac vacane 

Three recombinanl ant igens (KETc7. KETcJ and 
KETct2) against cysticercos is were identified in B cONA 
library of T. C'rcusiups metocestodc$ using specific antiOOd.
¡es against two antigen fraclions Ihat indu!"-ed high levels of 
proteclio n agninst murine and pig cysticercosis [20]. These 
recombimutt luttigens were also recognized by scm fmm T. 

Diagn¡M Prou,.:tion l e l'C'h ~) Cllallcn,r RrftffOCt' 
('~i) 

Neo;~y 85--99% l'Yili«rri ISx lti (471 
NC".:r09SY 13% l-yMift'rci 2 x lo' '411 
NC<o:m¡BY 1 [\ c¡;, cys.l~1 2)( 10" '401 

N~r09SY OJaUen¡ed ( .. ·<'t'u ancr ";¡cCinaLioo) 2x lo' ISO] 
6 weeks. &s%: 12 .. -ceb. 77~; 20 
wed:s.72-79'io 

Nea'uptiy 92.6% C) 'M~ C'r ci. 4/5 pip lolally h ltJ4 13 11 
pr()t~1. c d 

so/;um-i lúected pigs aOO were shown to induce protective 
immunity agninsl murine c)'s li cercosis 120]. 

Thc rccombinant ant igcn KETc7 codcs for a polypcptide 
uf 100 amino ru.:ids. lIS proteclive cap;:¡cily has been COfl

finned u sing ONA voccinalio n [23,60,61 j.Furthermore, Ihree 
putativc e pitopes were idclllificd in lhe KETc7 sequcnce by 
computer-aided prediclioll 01' :lIltigenicily aoo wcre synlhe
sized in solid-phase [621 . The protective capaciry of the three 
synthctic peplidcs pnxJuccd was testcd in murine cysticeroo
~'is. One ofthese pep(ides of I 8 a.'l. produce<.! in the linearfonn 
(G K I), induce<! the highest levels (96-99%) of proteclion 
against murine <:ysticercosis [2 I J. In additKm. bascd on the 
complete amino ac id SeqUCIlCC encodcd by selecled clones, 
Iwo peptide.s designated as KETc l (12 aa) and KETcl2 (8 
aa) were synthesized. 80th peptides airo induced high lev
eb (66.7-100% nnd 52.7-88. I %. respeclively) of protection 
againsl murine cysticercosis [22] . It should be noted Lhat 
these lhree peptides helong to nalive antigens ptesent along 
!he differenl stages of T. .~{Jli f lln parasite dcvelopment (egg. 
tnpewoml and cysticercus) [2 t .221. noo thut are exposed in 
dio-erent anatornical structures, thus represeluing different 
immunologicsllargets in ¡he pnrasite (Figs.. I and 2). a fael 
!hat widens lhe speclru m of action of !he vaccine. offering!he 
possibility of being used lO preven! Ihe intestinal tapeworm 
stage of the parasite [63J. 

3.3. Field Ir;a/s ofS3P'oIoc again.u lIarurally tlcqu;red 
porri ll ~ I.ysticen·osis 

1ñe field lria! is no indispensable requircmcnt befare 
the extcns ive application 01' a vaccine lO prevent nalural1y 
acquired disease in tOO au lhenlic subjecu thal are continu
ously exposed lO high risk of infcction. The stress on reaJislic 
testing is of particular relev:1Ilce in pig l'Yslicercosis because 
of the many variables involved in the dynamics of lransmis
sion . 11 does not suffice that !he antigen(s) are effective in 
highly controlled experimental conditions. Expcrimenls usu
aJly employ a Iow number of pigs, a11 of unifonn genetic 
background. of simil3/' age and gender. in superb heru th and 
relaxed conditions and very weH nourished wilh balunced 
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Negative Anti·GK1 Anti·KETc1 Anti·KETc12 Positive 

FIJ. l. Imnuooftu()ret;Cef)l st:aiBin¡of rU 1l1a cm.uictpJIÁ., C. F. and O/ \ind Tot'lIia.JOliunt (8 , D. F. ¡md H)cy,,):m:-i. Sa:tiol. uC6mra WCR ~ lUId 
mbattdwhh pooled sera (rom no&>inftct,ed mlce (A lOO 8), r t'tw-fiups-inf«1td micc (e and D). KETtI·immuni1.N (E lUId F) and KETtl2·lrnmunlzed 
(O and H) and OK l-immuni1.ed (I:.nd 1) m". The tezuflleat (1) aoo lhe parent1'Iyma (p) are evldenl in both eyslicerci (e aOO D). In T. CflW;UpS cysticercl 
(E). KETc l antigen I~ a protnIding and loten.sely poslliYr , imal in Ibe tttUmtnt, ~ ' hik ill r. .sol/1I1tI cys!/ct'td fF} 1I is c le:wly evideu In Ihccuticular (ald, 
ollhr lpiraI C'olIIal (d ) and also ¡"Ibe II:gumeul (l). KETe l2 15110llc ahundunt in botb mt'u •• .'e!il(xles; il is \l.vident in lhe leilumcnl!ll)d In lhe p:1I\.'ftChym.a ol 
T. crtmiups (O) D ",di as ilIlhe 1C¡umet'l1. po.te:nch)1D3., aad name cell! (arrow.) 01 T. wlium (H). OK- I b Intensi\-ely ;,::xpteued In tbe tqumelll' (T) ol r 
crwsictpJ C) ~~rc1 (1) ;lOO 5ttonglyexpressed in the n ti.. ... b fokh of Ihe splrnl canal (Se) and ftame ceJls fIffOWI). 8ar. 40IlU'n. 

foods and propcr fC\.--ding sc hcdulcs. Furthennore. cxpcri~ 
mental prolOl.."'Ols on pigs generally use a single infeclion 
chal lenge with limited numbers of eggs, nl l produced by a 
single tapewonn, and the infection ís studied al a single time 
arter infec.tion. The re.11 condilions in the fie ld differ in an 
the above menlioned variables, with significant impacl on 
the p-obability of infeclion. on its illtensity ood on tlle like~ 
lihood of too host developing a compelen! immune reaction. 
In lhe rom l areas of Mexico, and perhaps in other endemic 
countries. rustic pigs are genelicalty vastly heterogeneous 
besides bciog mnlnounshcd. stresscd and exposcd lo vari~ 
ous other diseascs. During thcir usual 1 year long perilous 
existence. rural pigs are exposed lo T. SO/ilU/1 egg ingestion 
on multiple occasions and in diverse amounl s. prob.'lbly pro· 
duc:ed by different tapeworm specimens. Thus, a field trial 
implies a Rumbee of circumstmces which are impossible 
lo reproduce experimentally. These complex and interaclive 
circumstances can affcct lhe host's immunity Ihat underlies 
\'3CCine effecliveness. Surely, field trials of a vaccine agains! 
porcine cysticercosis are extrernely difficult , dangerous. time 
comuming. Iog,istically complicoled and costly. They n.."quire 
of a lcam of workers cndowcd wilh verious abilitic.". ¡n clud~ 

ing the hunlmg. seizing, restraining and injecling of fiercely 
defensive animals. and develop specialized socia] skills lo 
communicnte with local inh.1bitants of a different culture. 
Not the least of Ihe field trials' difficulties is 10 rescueenough 
valid data from a process which. once 00 its way, meets with 
so mWly varied and uncontrollable e\'ents. Especially those 
relaled with lhe disappearancc of many oflbe includcd pigs. 
victims or their predators. of other diseases and of the owo· 
ees' suddcn needs offood or money. Nonetheless, field trials 
are lhe c1ose.st approximation to a verilable assessment of 
a vllCcinc's potentml effcct in prcvcnting nnturally acquired 
pon:me cyslicercosis in endemic areas. 

S3Pvac W3S eVllluated in the ficld against naturolly 
Ilcquired T. solium porcine cyslicercosis. Two different trials 
were perforrned in two rural communities in Metico. 

The fi rst trial was carried OUI in Tepetzetzintla. Puebla 
114,641. Pigs of mixed genetic breeds were reared in the 
corrununities. Pigs were irnmunized twice with S3Pvac 
using saponin as 3fl adjuvant whilst cootrols received ooly 
saponin. A totAl of 278 piglets were distributed in pairs 
(one irnmunized piglone control pis) among househo ld ~ 

or !he cornmunity with the understanding that the pigs 
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T. crassiceps T. solium 

Negative 

Positive 

Anti-KETc1 

Anti-KETc12 

Anti-GKl 

Fig. 2. Immuoftoor('$CePCe stalnin¡ o{!be T. fo/ilUft t"ystlt-m:i (A, D. O. J. and M). ~ (B. E. H. K, w\d N) aOO pm¡klllid I ~AI (c. F. L l, 
and O). ScdiuM uf 6 mOl wert proccssed 1100 illruba!ed with poolcd !Cm froru nt)II·infel1ed mk:e (A. B. 11.00 C~ 1. c1Ilniups. io(i:lC1ed mire (M. N. aod O), 
OK1-jmUHlIliud (D. E, am.i F) aiMJ Kl:.'¡;f·inmlunized (O. H. atId 1) and KJ:"cI2-inlmunized (J. K. and l ) micc. In cyslkm:i. aII pt'pIidel ate ¡nsetII11I tbe 
~ir.t l i:ao:lI leF arId ¡e). KETe ! and KETe l2 ar;: in legument (I) bu! only KET..: 12 ¡. -in parenchym;¡, (p). OK I is lb.: m06l abundanl pep6de up-dIed ill thc 
oocosphan lo).and KETc ! and KETt"l2 are Ii,ghtly pruellled Abo. ~ lhn:epeptides IR ¡nKllt in tbe distal cyloplasm I't¡ion [de) of lbe ktWD(IIl ohduh 
tlssue.. Bar.40mm. 

wouJd be reared following trodillonal cornmunity methods. 
Thirty·eight pigs wcre lost bcforc sncrifice bccause of differ
cut uncontrollable causes (malnulrition. infeclious diseases, 
snakc bitcs, scorpion stings, necessary sale, prcy of predalors. 
vi lJage festivities). The rernuining240 pigs were sacriftced III 
10-12 months of ase and thoroughly dissccled in scnrch of 
cysticen::i. The number of cysticerci found in each half Caf-

cass was quantified and parasites werc classified as vesicular 
or calcitied accord ing to thcir macroscopic nod mkroscopic 
aspeCI. As shown in TabJe 3, the 'Yoccine reduced tile num
bcr of infcctcd pigs by 50% nnd lowercd pnrasite iotensity 
from 66.563 lo 1369 (98%). especiaIly because there were 
no pigs he;wily infccted. Reducing the number of cysticerci 
is exlremdy important since each (.1'sticercus is poIentinlly 
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TIbie 3 
Pmkc1i,'e Cilpac:; ly el .he S3P\x in lhe two diffcnnt Ikld Itiul& paformcd l .. Muko 

Communitlcs Istale) Num~r or pi!1 ~Iorprotcdion (%) RdefffiCC 

Pip loIal ly protecled Reduction in parasile load 

HII3I.1a11aocll. Tcpeuzintla, Puebla 
CUenICpclC. Mcmlot "'" 166 

97 (6656SI1364)' 
100(2910)" 

(14) 

I .... J 

'TOlal numbcr of (')"Jlio.~i ~r'!ffd in 120 control! Md 120 ''aCCilmlrd pil!'., -ud In lhe longue. rnas..selff!i ilnd dlaphragm of20rontrob (2 pip ínrec1ed) 

iOd 20 \w:cilllilrd pipo 
A !\'n:'enI oC pi¡rs lotal/y rtf'C uf cy"kerci by nccropsy. 
~ ~enI of ~COIlc pi&-\ by langue inspection. 

cap.'lble of roaemng lhe l.'lpcworm Slagc. It is 31so inlcrcsting 
that S3Pvac dmnaged over 80% 01' the cysticerci established 
in ¡he immunized pigs (141. 

lo the second lrial lhe protective effect of S3Pvoc was 
assessed by tongue inspxtioo in 166 pigs. Ooly 40 pigs 
includcd io lhe study undcrwcnt insp."Ctioo by necropsy 
(Table 3). This uial was n 5-lllonth S3Pvac vaccination P"' 
graro which included 80% of new-bom piglets in tbe rural 
community of Cueotepec. Morelos. C)'sticercosis was found 
io the longues of 4% and 3%of Ihe one- andtwo-dose groups. 
respccli"cly. both significan tly lower Ihan 1he 14% found in 
seolinel pigs before the tria] , and. not quite significaotly di!'
ferent froro the 10% (2120) found in the \'ery few surviving 
saponin controls [44]. These resuJls support the proeective 
effcct of lhe S3Pv!IC \'accine observe<! io the firsl trial [141, 
overriding Ihe differenccs bclwceo the villages oflwo differ
enl geogropruc areas. 

Funher suppon ror S3Pvnc was provided by \VU el aL 
(49] who inserted lhe KETcl and KETcl2 epi topes inlo the 
immunodomin:mt loop of the lruncaled H8c149, aOO GK-I 
cpilope in its C.tenninus. As shown in Table 2 a high level 
of prolection (83%) against experimental pig cysticercosis 
W3S obtained by ONA immuniuuion using thi s fused prolein 
deltaC-3n expressed in pVAX3.0 with the signn! peptide or 
IL-2 [49]. Consklering th.:u this study WlIS performed using 
T. solhml eggs froro a differenl continenl, lhe high protective 
respoose induced by vaecination indicates thal SJPvoc could 
be helpful in spile of possible significant gl>nelic differenc~ 
bctwcen cysticcrci fmm different contincnls [65.66]. 

As it is showo in Table 4 , S3P"ac has ruso exhibited ther
apeutic properties [671, as reported fOl' total antigens [39]. 
Clear evidence of!he cysticidal effect of S3Pvac but nOlof 
GK I afone has beeo recenlly pub li s~d {67]. S3Pvac injection 

Table" 
1berapeudc eff«t oribe S3P\'oc a,gainlll experimenlal T. wlium cyA.icercosj¡ 

SI3M of!he inft'eIN pip 

Saponinc 
SJP'VIC + 5BpOOine 

CllcUkd C)'Slica"ei ('1» 

6.41 (5911009) 
61.1 (3441.563) 

in 3Q.day experimenlaJly infecl'oo pigs reduced lhe nurnrerof 
vesicular cyslicerci in musc1es and increased the number of 
damaged and necrolic cysticerci [67]. The therapeulic prop
erties of S3Pvac add lo its interesi as a powerful tool lhat 
signi ficantly inlerferes WiUl the development ofcysticercosis 
in its porcinc host. 

4. Reducing costs or produclion orlhe S3Pvac 
:mti-c)'sticcrcosls "ncclnc 

Once the protective l:apacity of 30 irnmunogen has been 
evalualed io natural cooditions oflmnsmission, the COSIS ofits 
production should be considered. especially when niming lo 
apply it amongsl!he poorest sectors of developing countries 
[68J. 

To reduce Ihe cosl of the S3Pvac, a new inexpensive 
recombinant \'crsioo of S3Pvoc cxpressed in filamenlouli 
phages W3S developed (PhageCistiV3I;) [46}. FilamenlOUs 
phages are a suilable delivery system fOl' inexpensive mas
sive production or the vaccine, whic.h hence do nol require 
addiliomal adjuvanl for inununization. The DNA that codes 
forGKl , KETc12 and KETc7 WIl5 inserted into a phagemid 
vec tor to express the peptides as N·terminal fusions in 
MI3 bacleriophage major coal protein (CPVll1). which is 
expressed in rugh copy number on the phagc's suñace. 
KETc 1 was displayed on phage minor coal protein pUl TIte 
pool of lhe four recombinant heat-inaclivated phages induced 
high levels of protection against experimental murineand pig 
cysticercosis [46].lmportant progress has been made in field 
evaluation of PhagcCisliVac in natural trnnsmission condi
lioos of pig cysticercosis: preliminary results indicate lbat 
il is as efficient as S3Pvac [69]. AJtogether, these results 

EVIII'inatlon' ('1» 

70 
38 " l' 

Fn"c piJleta ptt goup wcn: omU)' Inrecled wilh 2Q.OOO or T. .JOliwrr t'IP.nd 1 month lal.cr In'alcd .... ,Ih saponine (coolrol) ot S3P\'1i:., three limc:I: eadllIl. 
»da)' inlcrval. Fout montbs after the last ImmunllIJlioo. Ilnlmall ""ere cuthanil.cd and lhe IOtal number of c)~licerci round in half or!he carcasa. plUl he;,wt. 
~m and bruio and theit tnacrl)!\U)pical ilti¡-oet"t wcre «<""ded. 

a 1 .. viuo e\'Dginaüoncapadly rmm U loull or269 kontrols) and SO (S3P1'3l")t)'stlrerd samplcd 
b tn vn·o U'aQli;formaüonorc)'sdcerci lO lapc ..... ¡y!US in Immunodeprcsscd bam~ ornl ly infecu:d wilh Seyuiccrcl each in atwll orlO (rootrol pip)and 10 

(SJPlx) luunstC'B 1671. 
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endorse PhageCistiVac as a cost·effcctive vaccinc lo be used 
in de\'eloping countries whete cysticercosis is endemic (unit 
rost of production of n single dose of vaccine is USS 0.25). 
Thisreoombinant V3CClne will be produced by the Biomedical 
Research Institutc (Instituto de Investigaciones Biomédicas) 
of me National Autonomous University of Mexico (Uni· 
versidad Nacional Autónoma de México) and wiIJ be made 
availableat no ros t for ¡nitia! applications in regional control 
programs in Mexico. 

5. Improl'ing \he feasibilit)' of S3Pvac wide and 
rudained application 

Scientific evidence poinls lo vaccination as a potentially 
usefullool for cY5ticercosis prevention, and S3Pvac-based 
PhageCisliVac seems ready for regional applkalion in the 
ficld. Hov.·c\'Cr. bolh vaccincs- S3Pvac and PlulgcCisliVac 
are ooministered by injection. This is a parnmounl limitalion 
for lheir applicnlion on a nationwide und sustained control 
programo The costs and likelihood of once per year galher
íng and activaling a number of task-forces lo vaccinate the 
6 rrullions of rustic pigs distributed throughout Mexico in 
thoosands of small and recondite villages is inconceivable.1t 
would be more feasible if owners could vaccinate their own 
pigs. The easiest way to implement such regime would be to 
dcvelop an inexpcnsive omlly administered vaccine, which 
!he owners could mix with the pigs' food. 

5.1. Exprtssing rhe peprides on Bruce.lla spp. luma¡int 
s)'nrhost: a IIovel adju\"tlnl and an,igen deliw!lY Sptl'flI 
rha, tfJtctil'ely il/duces oral imlllunit)' 

The possibitíty of oral adminislration of the 3Oti
cysticercosis vaccine was explored using a potentially 
appropri31e delivery syslem of the S3Pvac peptides, as is the 
case of !he polymeric proteio Brucella IWlwzint syntllllSe. 
(BLS) [70). BLS is an immunodominanl Bructlla antigen. 
able to gener:ue strong humoral a'i well as cellular immunity 
againslBruce/la abortUJ inmiee [71].10 trus highly.irnmuno
genic proteio Ihal folds as a stable dimer of pentamers (12). 
foreign pep6des ~ md proteins may be inserted at lhe 10 N
terminus of BLS withoul disrupting 115 general fokling {72]. 
Theenzymc lumaz.inc synttwc from Bnlcella spp. (BLS) was 
evaluated as proteio crurler 10 impro\"e antigen delh'ery of 
KETcl . KETc l recombinantly bound lo Bl..S (BLS·KETc l ) 
presef\'ed ils immunogenicily aoo prolective capac.ity when 
injeded subculaneously with no need of adjuvant (73). More
over, the orally adminislered chimera BLS-KETcl induced 
up 10 98'1: of protection !grunst murine cysticercosis [74]. 
These are promising results lbat increase the possibility of 
designing a multivalent vaccine in ooly one chimenea! pro
tein !hat displays S3Pvac epitopcs simullancously 00 BLS. 
Experiments are underway to explore this possibility 4S weU 
as lhe effectiveness of!he BLS-KETcl oral vaccine against 
T. solium under experimental and field conditions. 

5.2. Exprtssi"g ,IIe peptUlrs 0 11 trwlSgen;c papaya 
tmbriogtnic cal/¡,s: a 1Ie'W Otltigell delive1)' sysltm 

The anti--<:ysticercosis peplides (KETc7. KETcl .6His 
and KETI2.6His) were successfully exprcsscd in transo 
genic ernbriogenic papaya clones. a novel biotochnologic..'ll 
upproach that off ees a new nlleOl.3live f ()f inexpensi ve produc
tion nnd oral delivery. The voceine peptides were expressed 
from transgenes slably incorporated jnto a host plant's 
nuc1e.v genome. via particle bombardment. Severol immuoo
genie and proleclive clones were idenlified usiog the murine 
experimental model of cyslicercosis. Complete protcction 
wa! induced by subcut .... noous immuni7111ion wilh sorne of 
the embriogenic papaya clones in up lo 90% of thc ¡mmu· 
nized miee, higher than IMt expecttd using the respective 
synlhetíc peptides. lllese resuUs point lo the poIenLial use
fulness of this new version of the anti·cysticercosis vaccioe. 
1be exprcssed antigen can be administered without thc nced 
of additional purific3tion and is appropri.'lle for capsule foro 
mulation. which could be eru;i1y mued wilh the pigs' food 
pellets for oral delivery [44] . 

6. Tbe me(hanisms or SJPl':lC protection 

It is largely assumed that the mechanisms of prOlecÜon 
eliciled by pig vnccinalion againsl T. solium are those of 
acquired immunity and of me inH:unmatory process. The 
Cew exisling results in porcine cysticercosis show !hat both 
map mechanisms are prob."\bly involved io the protective 
resporue provoked by \'3Ccinalion. S3Pvac \'8CCinaled pigs 
do indeed make anlibodies tMl rext wilh the peptides of 
lhe v8l:dne and wilh lhe parasile's protein antigens [30]. 
likewise. the vBccinated pigs' periphera! mononucJear cells 
show specific increased cellular pro lifemtion and elevated 
produclion oC inflamnmlory cytok-ioes C1L-2 and IFNl) [30]. 
There are also signs that lhe 'lXCine peptides exhibit adju
vanl properties probably invol\'ing in8amm310f)' mediation 
[75]. When the vaecioe peptides areexpressed in filamentous 
ptu:ages (PhagcCistiVac). the immunized pigs respond wilh a 
mixed ThlfTh2 immune response and their PBMCs exhibit a 
peptidelantigen-specilic prolifcrative response in vitro. a10ng 
wilb IFN'Y and lL-4 production 146]. 

The precise molecular or ccllul.'lf mechnnisms by which 
the immune respoose injures the parasile are ROl. clear yeL 
'There is ti general and loogslanding consensus Ihnt Ihe early 
stages of metacestroe rutd onchosphere development of var
iom taeniid species are the most vulnerable to polyc1onal 
antibody attock (presumably with lhe aid of complement), 
whilst fuUy deveJoped metacestodes are eithet not damaged 
by these antitxxiies [761 or evade their hannful effects by a 
number of mechanisms (77). More recenl research in exper
imental pig cysticercosis has shown the liabilily of early 
cysticerci Ihar develop after challenge of pigs wilh eggs 167J. 
Masl de\'eloping cyslicerci are found dead aner 12 months 
of infection (78) nod their destruction mte holds a positi\'e 
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correlation wilh anlibody levels .lnd with the appcarunce 
of cosinophils surrounding the pnrasite, followed by othcr 
inftrunmatory celLs [79].1t Ihus seems Ihat killing of lhe para· 
site involves immIDle and inflrurunnlory processes. Moreover, 
it has :also been found Ihat antibodies do 00l have to necessar· 
ily kili the cystieerci to playa significanl role in cysticcrcus 
biology: preincubatioo of r soliut// cysticerci with mouse or 
pig; anti--GKI antibodies cripplcs their eapacity lO lransform 
ioto intestina l lapeworms when placed in tbe inteslines of 
ham~crs [29,30J, 

Along their developmeol in the intermediary rost cys· 
ticerci rnay express epilopes wilh which specific anlibodies 
may reael and interfere v.11h their proper pbysiological fune
tion, tbus limi ling thcir lransmission dynamics by blocking 
lheir way ioto adult egg-producing tapeworms [29]. This 
aolibody-mediated restriclion of lile lapeworm sl:'ge develQlr 
menl may :ldd 10 the undersLlnding of why there nreso many 
cyslicerci and sueh few wpewonns in endcmic area,'i [80]. 

7. Concludiog renulrks 

Thc anti--cysticercosis vaccincs based on the pcptidcs 
KETc7. GKl , KETcl and KETc l2 are ready fOl wide and 
sU.'ilained applicalion because Ihey llave met with the fol· 
lowing r~ui re m en t s: (a) Ihe peptides are present in a ll 
de\'clopmenl lll stages of r solium: (b) all \'crsiOl1s induce 
effective protection in experimental conditions; (e) S3Pvac 
and Phagt.·CisliVac protcct rustic pigs againsl nalural infee
lion in highly endemic areas: (d) PhageCisliVac's cos l of 
produclion i~ low (USS O. 25 per doseJpig); (e) Ihe COSI and 
logistic difficult"ies invoh'ed in nat ionwide vaccine adlllinis
trJtion m:ly be significantly lowered by oral ooministration of 
BLS-KErc J, which has been showll to induce protection in 
mice: (f) lhe succcssful expression of lhe vaccinc's peptides 
by trnnsgenic embriogenic papaya clones and their efficacy 
in inducing protection in mice conncclS tbese vlK.'Cincs with 
\he high expectations of novel biolechnological solutions to 
vaccinc production and dclivcry. 
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Further evaluat ion of the synthetic peptide vaccine 
S3Pvac against Taenia solium cysticercosis In plgs In an 
endemic town of Mexico 

E. se l U TTO~, j. MORALES', J. J.l\·IARTi NEZ', A. TOLEDO\ M. N. VILLALODOS I
, 

C. CRUZ -REY) LLA 1, G.l\-1 ENESES', M. HER NÁN DEZ' , A. OiAZ', L. F. RODARTE1
, 

G. AC EIlOl, G. GEVORKIANt, K. !\¡fA NOUTC HARIA N' , J. Pl\NJAG VA', G . FRAGOSO" 
A. F'LE U RY', R. LARRALDE' , A. S. DE ALUjA'ondC. LARRALDEI 

1 /r"titulO d I' Int:enigann"n BiomhliclU. Unro,rlidaJ Nocional A"tónoma.1e II1b:iro, AP 70118, Ciu.lod U n;1-ersiUrrio , 
04510 Mi:cico, D .F. M ixico 
I Farultad I/~ 1\1e(lic;'1n Vrltn'"aria .v ZOl:1 I ~ fln · () . U "i llel'lidad NadottD/ ;lutÓlIQIJIQ de JHéxico, Ci,rui ,o de U, ¡nfJeJ tigncion 
C¡""lifo'a, Cj,"JIlII Unjl'l!rsi,nria , 045 JO !"Ib d ro. D .F . iU hnco 
• IrlltiWIO N.,rü.mal de N m,n/ogil/)' N~lrfKirugia, InJU r6li!rrtcI Sur 38n, Col. LtU Fan/m, 14269 ,\1bticn, D .F . lU ixicf> 
·LA bo rm o ,.;~ Si/tmes, ARIo", # l .1lJ4, Col . Dt-I Vallt, M i .nco, D .F . . M Ccim 
I Ctntro tk b n."t"..Jligod611 Bio",Mico l le- O,.jn" .. , lmt;1I110 . <\1~ xico " o d<-t S~gl 'ro Socia l, Pueblo, M h;~o 

SUMMARY 

Tot71ialOlill'" e)"'J,iccrcQlii, is a parltll iti.: discalIe fl"f:quallly dfeetin~ human hc:alth a nd the pig industr)' in many de,'Cloping 
rountriC:J. A s)'mhetic peptide , · pcc . int ~ « k:s iijnaled S) P\ ~ l e ) againsc porcine (;") .. lieerc~i, h.., been de\'c!oped p"-'\' iously 
as Wl aid 10 inlerrupt Ir Wl ¡¡ m i ~iun ~md h all beco shown to be effcCl¡"'·e. 'me result lil of lhe pre ~e nc f¡ ludy suppon Ihe 
eH"«:Ci,.COClilI of me "aocine: um l ~ r en de mic ficld eonditions. I-Iowcver, ¡iven the rimc·frame of the \'oceinalion trial, no 
changel in lhe kx:al l~ ' clJ; of mm ¡;rn iSll ion \n' n:' del l.'"C tBblc beforc und aftet" \'acci nation uling 5CfHinel pigs. Thu" Ihis 
inY('Sligation .how$ lh<e l im ited usefulncu o f si n¡¡lC' \-:JIC'Cina tio n as thC$OkmealU of interrupting Ttunia lo/íllm transmission 
in an cn.::! t:rnic region. 

KC'y worda : 7'at>nio SO!illlfl, c)"sti.:crcosi1'l, con trol , \lIccin:ltion, field evalu-,ion . 

I !"'T k O D UCT I ON 

T a~ " it , SQ};um taeni9.!tis/cyt!lt iccrcosis is íl mujor 
parasilic d isease .of humans andj or pi g:s which 
scriously aR"ccts hwnan health and the economy in 
de\.eloping (.·ount ries in Latin Amcrica. ,\ siu Itnd 
Afri ca (Sciutto el a l . 2000; enrabin el al. 2006), As ir 
is progressivcly bcing n!cognizcu as a h oy diseusc 
(Boa el al. 2003 ; Phiri el al. 2003), the dC\'e!opmcm 
of more. effect ivt! conlral m efiSlItes agnin sr C)'sti
cerc.osis i8 nceded. As an adju nc t ro other m ell3ures, 
the \'uccinalion o f p ig!t "gajns! q 'sticercosis promises 
to be a useful prcve nl ati\'c und control 1001 , becausc 
ofthe ro le ,hal pigs play in the life-cycle oC T . SOlifllll 

and the life -uyles of rural ¡)Copie in cndcmic regio ns 
(Sciutto el aJo 2000) . Vuccination of the porci ne 
(inlenned iate) h05t cou ld redu ce or eliminale the 
lransmiss io n ro human ~ (dcfiniti,tc Ilnd acddenlul 

• CorR':$ponding 8ulhor : Departllmt!nto de In mllnologi:l. 
InSlituto de In vest igaciones Biomédicas, Uni\·t rsid:td 
Nacionul Aut6noma de Mh ico, A .J>. 70228, Ciud:K.I 
Uni"ersitaria, 0 .. 5 10 M éxico, D .F . M exico. Te! : +5235 
3622 31S). Fax : + 52555(.223369. E. mail : cddll@}scf\; do r. 
unanl.nu: 

intermediate host) , thus decreasing th e eswiron
rn~nta l oont am ination wi,h T . J;Qlif¡tII eggs and 
diminishing t h ~ impllct of transmiss ion and disease, 
particularly neurocystic('rcosis in hUnlllns (l-1uerhl 
ti 01. 2001; González el al. 2005). 

Various ""ho le 01" subunit vlccine candidatc. wilh 
promising protective effecu Ilgairu. [ porcine cysli. 
cercoais ha,.c beco reponed, but the ir efTecli\'eness 
has bcen assesst.-d rnostly expe rimentally rather than 
undcr complex fie ld conditions (Nnscimento '1 0.1. 
1995; MoHnan el al. 1997; Plancarte el al. t 999; Cai 
el al. 2001 ; Wang el al. 2003; fli sser el al. 2004 ; 
Manoutcharian et al. 2004; Gonzalcz el al. 20(5), 
Such a vllccinc requircs testing in local brcccl!s ofpigs, 
reared underextcnsi\'c (frce-range) cQ'nditions, being 
exposed 10 Camine, stress and various disL'8Se& other 
tha n cysticerco:4is. Re,,--ently, a vaccine m protecl 
against porcine cysricercosis. based on 3 s)'nthe.tic. 
peprides (des ignated S3Pvac) prescnt in al! Slages of 
developmenl of T . solium, was dcveloped nnd shown 
10 be effccti\'e in mice ogainst Tae,,;(I crassiups (sce 
Toledoet uf. 1999, 2001) and in pigs agamst T . so/tum 
(see Manoutcharian el 0.1.1996 ; Huerta d al. 2001), 
lts prOfective capacity (50% reduction in prevalence 
le \'els and 98 % reduction of int ensi t y o f infeetion) 

PQrlJlitOÚJD(lOO1), 134. 129-Ul e 2006 C.mbrid¡,:e Univenity Prcs. 
doi:10.101'/SOOl ll 820060011J2 I'rinted in the Unit«! Kingdom 
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1-:. $c¡"tto oml ntJMr7 t 30 

T able l . PercentNgc of free-unge pigs with c~'8l ic e r cos i !l indudcd in Ihe \"acci n ation trial in the town of 
Cuentepec in :\'Ie:o.: ico 

(PriOf' 10 lhe "ftCC inafion tr ial, sentinel pigA (Group 5 t ) ",ere random1y scleC'lcd and (:>:amined for CY!l ti cerci (c)'us). Tbe 
\"accination Irial induded pigs which were oorninistered IIX" ,tdju"an t suponin (C roop VO), and Pitls which were irUected 
on~ (Gruup VI) ur twicc (Group \/2) with 831" "l' in saponi n ¡¡ud lhen I'xlUllinl-d for C)'li1S 4-8 momhtl later. T ... 'U 

:tt.Iditional oaminations for cysl$ in M:ntinel p Íj:s ",ere po:rfom,ed 8 (Group 52) and 22 (Croup 53) months alter lhe 
termination of lhe v3ccimu ion tr ipl,) 

No. ofpigs wilh 
Dale of il\5pC'clion C)'51icerci/ totul no. 

CTC)!.lp for C)~t~n::i by of pigs examined 
ofpigs Group d~.:ription tongut' ex:uni nal iOIl ( ~ with o::ysticcrcosis) 

SI Smlind; prio r Te, "ACcinatio n Apri"'!\la)' 2001 4/ 29 ( 13,8) 
8/ 29 (27-6)" 

VO Saponi n June-Octobe r 2001 2/ 20 (10'0) 
VI S31',;¡c (l dOflc) + S:lponin Ju ne-<ktobc r 2001 2/48 (4,2) 
\'2 S3I',"8c (2 d08es)+Saponin Ju~, ohu 2001 J/98 (J- J) 
S2 Smt incl ; ufrcr voccinalion July 2002 
SJ Smtinel; :"te r "occimuion $eplember 200) 

" Alsocxamincd for cy:n~ b) · ll c~rops)'. 

\\,8.." demonstrated against natura lly-acquired c)'ui
cercOlJis in piglct~ fret!-ranging in Tepetzir..:inlia. 
Puebla, Me:o.:ico (Huerta et al.l001). 

1'0 be broadl y applicllblc. a \-'IU . .'c ine against cyfi ti
cercosis shou ld also b e effccti\'e unde r a variery of 
conditions in which thc d iseilse occurs naturally and 
under differcnt trunsmiss ionfinfection pressures . 
For thi s reMon, the vüccine S3PV8C \Vas asscssed in 
Cuemepcc (Morc los), a densel)' popu1:uoo rural 
town in Mexico ",ith a high prc\1l lence oí porcine 
cystiL-ercosis (Morales f!l ,d. 2002). ThiM town dilTcni 
significantly in socio-economic, culturol and climat;c 
chítraclcristica from Tepclzitt.in lla (ej. :\'lorales, 
2003) in which thís vllccíne WIIS t'C¡;¡U .. '<Í pre\' iousIy 
(Huerta el 01. 200 1). 

MATERIAI.S AND M t;TH O DS 

TJt~ syntllelic ~pli.de fJoccine, SJi>vnc 

The S3P\'3c vaccint! consísts oí lhe following 
syntheticpeptides : GK l (aminoacids [ua]: (GYY\'
P80PNTFYAPPYSA): KETc l (AP:\1STPSATS. 
VRG) and KETc12 (GNLLLSCLG). ~ n, e peptides 
were preparcd (."ommcrcilllly (Invitrogcn Corpor
ation). Each of t hese peptides was mown ro be 95 "" 
pure, ~,sed on aOll lysis \Js;ng high-pressure liquid 
chromatography employing analytical CIS re\"eru
phase col\lmns (3·9x150nm;· De.lla Park , W ll ters) . 
The aa sequence of each peptide was vcrified by 
protein sequencing using n pul.sed Iiquid·pI\85e 
scquencer (Appl icd Biosystems). Each dase of 
vaccine per pig comprised 250118 of eoch of the 
pcptidcs KETc l , KET cl2 and GKl as weJl a."1 
saponin (500 Ilg). T'he vaccinc was srored at 4 ~ C. 

CQmmllnil)' ¡ef~c ted as li,e stlldy n"" 

Cuentepec, Tcmixco, in I.he Statc o( l\'lorelos, 
!\1éxico, "'as sclcctcd bccause the cpiden\iological 

N /lOO ( 12·0) 

'/'" ( 16,0) 

conditions in this town fa\'our the rransmission oí 
T . sofillm. In this I.own, thcre are (i) R high prc\'alence 
of porcine cy¡;¡ticcrcosis (Morales ~ I al. 2002), ( ii) 
def:lccation by hum:1nS in open latrines, (iii) open
mnge pig rearing, (i\l) extensive domestic s laugh. 
tering of pig!l and 10<:.'1 1 coMumption of uninspected 
and cY81iccrco tic pork (Morales el al . 2002; Morales, 
2003; Fleury el al. 2006) . .'\1130, Cuentepec ditfers 
from the $ite of the previous tria l of \"accine S3Pvac 
(Huerta ~t .. ,l. 200 1) in that jt is le8:5 íso lated socia)))', 
more dcnsd y populated and repr~nts a more 
humid. tcmpcratc and futile rural Brea (http:// 
www.cIOl1l1.gob .mx/ workftcmplatu./cnciclo/m{)reI0$/ 
Municipios/ l iO I 8a.htm). 

StlJ'1H')"S 01 cysl;cercQ¡¡;S i" Jtmf;"eJ pigs hefou 
a"d ufur t¡otúnaúo" 

'Scnt inel pigs' (7- 12 months of agc; both sexes) 
from Cuen tepec, l iv ing under the same conditions as 
those ínc1uded in the "uccination t na l, \Vere ran
dom ly sclected and inspecled for cystícercosjs before 
and afler Ihe Iris1. Prio r to the \'ilccination trial 
(April-l\<lay. 20(1)" 29 sentinel pigs we re staughlered 
and cxa mincd for c)'s ticcrcosis by t ongue inspection 
and b y who le-body necropsy. accoroing to lhe 
procedures descr ibed elsewhere (GoflZllle:z el 01. 
1900). After the tcrmínatíon of the vaccination trial 
in October 200 1,2 ot her e'1lluations of cysticercosis 
in st'ntincl pigs (Groups S2 and 83) were conducted 
by tongue inspcction (200 pigs in JuIy 2002, Bnd 
50 differcnt pi gs in September 20(3) (¡ce Table 1). 

VaccirratiOIl tn'al 

A lotal oí 476¡) ig le t8 Ihat had reached approximately 
2 monda of age in lhe periad belween June and 
OCl'Ober or 2001 WCI'C considercd for inclusion in !he 
study. U lt imawly, 381 piglets (80%) ",ere included; 
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the other 95 belonged 10 OW nl'rs ",ho refu sc d fO 
pro\' ide pigs for the tria!' Each piglet inc1uded was 
t3ggcd with a m icrochip , and i ts scx and itll owncr's 
TUrne and oddres .... were recorded. Pigs werc fir s t 
injectcd (subcutancously at lhe bnse o f an ear) nt 2 
months uf age. The follo wing grou¡>s of t.'Ont rol and 
\'accinated piglets were fomlCd: Group VO, I control 
pig in cvery 2 l itte.rs rt'a'ivcd ~Ilponin alone (n-32): 
Group VI, 1 p iglet froln each l itter rccei\'oo 1 dose o f 
the S3 ~ ' ac \"accine al (11 = 95); Group V2, the rest o f 
the piglcu (n = 254) rccei"ed 2 doses of S3J>V8C (the 
second injection was givcn 1 m onth after !he !irst). 

[)iagllosi.J of cystiurcos;s;" pigs 

T'he d iog nosis of porcine cyst icercos is was conducted 
in I:ioo by tongue inllpecl;ofl for subepilhclial t.")·s ts. 
This is considered the m ost p r.tC1ica l method 8vl1il
able: il achieves a $cnsitivity of 25-75 %. and a 
specificiry of up 10 100% (V¡ljoen, 19]7 ; Gon7'.ltlez 
d al. 1990; Sciutlo t!l al. 1998). Diagnosis was. 
perfomled 4-8 momhs Ilftcr lh e tcmlÍn ation of the 

. \'3cci natio n tr ia l. bec.'lu tIC, in r u r.d comnlUllities, 
mos t piga are consumed or 80ld a l 7-12 monlha of 
age. If pigs ",ere found 10 be cysticercOlic, their 
OWheTS \,'ere infonned ¡¡bou r the diagnoslic fmding 
and adviaed no t tO consume u ncooked pork 0 1' sel! 
infecled pigs. 

QuatWmwl're 

Twice during thestud y, in Sepl,ember 1000 and May 
2001. owners \\'ere asked to aoswCT a questio nnaire 
designed 10 "rack' pO !l~ iblc c h anga! in factors 
aff'ecting the pre\'alence of porcine l!ysticercos is in 
!he community (e.g., go\'c mmcntally implemcmed 
trelltmcnt programmC8 of h umans, or lhe exch ange 
of healthy for sick pigs) o r to its estimalion (c.g., 
bi ascd ~ I e of diseased pigs, s laugh tcr or consump
tion vf cysticcrco tic or \'flcci nilt cd pi gs). 

Staúsf;cal anafyns 

Data wcre prQC('ssoo in Ex(.'C1 7.0 (Microsoft). 
Statistical ana lyses were performed us ing the 
Instat Soft ware Progrom (GraphPad, San Diego. 
California), EPIlNFO 6.0 (eDe Ad anta , Georgia, 
2002). The F isher's exact t'est was used (95 % CO Il~ 

fidence Ic"cI), 

RESU LTS 

The percentages of sentinel p iga detected to be 
cysticercotic by longue inspcction were 13,8 ,"0 
(April-May. 2001, Group S I) , 12% (July 2002, 
Croup 52) and 16% (Septcm ber 2003, Group S3) 
(Table 1); the differcnccslx: tween thcse percentagcs 
were not s lati stically signific:lI1t. The estimate o f 
porcine c ys ticeroosis b y nccropsy in lhe- senrincl pig 

13 . 

group S I \Vas 27 '6 %, wh ich is signiticantl)' greate-r 
than that cstimated by tongue inspcclion in the S:1Ole 
pig$ ( 13 '8 %) ; t h us, tongue inspccl ion lmd a sensi
tivit)' of 50% compared with that o f nccropsy (data 
not sOOwn). 

The "Ilcc in ation tria! ineluded 381 piglet!l. 166 
(44 "') of which \Vere T'Cco"cred 4-8 months larer. 
at the time o f inspection , wherCíul 215 (56%) \Ve re 
reported to be sold or mi ss ing by their owner$. 
Table I show! lhe pcrcentage8 of p igs with c)'sli 
ccrcogis ¡ne luded in the \'3cc:.ination tria!' In Group 
VO. 2/20 ( 10 %) pigs were found to be infectcd , 
whereas 4 ·2 % (2/48) and 3' 1 % (3/98) were foulld 10 

be infected in Gro ups VI a nd V2 , respecfi\·e1 y. 
There was no stans lical dilfe rellce in the percentage 
of cysticercolic piKH between Croupli VI and V2 
(P >O·05). \ Vhen pooled, the p e rcentage of cyst i
ceroofic pi gs in the vaccinnted groups (Y I and V2) 
was ] ' 4% (5/ 146). Although the percentll ge of c)'s ti
ceroolic pigs \Vas leS! than 50% of that of Ihe s:lponin 
grou p {VOl, s tatist ical analysis did nOI support a 
s igni fican t dilTere n ce bctln:cn thl.:m, likely to h e due 
t O l he difference in samplc sizcs (P- 0' 2; OH - O'3 I , 
el (0-05-1 '76]) . H owe\'cr , th e 3·4% (for cystici' r
oolic, \'Clccinllted pigs) was sig nifican tly difTereOl 
from the perccn tage of CySl icerco tic S<'ntinel pigs 
in Groups S I , S2, and S], before or after the \'acci
nation t r ia l (Table 1). 

DISCUSSION 

'The results from this f1e ld t r ia l carricd out in the 
rural lo \\'n o f Cuen tepec, lVlexico, support Ihe pro
tective effcc t of rhe vaccine S3P\'ac againsl pordne 
cy:nicercosis rcporlcd prev io u s ly for lhe end emi<: 
, 'illage of T ep etzi tzintlll (Huerta d a l . 2001), despil(, 
significant cpideOliologka l, ecologic:.al and social 
differences b e twecn the two vi ll ages . 

The percenlagc of cysticcrcotic pigs found in the 
different gro ups of sen tincl pigs, before and after 
the \'accination s tudy, did nQt c hunge sign;ficantly. 
The apparent stahility of the preva lence in sentinc1 
pigs from the same town suggcsts thal a single 
\'3ccinatlon is not sufficicnt lO dccrease th~ impact 
o f T. $Olim" t raosmi ss ion ai: the communiry level, 
possibly hecause the number o f human carriers o ( 
aduh T. solium u nder lhe local, rura l l ife-style is n ot 
affectoo in such a shon a time-frame of diminished 
cyslicercus suppl-y. ThllS, the benefic ial efreets o( 
\'accinating piga ma)' be obscured on a larger scale if 
oth er risk factou f\:l1llIin unchanged (i.e. the t a pc~ 

woons' long l ife-span Bssures r eady transmissioJl 
of infective eggs tO a new generation of nai\'e pigs). 
This resembles the s ituntitm that exist5 for Taenia 
&r:u, Ta ~ ,,;a lIydotighlQ and & h j,lbwuIl18ra1rulosll$ 
control programmes for wh ich. afler toorough 
Iherupeutic intcr"ention, levels of cysli cercosis in 
sheep are promptl y re-csltlb lishcd throllgh the p e r ~ 

s is lence or ne\\' arriva l of dogs infectcd with adu lt 
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worms (tj. Cemmell, 1978 ; Cabrerfll!l al. 2002). '11)(' 
time lag betwcen a rt.>duclion in thc pre\"alelKe of 
porcine c)"stice rcosis IInd lhe prc wtl....'11ct: of human 
carriers of aduh T. solium may impact on the use
fulnes! of vaccination in con trollin g or preventing 
lhis disease, ir nOI suslainetJ. Also, there is 11 need 
for a simuhancous implemcntlllion of olher trn.lISUrt.'!j: 

in control progranllnea secking 10 rap idly and 
thoroughly imcrrupt transmission; thcse indude 
specific and general health educa tionaJ programmes , 
the eliminlltion of humon earriers of aduh 1'. so/ium 
in Ihe eommuniry, encouragemcnt of contined (in
door) inslead of free-range pig farming, imprO\·e_ 
menl of pork inspection and cooking methods, 
discouragemen l of lhe sale of c)' $ticercotic pigs 10 
traffickers, etc. 

Notwithslanding the;r \..'OIll I>JiCtuions (COSIS, 

Jabour inlcnsivencss and Joss of pigs) and Ihe im
precision of tongue inspection for cysticercosis, t1e.ld 
te':ling of vaccines againsl cysl icercosis is crilica J 
in lhe e\'ol uation of lhe;r Irue effcctivcness and UlIC

fulness.1'o be applicable, a vaccine must be effcc
tive not on ly under clo:pcrimentnl conditions but, 
importantly, must be dft:-cti,·e in the div('Ne and 
changing n:uurlll oondilions of trnnsmission. The 
factors ¡nvolved in Ihe IlIlter siruation lire comple..x 
ond indude mixcd pig brecds, variable exposure 10 

T. soli,un marerial from Ihe env ironmenl, possible 
seasonal changcs in Jeve ls of Iran!!mission, \"ariab le 
pigs' henlth s t lltus, stress due 10 famine and \"3rious 
infectious and non-infcctious diseascs. and Ihe 
different Ji fe-seyles Bnd migration pattems linked 10 
me human p opuhnion. Clearly, much more work 
i$ required 10 optimil.e prevention anJ control 
prograrnme;s invol v ing \,ltccination I'Igainst porcine 
eysl icercosis in endemic arcas. 
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In st.1rth or~dueing v.acont: product iOn costs' . .J tt:«Imbir'\.Jnt 1\113 ph.lgt: VffSion oftht .Jnfi-cystictrcosis 
rripeoplidt v.Jccioe (S3PvoK) wu df"Vtloped. Tht trticacy of S3Pv.Je-Ph-St vs. pl~bo W.JS N.JIU.Jtt'd In.J 
r .J nd omiZ~ tri;¡JI ,h.Jt indudrd 1047 rur.J1 pigs in 16 villagts of Centr.J1 Mtxico. Tbrtt ro ftVt montbs 
.Jf[tr v.Jccin.Jtioo 530 pigs wtrr tnmint"d by rongllt inspt:etiOn. Al S-V months of .lIt. 331 pigS (197 
\'ol« i l\ol l ~ 134 controls) wert inspteltd .lt ntcropsy. V.KrillJtion rtductd 70% tht !rPquency of tongut 
cysrirerrosis ¡¡nd. ~d 00 nKropsy. 54% of muscle-cystiCfrcosis and by B7t lhe oumber of cysr.iCfrd. 

v~ .... 
llItnfo sot/u,. cysliCHCOSls 

"'","" 

1. Introdurtlon 

Tatnla solium CYSlicerrosls slill affe1:ts hum.Jns .Jnd rusric pig.s 
living in M~ico (1-3] aOO io sevtr.d othtr dtvtloping counrri t"s 
of udn Arntrica. Asia .Jnd Africa (4-6] • .JS wtll as in th~ caun
triri of desfiny of thtir migrant workers 17-9]. Al~it tr.1nsitori ly 
effe.ctivt in foC.1l situaríons. rraditlon.11 measures [O conrrol cys
ticercosis tran smission (i.e .. health edOQtlon, sanilatio n. mt.Jt 
inspKtion. ... ) are impr;¡,ctiC.Jl ro apply In Ihe I.Jrgt su.le and long 
~ou¡h lO ehan¡e tht ronditions that support p,u.Jsite tr.nsmis
sion (10]. Hopes of qulcker. more gener;¡,1 ;¡,nd I.Jstlng solutlons,lIe 
in thedevelopment ofseveral technologically based . pproat'hes ro 
control tbt endemia, whllt the definil ive soludon of sod.tI devtl
opment fi n.J 11y comes (11). Rtsearch for better and less coslly 
diagnoslic .1 nd ther.1peutic .Jgents and protocols is nowadays get
ting sorne attemion 112-141. And so is [he developmenr o f an 

AIltrtvlotfons: ma. months: VI, Vl'fSUS. 

• corrtlipondil1& OIlItbor. nI.: <i2 ss 562231S): r.1l11:: .S2 ss 56223369-
E-maf addrns: ntd~lYIdor.urwm . mx (E. Sduuo). 

0264-4lOX/$. _ fronl millltf C200II E1sev1et Ud.. Al! n¡hts r~ 
doi: lD.lO lffj.VXdlK'.2008-03.a42 

0 2008 Elsevltr Ud. A11 rights n!1nnd. 

effwíve vaccine .1g;linst p orcin~ cysticerrosis. one thar COlO mffi 
with the eondi tio nsoflowcost and f~ asi ble applk.1 tion lO the miJ.. 
lions of practically ft:ral pigs exposed to .Jcqui~ cysticerc:osis in 
impoverished n.Jtions (151. 

The r.1tion.Jle forvaccin.Jtion of.p igs rocumilTs,,'lum tr.m.smis- . 
sion rests o n the expKtation tb,ar reducing tht number o rinfected 
pigs andl or their load ofmelacestodes would le.Jd to;¡, decre.J~ in 
tht number or vlOIbílity of pig's cystlcerci . nd thus to;¡, reduction in 
the number or adult taptWOrms. t he stagt: of tbt parasitt with lhe 
hightst potencial of spreading the ¡n rection (lO]. 

In pursuit o f sueh goal we first developed .Jnd sua:essfully 
tested in the tield the .mti-cyslicercosis S3Pv.Je synthetic vaoone 
eomposed by the prottctrvt peptides KETcl1. KETc1 .1nd the GKl 
derived from the KETc7 (16]. However. the hu~ costs of sy~ 
thetk peptide technology malee S3Pvac production unaffordable 
in tht nU$Sive a mounts needed by nation-widt and sustained 
pig v.Jcclnarion prog,rams in the weak tconomies of endemic 
eountdes. Recomblnant phagt technolog,y offtrtd ro cut down 
eosts. S3Pvac ~c ombÍltélnlly txpressed in M13 filamtntous ph..1~ 
(S3Pvac- Ph.1ge) Mhibittd high levels of prottction .Jg.linst pig 
cyst:ictrrosis uncltr txptrimenul eonditions 1171. Howevtr. w~n 
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approxhing natural infK1ions we rE'.l lized thClt expt'fimentCltion 
in pigsunderrontrolled IClboratoryconditions could hardly imit;lte 
th~ n,;¡twal pressure:s of cysticercosis tr,;¡nsmission. The diwrsity o( 
genmc~kgroundsofthe rural pigs, their me,;¡gre die1s, their lif~· 
longcontinuous exposure te varied numbers of eggs eoming from 
V.lrious upeworms .lnd me inevitable energy cosn from rhe con
eomitantstressofliving in thewild 118) could all leold ro unreliable 
eonclusions. lhe vacdne had to be teste<! under n.ltural conditions 
of transmission and in the genetic type .;md lifestyles of [he pigs 
exposed ro infection (19J. 

Here, we inform of che effie,;¡cy of this novel volecine e,;¡ndid,lte 
(S3Pvac-Ph.lge) tesrecl againsr rtarurally acqui red pig cysticerco
sis in 16 rur,¡¡l eommunities of -Sierra de Huautla'" in rhe St,;¡te of 
Morelos, Mexico. The findings support rhe usefulnes.s ofthis new, 
effK1ivt ,¡¡nd inexpcnsive anti-cystkercosis v;Kcine. 

2. M.atttl.als ;md merh ods 

2.1. ( onsrrucrfon olrt'Combinonr 53Pvoc- Phage 

Fourdifferenr pepride-phage recomblnClnts were prep.u·ed : ( 1) 
from Tocrlía aClSsiCl'ps96 ,¡¡,¡¡ long antigen KETc7 (FK7)( M,¡noutch,¡¡r
¡,¡¡n te 011 .. 1996) and (2) KETe7-denved peptide GK1 (FGK1 ) (ail 
69-95. GYYYPSOPNTFYAPPr'SA); (3 ) the T. crass!Cf'ps rtCombin.ant 
.mtigtn-derived peptides KITcl (APMSTPSATSVRG) (FKETci ) .md 
(4) KETe12 (GNLLLSCLG) (FKETeI2) (16). They were,¡¡1I expr~ ss ed 

on rhe ph,¡ge surfxe by cloning lhe corresponding ONA (r,¡¡gments 
in ph;age/phagemid vectors as previously reported (17). 

The lig,uion mixtures o(lhe rtcombi nolnt pholgemids FK7, FGK I 
and FKETcJ2 (fu.s.ed rhe foreign peprides ro Mil cpV1l1) were 
rescued ;md amplified by suptrinfection with M13K07 helper 
ph,¡¡g~ (Invitregen) from trClnsformed Esdlerichia coti TG-l eells as 
described previously (20J. KETel was cloned intothe M13KE ph.age 
vector and rhe rec:ombin,¡¡nt phag~ clone f1(ETcl W<lS olmplified 
by ¡nfecring Te-I eell5 .liS describ.d elsewhere 120). Recombin.1nr 
pholgemlds/ph.age p,¡¡rticles ~re recoverE'd from rhe supemants o( 
the cult\lrn at 1012 ro 1014 puticles per mi ilnd in,¡¡ctlvat~d and 
sterilized by ,¡¡utoclilVC dunng 30 min at 121 oc. Each pig-dose of 
theS3Pv,¡¡e-Phagev.x:dnecontolined.i n " total volumeo(2 mi. 1012 

formalde:hyde-he.at inacnvilted phage particJes of each oC rhe four 
different recombin,¡¡nt ph,¡¡ge p,¡¡rt icles. 

2.2. Design 01 mí! vocrine erial 

The objective of this work WolS ro eV,¡¡!u.lte rhe effic.acy of rhe 
S3Pv,¡¡c-Ph.i1ge vacdne on I'eill conditions of use: thn ¡s. on piglets 
usu,¡¡lIy encoun~ed in rural communities of Mexico. The v.edne 
rri,¡ll,¡¡skd from April2004 ro July 2006. The procedure:s,¡¡nd exper
iments ~portrd herein w~re conducttd according to the principies 
set forth by the Mexic.ln Ethic.al Committce for the c~ ,¡¡nd use of 
filnn .animals. 

23. Srlf.'Ctton o{ ruro! areo and comrmmitiN 

Tht rurill are,¡ selected for the vacdnation trl,¡¡J (Sleru de 
Hu,¡¡url.l, Morelos.. IOCOllized in me south of rhe st,¡¡te ~n coor
diniltH 18- 20' and ISo 31' nonh .lltitude .ólnd 98" 51' .md 98'> 
53' west longitudinill) ~ immediately bdore bren shown w.u 
endrmic for porcine cystlceroosis. About ,¡ ye,¡r before surting the 
vilCd nolliOll program, from August 10 Oeeember 2003, tongue cys
ricercosis wu found in 73 (131:) of t he undomly selected 562 
pigs mm Ihe 926 pigs older tholn 3 months living in 13 of rhe 
16 communities p\.1nned to be included. The pigs' 5.Jmplr in rhis 
prevK>Us ,¡¡ssesSrrw!nt of lhe local ~ndem i .ll representrd 62i: of che 
totill popul,¡tion of pigs bred in these eommunities .lit that time, 

T,¡blfl 
BaS!'tine chMo1Clmstks 

i'bctbo{II .... ll) S'31"1rM-PlYF ( ~.626 ) P-Vollue 

.lnn'lOPtbC .. un,U .. D.) lOUU2 3.15.2.34 0.60 
\Wi¡htIn Ir:¡C_ ... s.o.) 1419=':&:28 l<UQ,U.55 0.42 

.sec.II (I ) ..... 191{<C7.0l) 305C .... 71) QS9 ...... 221(52.97) 1l1(5111) 

f4Jli!- c»tr.rion,n es) ,.. 174(17.8a) 2S3(1Z.95) QU 
No 24( 12.12) 52( t7.os} 

Fmw~uwJtion.n ( S) 

"" 11 (4.93) 9(1.10) 0. 19 
No 211{95.a7) )12(97.20) 

W.l1er supplJ 11 (X) 

w'" SO/I9.(lO) 142(22.61) QI4 

"'" 216(SIW&) 356(56..87) 
T.ap-w~l" IOS{2U4) 121(20.45) 

CooIIntmelllll (X) 

""'" 408 (96.91) 602(96.t7) 0.52 

""""" 1l(l.tl9) 24(l.ll} 

Uttlne In ownn's bousebokts." (1) ... 306(72.61) ....1(70A5) Q43 
No 115(71.12) 185(21.55) 

Origin ulpi¡s,It(I) 

""""""" 159(85.27) 538(186..01) Q7I 
,""Iv .. 62( 147) 88(1).92) 

Dtsl1~ulpIgI.n{S) 

Selr-consllmpüon 122(1I.98) 186Cl9..71) Q79 .. ~ .. 299(7102) .. 40(7O.l9) 

Pi¡Im' brftd, 11(%) 
C ... ~ 265{62.95) 365(51.)1) 0.11 

""'" 156{11.(5) 2Iil(4Ui9) 

Clccording lo doilta from the Secret.aría de Desmollo Rural. More
los. 1'1lesr previous flndings documenred active transmission of 
porrine cysticercosis in (he eommun i t~s and (riggered che v.llcci
nacion program which l ~sted fro m Aprll 2004 (O July 2006. This 
progr,¡m lncluded a total of 1047 pigs as shown in T,¡¡ble J. 

T.abk2 
V,¡¡a:lrwtioo rMUced 7 ~ of thr lritded pip d l ~gnosed by loop mptCtion <1 1 7-9 

""""""'''' ConmualJ No ofpip indudftP NDolplgs ¡ns~ 1::r#iDlrfltd P'V 
CouaI V.KCiNtN 

AjudlirlMl 136 IIJ U()f.tS1 .u (1i68) 

~". 141 " 1O.5(l{It) O ((f34) 
DU_ go ,. 21 {l! U} It.I (21 1S) ......... l3l n 7.S(l/«t) O(~:J] ) -. 12 12 «1(1/5) 0(Cl7) Hu_ 

24 • lS(tf4) o (o¡ 5) m_ 
24 lO lO(1J5) 12.5 ( 1/11 ) .....,... 1 1 O o (o¡ 3) 

"'" .. 14 11.l(ft22) 83(1 / 11 ) 

"" ..... 24 " 0(014) O{CV 9) ........ .. .. 10.5{1/19} 10.1 (l!29) 
I¡.u. ..... 158 " 7.6( I/I1J 0 (0119) ..... - .. " ll.l (l/9) 6.l{l / 16) 
~n __ drN.l .. ,.. U(t/ 15) o (Q'19) ....... .. " 9(1111) 5.5 (1/ 18) 
Dv ..... • 7 otO/U O{CV 6 ) 

_ 1 10<7 'lO 1) (29/221»).9 (12/3071 

• ToYIDumbrrof IlCJI lnf«ltd IriSs ofl ..... months 01 .Ind uded lrllht vacdll.ll-
tiDn triill .KCOrdin¡ lo tongllt' Inspection. 

" Nu~ or lnfeclt'd pip/OOf.,)\ numbrrofplp ins pt'CtflJ by ~Kl n s:pK r io n In 
Ibc-cm nol and in lhe- VolCCinJted group In tolCh of tht 16 communilits. 
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Sixteen rural (omnlunities wert" selected from me 25 in the .are.a 
(Table 2). The canditicns which favaur lhe tr.lnsmission oCT. 5D/ium 
were present in .111 communities selected: .1 high prtvJlence of cys
ticerrosis in live pigs (13~;lS cited "hove). oPfn ,lir defecation, 
rustic pig rearing where plgs are allowed to mam free in search of 
food. extensive dornt'Stic pig slaughtering ómd locClI consumpcion 
ofnon-Inspected pork wirh cysticerd. 

2.4. Sratistfcal design 

Considering a vaccine effiCOlCY or 500:," mínimum oC 225 piglets 
in t.Kh v.acdnated .00 control ¡roup would be frqui red for canli
dent statistical infeorences 121,22). In arder to minimize differences 
rt1.ued ro hosts' genede ¡md exposure fxtors, hOllf lhe mem
bers of uch lirter \W.re immun ized with S3PvílC'-Ph;J~ vOK:cine 
desc.ribed ¡¡hove aad h.alf with placebo (s.lline). The .additioncal 
pig of Iitters with odd numbrr oC piglets W~5 vaccinated. lbe 
owners we~ ktpt u~~~s of [he treatment received by exh 
pigs in rhe litter ~nd werr instructed to false Ihe pigs .15 .accus
tomed. 

The response vari.lblrs were: (a) cystlrerrosis prevalence by 
tongue inspection; (b) cysticercosis prevalence al necrops y (lhe 
number of infected pigs with at ¡cast onc parasitr in masscters or 
tongue or diaphragm or hC4llrt/the total number of pigs inspected in 
thegroup); and (e) lhe numberof cyst1ccrcl round In uch individu.a] 

421 allocated placebo 

"01 

pig ca reolSS. macroscopic.ally distinguishing whelher Ihe parasites 
we~ damaged or vesicul.u. 

25 . Pigs ¡"duded in flre sfudy 

For v4llccination, 1127 piglers of 3-4 months of 4llge and app.ar· 
mUy he:althy were eligible for ínclusion. From lhese, 80 wete 
e.xcluded because they were roond to be already positive ror tongue 
cystícerrosis. lbe remaining 1047 neg4lltive for tongue cysticercosis 
wtre included (Fig. 1 l. lbe owners of all piglets included ~eepttd 
lO p4llrticipate in dJr stOOy ómd gave eheir infomled eonsent. !JI 
pigs íncluded were lJbeJled using a numbered microchip fur their 
individu4ll1 identifiearion. 

2.6. Pig.assodufed variables 

lbe sludy recorded fo rueh individu,¡rl pig:4IIge(months), weight 
(kg), and p~aney (yes}no), mOlle and Cemalecastr,¡rtion (yes/no ~ 

age (month s) oC ea strarian. co nfin~men t (loase. tethered ), source or 
animoill drinking water supply (well. river, or t.ap w,¡t~r).latrine In 
theowners' household (yrs{no) and whether it ms positive or neg· 
ative by tongue inspection, The pigs' sex.eastration ,¡nd pregnancy 
status wereverified by vrtr-rinar!,m inspectíon. Prr-gnancy waseon
firmed by che birth of thr pigleu. Pl'egnant SOW'S were slaughtered 
by their owners 2-3 mooths arrer parturition. 

1127 pig!ela 
8sseuedfot 

eligibitity 

Exduded (nzSOl 
Presence of cysticefei in the tongue 

J\JI receiYed a11oca!ed ¡,tervention 

Tongue examination 

n'''' 
310 5 monltls offoUow-yp 

Necropsy 
nz.331 

5 lo 27 rnonths of foIIow-up 

! 
1!t1 IOst to to/Iow up: 

87 due lo MIf eonsu~ 
78 due 10 seIIing 
6 nalUraI death 

27 female for reprodUCtion 

223 analyzed 

! 
IItIost 10 follow-op: 

37 dIJe 10 seIf oonsumplion 
52 due lo selling 

13-4 analyzed 

1 
311 lost 10 foIlow up: 

178 due kl aeH conlumption 
95 due te se{lIng 
4 nalUraI death 

.2 fernale fof reprodUdion 

307 analyzed 

! 
110 Jost lO follow-up: 

.1 due 10 seIf oonsumption 
69 due to se/Ilng 

197 analyzed 

FiJ,. 1. F10w c.b.irt vx<in,,¡llon suIvt)' in 16 MexiGlns commuritin ( Apríl2004--JIlIy2006 ~ 
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2.7. Voa:inotion of plgs 

H .. iIf ohhr plglets in uch litter received twosubcut.neous injec
tions of SlPv"c-l'tuge al 3-4 months of .. ge and 1 monrh I.ter. 
and tht othn h.tlf of the IItter received only S.lline .s placebo, 
When IiUers were composed by an odd number of piglets. the 
.1ddiriof1Ol;l pigs were v.1ccinated, The pigs' .. ge ar vaccinarion (3-4 
months) W,H chosen considering that high mort,;¡lity (up to ~ 
is apec1ed in rural piglets befare 2 months of ,;¡ge (19). The 
SlPvac-Phagt v,lcrioe composrd by rhe four recombin,;¡nt phages 
was autoelaved .1od <ldjusted to 4 )( 1012 ph;¡ge p.¡rticles in 2 mi 
of mediOl conujning 0.051: of formaldl'hydl'. Two millilitres of 
such v.lccint' prepa.r.ltioo were injected subcutaneously al rhe 
bClSe of the pip' ears. The vxcioe w,;¡s m,;¡int,;¡ined ,;¡t 4-10· ( 
untH u~ . Control pigs were each injected w irh 2 mi of 5.1line 
only. 

2.8. Follaw-up of rhe vuronotioll trJal 

The 16communities included in rhis srudy were visited Wt'fkly 
to look mer the pigs incl uded in the tri,}1 ,;¡nd ro identify .my 
modifkation in their localizatlon In the comm\mity or disap
pe',u.1nce due to their seUing or de,;¡th and to determine lheir 
rt'producri~ status. For rhis purpose pigs we rr double--Iabellrd 
using a mkrochip .1od an e,;¡rring th,;¡r permitted rhe visu.1 iden
tification of mase included in th~ volCcin .. tion lriat After 7-9 
months of ~ge (3-5 months after vaccin.ltion). rheir tongues 
wrre inspt'Ctt'd for cystkercosis. At 5-27 months or .. ge. wh"n 
their owntrs slaught~red the pigs far consumprion, cysricerco
sis was diagno~ al necropsy by disseCfing m asset~n . rongur. 
diaphragm. heart and the liver in seólrch of visible cysrkerO by 
making scalpel sUces evel)' half-centiml"tre. lhe numbt"r of cys
ti~rci found in each plg was regisrered and th ~ owneTS Wl"re' 

instructed nO( 10 consume rhe mear if the pig w.u ¡nf('(ted. Di"g
nosis of porcine cysricercosis w.u performed by six thoroughly 
trained Ie<hnkians from Dirección Gcneroll de Ganadería, directly 
supervise<! by one orveterinarians of our reseolrch team. Following 
rhe instructions of lhe veferin.lriClns rhe infected c.trca:sses ~re 
not consumed by rhe owners or were ~trnsively cooked before 
consumed. 

2.9. Slatisticalollalysis 

DatO! were processed in Excel 7.0 (Microsoft). Statistical cal
culatioru W(((' performed uslng the computrr program Statistica 
9 .0 (SratolCorp lP, College StoIrion, USA) and [he st.1t1stical pro
¡rOlm oC EPI-Info, SPSS (SPSS Ine. Chlcago. USA) .lOO SAS 9.1.3 
(SAS Institutt loe .. Cary, USA). Descriptive analyses were based on 
frequendes .lOO percenrages for qualirarive variables aOO means 
.1nd standard deviations for quantir.tWe variables. Comparisons 
were made using rhe Studenrs t-test or the Mann-Whirney U
test. Frequendrs were compare<! using the xl _test, with Yoltes' 
correction or rwo-tailed Fishrr's exact tests when ne<essary. 
Adjusred trl.me risles (RRa) with me eorrespoonding 951 con
fidrnce interv.1 ( 95~ el) aOO P values werr estimated by a 
multivari.1te logistkal ~grns¡on. We incorporated In che multi
variate model. all variables or intefest fOf which ~ round a P 
va lue of less than 025 io univni.lIe ana!yses, by a bdCkw.trd step
wise procedure. AII analyses of effiacy. using tongue ex.amin.rion 
or necropsy. as criteria of diagnosis were made at me end or 
study. 

A two-sided Pvalue of less th.n 0.05 was considered to ind icare 
st.atisncal significancr. 

3. Rrsults 

3.1, Samp/c me chllll8cS dl/riug lllf ~ vocd ,¡f' tria/ 

A total of 1117 piglets of 3 months of age were ex.1mined by 
tongue inspecrioo before vacdnation. Eighry pigs ( 7.tl: ) ~~ found 
infected and exduded from rhe stocly. af the orher 1047 not
cysticercoric piglets 626 W{'le vacclnated .and 421 wete used as 
controls. Baseline ch;u;¡cterisrics of rhe 1047 pigs wt~ oot sig
nificantly differenr betwee: n control,lOO vacrioOlted pigs (T.lble 1 ~ 
Most m .. l" pigs (n.o 427) ,;¡nd few sows (n" 20) were: casrrated by 
rheir owneru t diffe re: nt ti mes prior to slaughter a rguing it quickens 
weight golin ,;md implOves t he quality of the mear. 

Changes in s,¡mple size occurred as rhe trial proc«ded.as shown 
in Fig. 1 ClCrording to eONSORT Surement (23). Beause of t~ 
e xtremely harsh SOCiol l and ecooomic conditicns or the commu
nitíes involved. by me e nd of rhe trial. 49% of (he pigs origln .. Uy 
Inelude<! were miss!ng, mostly on account oftheir being consumed 
orsold . Thediagram io Fig. 1 shows indet.lil the number .lOO design 
aBocarion ofthe m issing pigs, 

Tongue inspections were rn..tde at 3-5 months after vaccina
tion on 530 of the piglets included in the tri.al. Nearly half of tM
iocluded pigs (" .. 517) could nOl: be insprctrd because they had 
been consumed or sold by thelrownl'rs or wrre $.iIcrificed without 
timely nori~ ro the projec-t's personnel (198 and 319. resptctively 
in plolCebo and in the S3Pv.lc-Phage groop). The residu.1 102 pigs 
(44 controls and 58 vacdllolted) were nor examined bec.usrof con
sumprion. Necropsies were perfomled at s-v months of .age on 
331 pigs (197 and 134 pigs in rhe v.lccin.1ted ~nd control groop. 
respectively) because rhe residu<ll 199 pigs (89 controls .1nd ItO 
v<lcrinated) were consumed or sold without timely notke to the
proje-cfs personnel. 

Considering rhe high numbrr of piglets tost during the two 
stagesoffollow-up (tongue inspection, necropsy), olnalyses of e-ffi
ca')' WE'rt adjusred to ensure the sutistica l rep~senut i on of rhe
initial popul.tion. TIlr vari,;¡bles of ¡¡djustment ~ idl'ntified 
uslng a logistic regress ion of the initial variables .lnd [he ininal 
numberofobserv;¡nons done ( 1047). Variables signific.anrly linked 
wirh pig 1055 .ll tongue inspection were: origin (housrhold, pur
ch.1sed), n stration (yes, no). Piglets' breed (Criollo, ocher) and 
sex (male, femal~) . Variables significJnrly linke:d wim pig loss at 
rhe n('(ropsy t:X.lnlin.ation were: weighr .and e.astrarion (yes. no). 
Neither vólcci natioo nor placebo were Iinked with IOSS .a1 tongue 
insprction 

3.2. EjJm ofl'amnatioll as dnennJncd by rongue impedioll 

Table 2 shows the effecr of v.accination on the- number of 
infected pigs in lhr 530 pigs examined by rongue inspt"Ction 
a r 7-9 months of agr: cysticercosis was d iagno~ in 12 pigs 
(3.9%) of the vx cina red group aOO in 29 plgs (13.01) of the con
trol group. corresponding to a v,;¡ccine efllcacy of 7m:. In Ihe 
SP3V.lc-Ph.lge group JO adjusted rel .. tive risk (adjustment on ori
gin. c.utr.1tion, piglets' breed .nd srx as previously described) of 
2.7 (GiS : 11.8-421. P< 0 .0001) was estimated. which means thJt 
cysticercosis frt'quency in vacdn.lt~d pigs are ne.1rly threefoid less 
tllac of the pl"cebo glOup (numbee of observ.ltions used·530 . 
Ji! .. 0.]2 ). 

33. Efft'ct 01 \,ocdu(ltjon as delennint'd by necropsy 

Table 3 shows rh,;¡r vacan.rion signifiuntly decre.ues thr 
number of infected pigs (13/197 .. 6.61: in vacdnOlted group vs. 
19/ 134-14.21 in control group. P-O.036) .lOd also signifkantly 
reduces the number of cysticeeci counfed at necropsy (8.4 2: 14.4 in 
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ToIblir3 
Efftct of~on ltI! numberof pip ¡nff'(~ md tbt p.1ruil~ load KaJIflIin¡ 101ICO'Op.5)' ¡¡I S-7111'1Of1Ihtof. 

AjlldtJd¡¡n ~ .. 
(~,UIMl ". DU .... 1/14 
HlI<lIIlb 1/31 
/">< ..... O/t 
H .. xll,¡ 1/' 
fJ"R'~b,* O/' 
H ........ 0/0 ... ,,, tf7 ... """ O/. 
i"'''~ 1111 
Quknw "" ...... - t/7 
SilnJoWckPilll 3/10 ... - ". DV_ O/O .. " 1~114 

PteY,¡~nrr ,"-'" ".n .. s.n 

"" 71 , .. .. 
O .. 
O 

• 107 

• .. 
" " 182 .. 
• 

,0<1 

65,5::1:7U 

l/2' ",. 
1{14 

"" ", 
O/' 
O/' 
CI'1 
t,. 
0/7 
3/" 
O/" 
O/" 

"" O/ ,. 

'" 131197 ... 

" , 
71 

" , 
O 

• • , 
• .. 
• • • • • 

'" 
• Numbn' of lnrm.td I'iIlw'IOUI num~ro f pigs inspeccH by 0«r0p51 In lbr rontroI.nd in 1M YKdNIrd IfOIIP In uch of 1M 16CQU1111111111:1n. 
, Numbn'úC)'Kkft'd rtro'IIIPled In tMc:mtrol orYlCdrwt~ pip InfKIf:d in t.IIChmmmunity. VoK'rif'll'dIkitnry: 504.ISS (mh.IClion in tht IIUmbIPf úlnkatd pip)or 

17, IX (redooioo In tbt numb« of CYSlkftCI~ 

T.blir4 
Efftct ofbiolopcillilnd txpOIU~ Y"fi¡¡bln on infectionddrnniMCI by necmpsy 

Cendft (rMeI ..... ) 
Ceution (,,",no) 
C,¡slroll1on In lIHft,a/Ir(ynlno) 
C,¡str,¡lion In rDIlI! (JrtIoo) 
Mmtbsinl:t'~I ...... III'" 
Fn!r ~tlI(Jft/-) 
Opm .oIlH{JIttIBo) 
LlUiI'lt (pn5lPlnJoIbsI!acr) 
V.a:inltiOD (ya/IIo) 

.,n 
IZI11 
1/» 9,. 
113*4..2" ",. 
VI> 
tS/t1 
19/U 

157/ 142 
,."n 

~". 
"'i" 
9.5* M ,..,,, 
""' .. "'in 
1151184 

.... ..... , 

.S) , 

." 
M .. ,.00, 
0,016 

v~cd n it ed groop V5. 65.5::f: 74.2 In control gmup, P-0.013). Al! the 
cysticerd detected wtre macroscopk.1l ly vesicubr. The rel,¡trve risk 
of v.1ccin.1ted pigs,¡t necropsy W.1S 23 (095: 112-43]. P-O.OIJ3, 
,¡djostment on wei¡ht ind c.utrition ,15 pl'tvious ly described). 
which means ,hit frtqt.llmcy or cysticermsis in v.1ccin.1ted pigs 
Is nearly half thit or pl¡cebo controls (numbet or observadons 
u~·331,R?-0.48~ 

ToIbIt 5 

3.4. Rl'II.'wncr ofbiologtCClI o/ld rxposurr foclurs on cystia.'mIs1s 
prt'VOf~nce 

Table 4 shows the differem pig·.u.sociittd f.lctors and their rel.r 
tion with cystkrrcosis ,u determine<! by necropsy. ln the univ,¡riate 
¡m¡¡lysls, rnile (p. 0.009). absence or gestation ( P-0.OOO1~ lowtr 
time since cilStution in m~les (P- 0.004), 100trine In the owners' 
oousehold (P-O.OOI) and v.;¡c:cin.;¡rion (P ... 0.036) were rel.;¡,ed to 
.;¡ Iower prev,¡)fnc:e of c:ysticercosis. A multiv.1riue Iogimc regres
,ion w~ performed incloding those f~ors tl1.1t \W'1'e ~J,¡ltd 10 

inftttian with .1 signifiunc:e under P<O.I in univaÑte ;¡¡n¡lysis. 
Tl1t' presrnce of btrine (p .. 0.039), gesution (P< 0.0001) and v~c· 
cino.tion (P- 0.004) were r.;¡ctors th.lt signific.;¡ntly .Hsoci,¡ted with 
protecrion according ro chis multiv,¡n,¡le an.1lysis. 

J.5. Rf"/rvanc~ ofbiologlcal and exposuN'facrors In Ihe vacdnf' 
efJkocy 

Table S summ.uizes ,he effect of txpos u r~ and sexuill folclOrs 00 

(he v.lccine efficuy .15 detennined .lit nec:ropsy ind measute<! in 
terms o( rtduction orinf«ted pigs and rtduction in the numbtor o( 
the cysricerci in tho~ ¡nfec:ted. Only the thrtt pa~meten signifi-

~¡¡~ú eq:murund sau.al fACIors In Ihr uccil'lt rl'6c«y In Ih~ DI pP di~.1 necrop5y 

""'"'" 
V_ 

I' 

'~ ot InItc:tton '(X.s.o.) .~ otlnf«don '(X.S.D.) 

'" .... ~ '/51 ,...1& ~ ... 11.10 , .., ....... "'" 55::1: 35 "" 10.14 G.OO7 . ... 
ut ... 
Yn "" ~.l9 " ... H' 0.29 .... 
No nI» 61.21 ~" 14 :a 17 o.as .... 

Cc51'¡fion 
y., ",o 51.33 ~" 

.. , <0.00 ' ... 
No ~" 6l.41 ~,. O=': 17 0., .... 

X: lII('oIIl; 5.D.: stafl(brO df'IUtion. 
• Numbn'ofin~ pipltoIaJ num~rorplp, 
, MNn al cystkd'd:l:SJ). in Infectt'd plp. 
• Difl'errl'a in flw ITtqIIIPIlt')' of irlt'ClCd plp betwern Controlol l.t Yilcti~l~ ¡roups. 
• Dirrer~ra in lAr numbrr of p,¡usltt ~re'I control Jnd VolCCl n.l1~ g:rwp$. 
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ToIbIr' 
WeiJhtoftbtcantrol and VKCiNRod NI Ildl.ldtd in t~ Irwl 

11 11 • 10.6 W.24.A 51.1 .. 11.9 .... ..,. 
71 15.1 .1.5 45. •• 20 6) .... ..,lIA .. "". <0000' >--.. • ••• lO.I. 115 41.7:& 7.5 .... O., 100- m 1 ....... 41.9""19.8 61.2 .. 19.1 ....,. <0.000 . 

IrcrNSe oIlbr wri¡bt d215 pip In wtllch t)'SIicm:osls w.as dilCJlO$ld ~ ton¡~ 

laspertioa.md 1lf'CroPS',. 
• Difremn5 ji) tM weI¡tt1 bmwftn l-41nd 7-9 months.. 
" Difttrenctsintbewesntbfhftm7-9.nd 12 monthsofol¡e. 

c~nlly ~J.1ted to C)'!tiCf'rcosis (T;lbl~ 4) w~r~ uSf'd for rhis ;ln;llysls: 
the ~x of lhe pigs. ir fem;llr h~ or nol on~ grst;ltion. ;lOO ir lhe 
pigs' ownm hOKl or nor l;ltri~s in thrir haus ~s. As T.1ble S ShOW5. 
lhe vxclne s¡gn¡fic~ntly rcduccd thr pc«:cnt of infmed pigs in 
f~m¡l rs huI not in mClIes. Th ~ Y.lccinr .lIso reduced the f~uency 
of cysticm:osis in femollrs th.u Ih.lt h.ld becn p~n.lnt.oo lO sim
ilar txtrnlS in pigs wOOse owntts h,¡d or had oot l.luinH;lt ham~ . 

In ,¡ddition, th~ volCCine signific;lntly reduced the numbtor of cys
tlC'tm in vxcinatt'd pigs disrrg,¡rding any of the ocMr v.lrl ~b les 

considered. 

3.6. Weight gain and age 

T;lble 6 shOW5 the 'Weight g~ln of pigs in which tongue a nd 
n«rnpsy dÍ;lgnosis coincided. l'heir weights incre;lsed simil,uly 
~n 3-4 ~nd 7-9 months of ~e. rrgardless of whelher they 
were v,¡cooned ar controls .lnd whether infected 01 noc. Howrver. 
after 7-9 montbs of ag~, iII non--significant 28t: incre~ in we~ht 
\ni drt~ in control or v~ccin4lrd pigs ir thry hxt óK'qui~d 
cystktrrosis. whi~ thos~ ht~lthy still significómrly inc~;lsed their 
wri"'t by 391. 

4. Discusslon 

This study shows the cxtent of thr prorec[!w COIpxity or the 
S3PV;lC.p~ vacone ;l.gainst naturally acqulrcd porcine CYStKcr
cosis undee re.llistic conditions ofrransmission in;l highlyendemic 
rep:,n of Mexico 11 }. 

A higb number of pigs we~ Jost for follow·up dnpitr clase 
wet'ldy sW'\ftilJance. This is nrithtr surprising nor novel for 
In-the-field eY.lluation t'rU1s in underdeveloped rqions 1151. 
Undisdplined human behavlour is emblematic of cornmunitits 
undtr prnsure by barsh social ;lOO rconomic conditions. as they 
occur in rural MoJco. However, (he numberaf plp lostduring the 
trl¡1 fromtbeconrrol iIInd thev;lcchuted group dld norslgnifinnlly 
differ ~tlDngue examlrutlon (p. 0.21 ) nar at nrcropsy (P -O.90). 
Indicating unbiased withdr~w.l1 of Ihe plgs. Th,u is. Inf«te<! pigs 
were not preferendal ly withdrawnfrom the initial samplt. 

HOW'tftr. in ord~ ro eltWline thr effect af pi, Ion upon the 
validity of our statistiul ronclusions. an independrnt ~seal't"h 
,roup (Co-~ulhors fmm UniV'f!'ni~ de Umogts). txptrt in sta
risric~1 ;lnalysis. w.u inYited ID more: thoroughly rurnine: the 
cJata)).¡se, reduce bi~s;lnd improvr the robustnrss ofthe conelo
stons rerled. AII thelr S[atlst lc ~1 ~pproaches perforrnrd (Sludrnt's 
Hest, M.lnn- Whitney U or r with Y;ltes' cOlTKtion or rv..rtailed 
Fisher's rx.lC1 tests ar Ihe logistic;ln~lysis)confirmed th;lt v;lccin~
tion significamly ~duced the preulence and Intensity oC porcine 
cysticrrcosis in the s;lmple studlrd by tongue Insprcdon and by 
neaopsy al time of sl;lughrt r. Also. when u s lnll~ most rlgor-

005 mnimum Bi~ Approach lo st.atistic;l l iIIn;llysls or trials with 
numtrous mlssing d;lta. in two of its modilllitirs. lt confirmed sig
nífic;lnl: prorec:tive dfects of vu'Cin¡nion. Ho\W'vtr. no díffef'f!"nces i n 
snv;lltnce due lO vacci nation were significanr in ilS mosl stringent 
modalityof considerlng ¡S cystictrconc .111 missing pip. 'Iaccin¡ted 
or not. An unli~ _ 1y possibility since si mil.lr num~rs orvxcinated 
;lnd notv.lCcin¡tf!'d pigs ~~documenred as misslng;lnd because it 
would ímply.l cysti«l'COsis prtV;llence level close lO SOl: ;lmong the 
indudrd pipo Thei r results showed thar SlPvac-Phagt signifkantly 
re(hx~d the prev;llenceof cystkercosis amon, lile v.acrinatt'd pigs 
by S4.2S ;lnd. mast signlfic;lntly, reduc~d the inttnsity of infection 
witb vesicubrcysts by 87.11..1t is important to notr lb,¡f a pig was 
considered inf«ted rr-gardless of Its total p.uulte ~ : the plg 
w,¡s sco~d .s posltive evn1 ir only one cystlcercus was found in 
Its muse,"- Thus, the hi¡her erfic.lcy af a voaccine io reducin, the 
p¡rasite lo.Jd is a more stnsitive ~sponse v~rUble thJIn tbe smn
¡ent go~1 of sterilr Imrnunlty. Thc larter may ptrh;lPS be of use 
for neaoti.1tio ns dtaling with intern.1tion.11 impon of porentially 
cont;lminared meau but. for lowering trillnsmlssion in a define<! 
endemk rr¡ian. ~ reductionof87t: in Ihe numberorparuite larvae 
INI tn:IY evtntua.lly transrorm imo t.lpeworms coold signifinndy 
imp,¡;ct the endeml~ to the kMr Itvels af impendin, rxtinction of 
lhe par¡site 124). 

Tht dfic.illC)' oft~ S3Pv~c-Ph~,e v.IIcci ne reported In Ihis study 
is simiLnly high to th.1t obtlined using the synlhrtk first version 
of tbe ~ntkystl«rcosis v;lCtint (S3Pvx) when;lOO trsted under 
f'f!";llisric rondifioas ofruul Mtxko 11 6). We beJievt this is a majar 
;lchievrment since the sígniñcomt I ~r rost afthis nrw version 
m.lkrs its ;lppliculon feaslblr ror extenstve control pro,r.lms in 
undtveloped countries. 

Othrr importill-nt findings iI~ ¡Iso disc10sed by this trial. 
'J'ht y¡ccint significantly ~duced rhe number of cysticerci in 

pigs rxpo~ 10 difftrenl Irvels of exPOSUrt: high (¡bsence of 
latrinH) or Jow (presenct or l;lrrints). Indeed. in the ¡I¡sence of 
vxcination, cysticercosb prty~lrnce chan,~ ITom 8.2 ro 29.8t: 
if lhe ownen of the pl¡s hill-d or not l~trinC1 in lheir households. 
the ~Irv;ln (' e af improvina sanit;lry condirians in lhe rur.11 aren. 
Ho~ver , v.xcinnlon plus latrines dropped cIoYm lhe OYe'rall cys
ricercosis prrvalcnce further. from 29.8 (wlthoutbotb Y¡riables) ro 
4Bt:(with both ofthem): a primeexamplr ofposirivt inttractions 
bctwcen control mcasu~s ilirntd against pordne cysricerrosl5. 

Tht roles of s~ua l fOlCtOrs upon cysticercosis prevalence and 
~ination effects are also emph.1sized by this study. A higMr 
prev¡lence of cysticercosis was found in fem.11es (22.51) vs. cas
tme<! male pigs (4.81). The vaccine did nor modify tht ptrce:ntage 
of m;llf!' pip totally prob!!cted possibly bec~use astrmon.inhibits 
the efTKtNt THl medi;lted immune response ro VKrinOltion. ,¡s 

it luppeos in murine cysticercosls 125). Newrtbelrss. lhe VOlC
cine si¡nificantly t"ed uud Ihe number of cysrireci eSlablished 
in both ftmalts aOO c~str.lfed m;lles to a slmilu ~Iative extent 
(81S: or~duction VS. controls)."fMo ¡ncrease oC cysticrn:osis p~va· 
Irnce in prrgnant sows Is also intriguing. Ten of Ihe thirttrn 
pigs lhat were pre¡r\4lnt in th~ control group beumr infected. 
A1btit tht low number of pl¡s incJuded in Ihls ¡rouP. the sig
nifiant ~I¡tion be~ prtgn¡ncy and cysucm:osis points to 
a rolr of bormon¡1 rillCton in cysticercosis. very much in Jine 
wilh the consist~n tly hi¡her ptf'V;llence of ~rcosis in sows 
found in diff~t epidemiologíal studies 11.26). NonrtheJe:ss. 
(he v;lccine managed to reduce tlle par;lsite ~ f!'W!n in the 
mo~ prrmlsslve pregn;lnt sows. Clearly. the ~Jev;lnce of sexu;ll 
fillCtors rntrits furthB studies conside.ring their prominent role 
under txpe.rimentOlI rondilions in murine cyslicerrosis cused by 
the cJosrly rebted ceslode T(Jffiia C'rassiccps 125) ~nd eOlrlicr epl
demlologlcal h ints comln, from pordne ;lnd human CYSlicrrcosis 
126-30). 
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Anocher Rndio, or priK1'icOlI import.ln~ il th~t v~cdn.arion did 
not ~duce t he wei¡ht pin or pías but cysricercosis did (T~ble 6). 
So t~t. che ner errect orv~ccin~tion not only lowers preov~lence or 
porclne cystlcerrosls but ~so implies economk bfnefir by ~lIowin¡ 
ror ~ normal ~¡cht pin in rhe protecred pils. 

In sumnury. chis ~rtkle exhlbiu che~r evidence of rhe useful
nHS ~nd limiu of rhe newly developed ~nd In, costly v;xcine 
S3Pv~c--PhOlge under INlistk condicloRs or porcine-cysticercosis 
trolnsmlssion. 
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Vaccioes Agaiost Cysticercosis 
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Abstraet: TlJo?nlo rollu", eysliceroosis is o moJor plU'flSilk diseese that serio\lSly !lIId frequently affects hu~an hc:ahh and 
ecooom\' In undcvcJoped counmes, Sine\: pig,s are M indispensable: il'ltermedia.te host, .it is concelvable 10 curo 
ll1Ul)mi~iQn by reducing pig cyslimoosis through lheit dfocti\'c vaccine.tion. This anide teV1CWS ~urrenl knowled~e on 
th~ devclopment \'3ccines againsl portine cysticc:rcosis. It higMights the developmcnl or severol Vt:rS IOns O r~J P ... 3C aJrncd 
to increlSC errCí.11\'cness.. r,,>(Iuce OOSLS nnd ir..:rense rCllSibiH:y by novcl dcli\'C:I}' systc:m.~ a.,d eltematrve mutes of 
administretion, 

KtyWonb: Taenia salium. cysticcrcosis, ní:Urocyslicercosis, vaccines, control. 

INTRODUCTION 

Vacemation is one of me mOlI promising bi otech~ 

nologial measures for the control of infectious diseases, 
Important progress in molecular biology and immunology 
has provided new and safcr vaccines against a var~ety, of 
viral nnd bacterial pathogcns [1..4]. Howe,¡'cr, vnccmallOn 
hu been less successfull in \he prevention of human 
infections caused by protoroan parasites, such as malaria. 
leishmaniasis and trypanosomaniasis, in spite of the muhiple 
and millionaire efTons carried out for the deveJopment of 
vaccines [51 In contrast, the situalion seems exceptionally 
difTerent for cestode p3J'Mites, against wh ich several 
vaccines are effective [6-1 O], 

THE CASE OFTAENIA SOLJUM 

Toenio .Jolium iflrection of humans and pigs sccms 
vulnerable 10 irnmunolog ical Intervenlion. It is espeeially 
noticenble that the C)'sliccrcus is rrequendy found 'poma
neous ly dcstroyed and surrounded by many immone tell 
types in activated states expressing features. inv~Jved. in 
immunity [9, 11-16]. There are ¡Iso sorne epldemlologlcal 
ctun illvD}ving irnmunity, In rural communities of endemic 
areas., crsnia) axial computerized tomogruphy (CTscan) nat 
infrequently fmds pcople wilh single. nod u ~r lestons i,n their 
brains. which are deemed compatible Wlth a cyshcercus 
Iocated in the cenual nervous system. These putatrve 
cysticerci are usually calcificd, thcir destruction not !>eing 
ass<x:ialed 10 an)' symptoms or therapeutic interventions [11-
19). This capabilíty 10 destroy the paraslte does not seem tO 
depend uniquely on the years of evolution, since in ehiJdren 
most of brain cvsticerci are also found calcified [19, 20]. On 
!he other hand, in pigs experimentaUy challenged and 
meintained weU oourished in clean and relaxed cooditions, 
the parasites begin to disappear months alter challenlc and, 
añer approxlrniltely one year, me majority are found 
cakified in tbe rnuscle masses [21,22). In contrast, in me 
pigs' CNS. me cysticerci stay vesicu lar, apparently unda-

· Addu~,; c o rrnpo n :tCll t~ 10 :nK author 11 thc IMÚU\(t de InvestigllCiontS 
Bior.ttdkas. 1\.' . 70228; 1)45JO ~ttxico, D, f ~ t.!b: ieo Mé"ico D45ICl, 
D.f; ""léxico; T~ I (5255) 5622-3153; Fu: (5255) $622-))69; 
E·mlll: edda ~rvido r unlllruTt" 

magcd, and L'Vcn afler one )'etlr rmm challenge {2~1 , 

Possibly the cysticercí Jocated in me pigs' brains requlre 
more ti~e to be destro)'ed than those Ii>cated in me skelctal 
muscles. If thal also occurs in human ¡nfcelion is hard to 
sustain sinct human and porcine cysticercosis exhibit man)' 
dífferences in absoJute times o( duralion (mWl)' yea.'l in 
hurnans and usuaUy one )'car in pigs) and in para.s~te loads 
(rarel)' more than ten parasites in humnns versus tens 0 1 

hundreds in the pigs). Differences in their lmmune response, 
recorded at almost surel)' diffcrenl times of infection and 
Iherefore perhaps trivial, are that pigs bUl nOl humans, have 
circuJating mature T I)'mphoc)'tes CD4+CD8+.[24, 25] and a 
high pertentage of T '16 cells with a phenotype CD2+CD4~ 
CD8+. CD2+CD4-CD8- y CD2-CD4-CD8-t [26]. 

However, sorne other· immunological observutions in 
human NC more slrongl)' sugscst a role for the immune 
response in me cvolution of"T. solillm infeetion. Notwith
standing !he fatI Ihal lhe patasite ilself may have its own 
internal biological elock timing its dtath, difTerences in the 
immune profiles ofmose individuIIls lhat destro)' the parasite 
froOl those that cannot damage il sustains participalion of me 
host's immunc: system (27]. In humans, a specific systemic 
~ponse type Th2 associatcs to ealciflCd neurocisticerwsis 
is well defined, while symptornatic neurocysticercolis is 
associeted to a dep~sed systemic specific response [28,29). 
Additional evidente indicales to the existence of acquired 
immunity and temperary protectioTl induud by the primo~ 
infeetian [221. a faa that argues in support the potential 
benefit of vaccination agains! cyslicercos is caused by T. 
solium. The observations prcsented above are not conclusive 
proaf of immunity being responsible of the cysticcrcus 
destruction but lhey add up to a strong ¡nference, which 
satisfactorily explains thc succcss had by differenl immuno
gens inhibiting the installation of T. lolium c)"sticerci and/or 
promoling !heir destruction. 

DEVELOP'IIINT OF VACCI /i"ES AGAINST 
PORCINE CYSTICERCOSIS 

DifTerent parasile antigel:'l5, OI'iginally derived from 
relaled ceslooes (T. so/ium, T. crassiceps, T. sagillola, r 
O\'u) al different developmental 518g" of the parasile (i.e .• 
oflcosphere:s. C)'sticerci), purified. rerombinant or synthttie. 
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Tab)e 1. ElperitAC'" In uC'-t'ination alalnsl TtUJlu, solill lf'J pi, Cys,iur~osis 

Souru ot Ao'l¡tn ~ adjuvu' Prottrt»o lAvd (% rTdll~tlo.) Chdcn,t i Pft' pf;:} 1 Rdtrtll(f 

1ft .. mlwr 01 pIp l. par .. llfJ qlll.liry I 
T sol lulr/ Utrttory'S«fCIOI)' allti,l;CII.5'" FeA 

T Jolt"m eysticc.Ki CXI1aCI 

1. SQ,irlllk/ GJwricg (1IIdoac:sil.n) rrot.Cn onto$phetes -+ feA ,.o" 
T. JOglnolD eulatk'tl (raiwan) rroztln uncOi p/ltn:1'+ FeA .. " 

T. J,O}¡ue frottn ollCOsphcra -+ FeA 100% 

T. crusJlctpi extrael '" FeA 

T. suJivm ty5ticCI\:i CXtr:K1 ,-
1. .IOfi:uJr cyslic:creJ CXlract 12~ 

T. So/;.1II scolex extrael + FIA 

T. Mll i ll", 3CO!cJ; u:ttacI + COI)'fIf.'boclltrlllM J1O'Y""'" 

Three .ynthelic 1. mU!1/~pJ pcpfidcs ... S 

Thrcc synthcllC '!. cra.ufc,ps pcptidtJ + S 70-&0% 

TSOls.o~'T -+ QuU A 

TSOUS- IA -G~'T+ Quil A 

TSOII-OST ... TSOl4's-IA-OST -+ Quil A 

TSOII-GST + Qull A 

TSOL. S·IA..<JST .,. Quil A 

TSOII-GST '" Quil A 

TSOI.AS- IA .QST+ Quit A 

T. crtwictPJ '6+66+14ko. protcins ... FeA 

Recombirlalll phlle tKETc I .. KETc1+K E'rc 12-t(;K 1) 

Rccombinllll pI'IllC (KETel-+KETcHKETc 12-+<iK I) 

have becn proven as vaccines (Table 1) {9. 30-4 lJ and shown 
lO reduce tbe rate of infcclion and the parasite load in 
vaccinated pigs c:haUenged with T. so/hun cg&S under experi
mental conditions (30-32, 35, 38-41 ). Diffe renl vaccine 
candidates are aIso tesled against T. soliwn pig cystK:~sis 
using ONA vaccination (Table 1) {42-46]. 

In Mexico, me fll'St report of effectivc vaccinat ion against 
poTcine cysticertOsis was base<! on a total extraet of 
tystic;ercal aruigens (rom T. sollum cysticerci drawn out &om 
naturcl1y infected pigs [91. Further investigattons have 
scarched lo identify, ¡solate and produce the antigens 
responsib le for the immunoJog"-al prolection, 10 e lim inate 
¡rrelevant and potentially parasite facilhating compounds 
[47]. as \Vell as to stabilize and slandardize the immunogenie 
activity . The distribution off the vaccine antigens among the 

9' " Expcrimcnw IlOl 

74,. , Field trial (9) 

91-99% , 
F.x ptt\1lWn~ 1 (JI) 

99" Expcr¡mCIIIII ( (JI) 

99 - 100'% El(perimcn~ 1 (JI ) 

so~ E:cpcwncnllJ ¡J2J 

Ficltl \tia¡ (]JI 

f icld u ill (J4) 
-

mI ÜPClimcDLII IJ5) 

1H~ ... .11 pt'rirn:1'l1a1 ("1 

91 " Ficld ttII l (36) 

FicJd nial (371 

'00% ElIperimclllll (3I) 

." Expcrimenlll {31{ 

9' " f:.xpcrimentll (3I1 

99" Experinatll (31) 

97 " ElIperimcnlll (31) 

••.• \1 E);~ri7MlII J [lOI 

91% E:cpcrirnclltlll (3') 

." . Experimental (40J .. " 
"" EApcrirncntll (41 ) 

9H~ 

19" ExperimnllaJ (4' ) 

42 'Y, 

regional or world popula.tion of aU taenia specimens is Ilot 
known with M)' precision. What is well known i5 that mere 
are numerous antlgens common lO different spcdC$ of 
taenins and evcn among other cestooes {6, 48, 49], as il 
occurs wlth the antigens used in immunodiagnosis (48. SO. 
SI ). Considerin¡ the genetic differences reponed among 
C)'sticerci recovtred from pig! of different reg ions ofMex ico 
and other countries cf !be workt (52, 53], common antigen; 
are of greal intercst for vaccine design because thcy ¡m?ly 
ibal a single vsccine could possibly prevent a wide spectrUm 
oE ceslode discases. 

Among the vac~ine candidates againsl T. so/ium BIt those 
o riginall)' identificd of lnlerest for me prevention of omer 
diseases cause<! by cestodes c1osel)' related lO r. solill",. like 
T. ovil nnd T.Joginala [6, 54]. It has betn demonstrattd t)\e 
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T.ble 2. E~pt rimfn l . 1 [.sptritnttt In DNA Vlltdnation A,.lnsl Ttu,da SD81lJH PI, Cysdctrcosls 

Sourn ora"tll u ~ adjllvul ProlcchOD l..n'tl t") ¡ ChUnlt Rdcruct 

la nmbrr olpill I 

1. J.OIill", B + PV9l 

cC ) + pcONAl 

pVAX-s-.dt !QC-3a: kpllilts B CUAl anllltn panick ... 
S3Pv.c + 11.2 Ii&nal pcpt id ~ 

pcONA3-cC1 ..;. (GST~CI -t rlA) 

pcDNA>-B r. so/him: anriJe:n 8 ... pcONA), 1 .... 
hlgh prOleclive cllpaeit)' oC three T. ovls recombinanl 
sntigens (4S\VBIX·OST, 16K...QST and 18K·OSi) evaluated 
in experimental porcine C)'sticereosis [38, 54, SS). TIte H"6 
antigen, original1y isolated from Tatni~ sagi"ata {56, S7], 
that induccd high Jevels of protect ion against cysticercoslJ in 
cows, has been found present in T. lolium cysticcrci [6] and 
shown to proleti againsl murine cyslÍcereosis by Toer.;Q 
cTasslc.ps {S8J. KETc l, KETcl2 and KETc7 pcptidos, 
originally isolaled from Taenio crassicep3, were ¡_ter 
idenrificd in 1. solillm (59, 60), Furthennore. as it shown in 
Table 3 il proved to be protective against T. !loliwn porcine 
cy.uieercosis in natural conditions of transrnission [36, )7) , 
TIte prolcttive c:apacities of these peptides were aJso repor
led agairtst experimental T. soJitJm cysticercos is expreued u 
• modificd hepatitis B virus core [44}. Considering the high 
protcctive capacit)' of me T. uvb recom binan' antigens of 18 
and 4S leDa [S4], the corresponding TSOLl8 and TSOL4S-
1 A were isolalcd from T. solium and provc:t1 more efficient 
agemst experimental ¡nfection in pigs [38. 39]. Additional 
homologous recombinant nnligefls have confu- med the 
protec:tive capacit)' of antlgen B agaiost experimental T. 
soJillm porcine C)'slieereosis [46], as previously reported 
against murine T. crasslcepJ [61] . A new recombinant 
protein. namel)' eel . BIso induces hi¡h leveJ oE protcclion 
against pig cysticercosis, when administered as a ONA 
vuccine [4S, 46}. 

THJ: IMPQRTANCE OF TESTING TBE VACCINE'S 
EFFICn:,~CY AGAINST THE REAL THREAT POSED 
BY TBE NATURAL ENVlRONMENTAL CONDI
TIONS OF TRA.~SMISSION 

FOT B.O Mti¡en be upgraded from "vaceinc candidate" 10 
me stams of "vaceinc" it js necessary to demonstrare its 
effcctiveness in preventing \he distase in a largc and \'iIlied 
populuions of me real hoslS undes- risk, chaJlenged in the 
uncontrollable multiple combinlltions nature can provide and 
living in their natural environment and peculiar nyles of Jife. 
h is conve:1 ient but does nOI suffice that the antigen is 
effective in highly control Jed experimental condilions, whlch 
usually ernplo)' a 5ma1l number of pigs, a1l of the same 
breed, age and gender, htalth)' and well nourished, 

, 

! 

i 

la paruilt q ••• liI,. 

.>-.... EllpoE:rimtntll 1" 1 

'''' ! Experimenual ~JI 

.", I EX¡'Ieriment.JJ ~'I 

Ch. llcllgt'd (wceh .fkr l'l\CCinltion) Experiment.1 1451 

6w",8'''. 
12","" 7H ~ 

lOwk,n.79% 

92.6% Experimelltll 1461 

experimentally chal1enged only once wilh cggs originariog 
(rom lhe same laenia, and Jet to establish for a mon time 
aftcr their administration. The reaJisrie conditions in the field 
differ enonnously from those experimental and imply erenl 
ditference.s in me enances of ¡nfecl¡on, on time left foc the 
cysHcercus to develop and oí adequate immune reacrion by 
me infected pig. ln me fie ld. pigs are geneticaJly c:xtremely 
heterogeneous, besidcs bcing maJnourishc:d, strnsod and 
exposed to other diseases and lO mis laken omeial programs 
of obligatory vaccination against other ¡nrections. They are 
aIso probably exposed to ingest tnenia eggs in multiple oeca· 
¡ions in variable amounts, probably from d ifferent taen ias, 
and let to live for about 3 )'ear before bcing inspected for 
c)'Sticercosis. Clearly a group of circum5tanccs (hat are 
imposs ible to be t'xperimen tally reproduced and are likely to 
be related io the effectivcness of the immune syitem 
response in 11 chunging and threlltening env ironment. 

FIELO TRIAL DESIGN 

JI is then esscntial to rcalistically design lhe field trial 
with which me efEectivencss of A vaccine is to be tVBluatcd . 
'J'he issues 10 be eonsidered are numerous: 1) the uea or 
villa(l:e seJected should be prtViousl)' shown 10 have a 
porcine C)'sllurcosis prcvalc:nee level of abolll 10% 10 be 
measurable with sorne accurae)' and cost.efTectivel)': 2) age 
of pigs to be included in !he trial (i.e-., al 2 months it¡ 
minimal the risk o( ¡nfeclion previous to vacc ination bUI the 
piglel is old enough 10 be immunocompClcnt [621; 3) the 
¡enctie composilion of the hosl population lO be vaccinated 
is suspected to generate differenees in the eITectiveness of 
vaccination [63J: 4) bio logica.1 circumstanccs \hit may 
po!sibly modify the- efficleney of vlK:cination, such lIi sex, 
castration end prcgnancy, are assoeitlted lO an merease in 
susceptibiJity to infect ion [64, 6S] me regime of pi¡ upbring· 
ing (mere are remarkable difTerences in tisk lO infecoon 
among ccntIned, half·confined and wandcring pigs [64, 65] ; 
different number and size$ ofchallenge [66). 

.. \11 the aboye rnentioned varmbles should be du ly 
balan~ in the making oE the groups Df pigs incJuded in the 
tield trial • as ... accinated and non· ... 2.Ccinatcd pigs. The 
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Table 3. PrOlcetlve Capüei1y of the SJPvIlt' In tbe Two Difrertot fleld.Trl.l$ Pt rformed in Muito 

C.llImu .. ltln (5 .. ~) NumtMor Orp~J I yvd or pronctien ¡el.) I 
Rtrt~ D k ' 

I I'ÍIJ lotalty pt"Oltt'I«I I Rtdvtrioll In paruitt klld I 

Hualladluel, 2<0 ,,,,,1 I)~, I36J 
TtpezCzmtll, Putbb. 

(66565/ 1364)-

C\tCnlepce, More.105 ' 66 70"h ,- 1J7l 

(2910)" . -P~I o( pI'. beann, cero cys!lctrci by ncclOpiy. -Pcrec n! of DOrK)'SlItcr ... OIIC P'A11 by 1OO1ll' InsptclIon. Total numbcr or cylitlCelCI recoH~M t!I 1:1:0 
~ n llUb .m.! 120 VI ~N l ed piS" • ' and in 20 cootJob ud 20 vaccin.ted p~ 

critical response variables to evaluate are: a) the difference 
of cysticercosis prev.alence in vaccinmed pigs and non
veccinatcd ndjuv8nt injecled, p i"s; b) the difference in me 
number of parasile! found in v3Ccinated and non-vaceinatcd 
pigs; c) me physiological state of lhe cyslicerci found (live, 
degenerate, calcified), A third group ofpigs is reeommended 
te be included in the field trial, the sentineI pigs, to act as of 
control to, and validale, Ihe whok: tria!. Beeause of the 
unique cultural condit ions usuaJly prevBlenl in endemic 
villages and regions. pigs known 10 been included in the triel 
(those injectcd with vacdnc o r adjuvant) may be eared-for 
diffcrendy from the usua I fonns by meir owners, be sold 
quicker al higher priees, or consumed more eagerly, all 
frequently resulting in a large number of missing pigs in lbe 
included groups. The sentincl pigs' prevalence levels and 
parasite loads then save the day: they test the assumption oC 
active transmission in the sclceted arca al the time ofme trial 
and may serve as 10 additional contrast for the vaccinated 
group. Unfortunately, longue inspection for pig cysdeercosis 
alth ough quite se1Is ítive and c.ostleffectivc il misses a good 
many of lruly cysticen.-otic pigs wilh low paruite loads [61-
10]. Thus, jf possibJe. tongue ¡nspection should be (;arried 
out seyeral times during me trial (10 spot those p igs thal gol 
infected bUI apparently solved lhe infeclion) ando al the end 
of the trial, usually aner 12 months of age or al leut 4 
months postvaeeination. As mtuly uf lhe includcd pigs as 
po.uíble should also be thoroughly examined pon·mortcm in 
order to stren¡then me crcdibilicy of tongue inspec:tion by 
correlative analysis. 

The neeropsies. which examine mieroscopically lhe totaJ.. 
lity of muscle masses from eacb p ig, d iuected centimeter by 
centimeter. with microscopic corroboration. provide of 
course the mOSl precise estimates of the prevalcncc in each 
group, of me paruite load and of the in~grity of the 
parasiles in eaeh pig. However, these studies canDOI be 
camed out in a large number (say hundreds) of pigs. Besides 
it is nOl prltCficable te improvise a morgue in lhe rural ¡POI 
and when the owners of ,he pigs decide to sacri fice memo 
Tongue inspcc1ion in Jive pias, looking for the subepithelill 
eistícercus, even though it is not a simple intervention. it is 
more fcasible to effcet and program in large numbers ofpigs 
than complete neeropsies. Tbe main limitant uf tengue 
inspection is that il undercstimates the prevaJence and tinle 
or nOlbing reveals of [he parasite load [67·69]. On lhe other 
hand. serology based on the anlibody detection, could be of 
use in experimental controlled conditicns but in real Jife it 
only provides evidencIO of eontact bUI not neeessaril)' of 

inf«lion. As for ant igen deteclion many naruralty ¡nfected 
p jgs carry only a fe'" parasites [21, 67] and it', doublful tha: 
presently developed technology can detect their eirculatin g 
nntigens (71 ] or can be overpowered by drc:ulating 
antibodies (71). 1:he idenlitic:ation of poreine cysticercosis 
by the deteetion .o f 1: solil/m antibodies is further made 
difticult because uf the many cross-rea<..1ions between related 
cestodes that the free ranging plgs of endemic eountries 
cncounter in their hazardous lifcst)'k: (Le .• EchinlXoccIIs 
spp) (48]. In add ition, pigs living in endemic areas are hig.hly 
exposed 10 !he parasite and conscquentJ)' many of Uu:m 
exhibit high Icvels o f antibodies in the absence of nny 
pnrasite det«ted by nceropsy (69]. 

THE S3PVAC VACCINE AND IT EFFICACY JN 
NATURAL CONDITIONS OF TRANSMlSSION 

Only one of the candidates 10 the pareine ant i ·cystic~r· 

cosis vaccine hasbeen critically auesed in the realistlc 
cood irions of the d i se~ narurall)' acquired by rustíc pigs ¡n 
highly endemie rural loeatioos of Mexico. This vtlccme !s 
constituted by 3 pcptides synthetically produced lS3Pvac), 
and is owned by the National f\ utonomous University of 
Mexico. Jts production, distribution and availability in \he 
mar"ket i! pllVlned to be read)' in Ihe near fulUre with the 
participation of Laboratorios Silanes. a nationallaboratory. 

The three proteetive peplides in S3Pvac are named 
KETcI2. KETcI and GK1. They are eomposed by 8. 13 and 
18 amino acids respcctively. Thcy werc first identirw:d by 
thcir protecti\'c: capncity agamSl .)(perimental murine r 
crassiceps cystieercosis in mice [40]. The peptides' 
sequenccs belong to native anligenl that are prcsent in me 
diffcrent developmental mges of the homologous parasite 
and of T. solfum in different anatomi<:al structures. S3Pvnc 
was tcstcd in Ihe ficld in communities of the State of Puebla 
(36]. Vaccinatíon reduce<! SOY. the number of infected pigs 
and 98% \he amount of cystieerci and, thercfore. me: amouJlt 
of cysticerci potentiaJ1y able to transform imo taenias. Upon 
reevaluation in a ditTerent community ol the State o f 
Morclos similar results were obtained (l7]. Thus, the 
effeetiveneu of S3Pvac in preventíng natural1)' acquired 
porcine C)'sticercosis hns been dcmonstrated. 

S3Pvac is 1150 susptCTed 10 have therapeutic properties in 
early infections [23]. Immunization with SlPvac of pigs 
experimentally infected decreased frum 94 lo 3&% the 
pcreentage of vcsicular eysticerci, and 95 to 100% of lbe 
parasiles in 4 of the S treated pigs were found calcifi-ed 
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Tllblt 4, Therapeudc Elfe« oftbe S3Pvac on lbe Nllmbrr ud the Vlability or Cyuictrci Rttovtrtd rrom Pigs Inrtcttd wltb TllrIt/a 
SO/il/M 

Stal\a1 or 1M ¡.rected pl,1 CalcUled ty.ritud (%) '[n,I .. &. ("') ·"'.pe..,..orms tnn.rornutioll 1"') 

Saponine 6 .41 "(S9IID39) ,.% 'lO' 
Slf>vac -+Saponine 61.1 "(3~6 1 ) 1 JI04 '0" 

J .,.ve- por ~ .. ere: oll/ID)" .1!"cdcd ... 1II 20,000 1111 .• mI,. .. cca-1nIl 1 _th takr lHa:tt .. i,th M¡lOfIIM (CQltrOI) OC" SJP\1Ic.IlIn:e hmes cacb .. • )().day _*"'11. four .. \lfttIu 
at.s die Ia$ --..~ Iftinta:s .. 'ttttlllllaliled Ind die IOfIll MI:tbtr o/qtrl tn;¡ fOtOd ia hIIro{lbt"ca. ptu511tJ1'1, d ' ~1II ¡r.d !w-,&jn &niIlhw maa~ 1l1l*I 
""" ~ 111 vivo cYIINrioII ~ frum I lottI el 2'; (CIOIIfrOb) Md 50 ($iPvk) cyscilmi JJr'II¡JIcd. In vi\'o 1nIIsfonnMiOll or ~em _ ~I iII 
ÍIII"~ _ACn onll)' .frtted ... 10 J C) · at\~~i I¡KI: ínl totll 9f!O (WllrroI pi,.) md JO { S3~J ItIl'tl6lCfl 123J. 

(Table 4). Thc possiblr therapeutic aClivity S3Pvac would 
add ¡nterest 10 its use in the conlrOl often iasislcysticereosis. 

Mueh remains to be explored in the methanisms or 
prolection induced by vaccination. Most of me studies have 
rocused on \he evalualion of the Dntibody response induced 
and much less han been explored in their ability to damagt 
the parnsite {72], Vaceines CM 01$0 stimulnte a spcc:ific 
~ lI ular proliferative response with the producion of 
mflarnmatory cytokincs mal eould pnrttcipate in controlling 
me installalion 8S \\-ell 15 the development of !he parasite 
[72]. However, \he relevanee of components of the cellular 
irnmunity in the resistant mediated by vaceination are even 
more scarcely explored, w1th a coup le of exceptions {41, 72J . 

ALTERNATIVES FOR THE PROOUCTION OF A 
VACCINE FOR MASSIVE APPLICATlON 

Once the prolective capacit)' of an immunogen in natural 
condilions of transmisslon is evaluated. Ihe feasibi lity of its 
production and usage is ¡he next and formidable obslllclc 
in ~ . The t:ontrolled production of toial antigens purifie:d 
from the parasne presents SCfjOUS dimcultie:s in repro
ducibi lity beeawe of the differences among parasite 10l! z.nd 
by their irregular avalJability. On me omer hand, the 
rec:ombinant and synthetic antigens can be s)'stematicall)' 
produced in eontrolled condilions nnd mw produeed. 
Several vaccine candidates reoombinanlly produced have 
been identified (Table 1). S3Pvac has "been recombinanlly 
expre5Rd using for ant¡¡en delivery filrunentous phages [4')] 
and transgenic plants (13J. Both systcms elearly enhance the 
fun synthetie vertion of \he vaccine because botb dclivery 
sySttMS ¡n crease its dfielency and greatJy reduce production 
oosts. TIte fi lamentous phages, which tlT'e adminislered by 
syStemic- or oral ¡nlaJee, have demonstrated tO be highly 
effective against porcine C)'sticercosis al Jeast in experi
mental conditions of evaluation [41] and are being tesled in 
me neld. Therc is also evidence of oralIy indueod effective 
protet:tion against experimental murine C)'sticercosis by 
S3 Pva::: recombinantly bound ro me po~c Lumazine 
synlhase prolein from Bruc.IIQ ,pp. [74, 75] and by S3Pvac 
transgenk papaya clones [73]. Sorne effons have becn also 
done in experimental models as weIl agatnst pig cysti
cercosis, albeit under experimental candilions Wling DNA 
\'accination, wíth successfully results [42-46, 61, 76-78]. 
However the requireme.nt for ONA ofhigh qualit)' for gene
tic immunization limits nowadays its exter1sive usefulncss. 
The use of adjuvant.s and lor novel forms of delivery tO 
improve me immunogenicity of the vDecines are being 
explore<! for many purposes and are barely considered in 

nnti-<:ystieercosis vaceines. Thus, these possibilities can offer 
new formuIations te imp:ove efficiency and reduce vacei 
nation COSts. 

The Iogistic5 and C05ts of vaeeine administration 10 free 
ranaing pias in wJde and variable penetrable counuy 3re 
immenst e.nd impractical ¡fthe vaccine is to be injec:ted. The: 
ideal vnccine must bc'df very low unít eost; il must be red 10 
the pig5 and must bt""easily delivered to me pigs by meir 
owners. This combination ofthe antic)'stieercosis vaccinc for . 
pigs is the onty one ma! meets with the required eost
effcctiveness and feasibility pose<! by nBturally acqu ired 
portine cysticercosis in poor endemic countrics. Nobody has 
yet climbed that peak. 

The epplieation of a vaccine requires of me approval of 
!he bio logical product by slUlitary authorities, as well as the 
observance ol the requirements ofinnocuousness. In this 
respect, albeit many experimental vaecines against eysticer
cosi! are avaitable in Ihe literature, none of them have becn 
approved fo r use. 

IMMUNITY ANO VACtlNATION 

While different vaccine candidales hllVe becn sueeess· 
fully reporte<! and their antiparasite immunity assessed much 
of their meehan isms remain obscure or unexpued. Immu· 
nizntion with many of lhese proteins induces specific, 
oomplement-fixing antibodies against the total purified, 
recombinant or synthetic antigens that are believed to be 
associated with vaccinc-induced proteetion againsr T. $oliuM 
infec:tion. It has been argu«l thal vacc:ine-Abs ma)' desuoy T. 
solium oncospheres by f-"dng complement [SS, 79] but the 
vulnerability of \hese carly larval phascs of me parasite has 
not been explored yer. Later on, it W!5 observed that 
vactinanon of mice and pigs with a parasite epilopc (GKl) 
induus the $)'ntbesis of antibodies mat are capable of 
interfering wlth the C)'sticerci transformation loto tapewonns 
in the intestines of hamstm [72, 80]. It is argued that an 
exacerbated innammatory response mDy al50 damage the 
larva] stage of the parasite andlor interfere with the 
establishment ofthe cystieerci. However, up to dale only the 
increased specifíc pro-innammlttory cytokines have becn 
studied in the ease ofS3Pvac [4 1, 72], but their relevanee in 
parasite establishment andlor dcstroetioo has not becn 
explored. 

POSSIBILITIES OF VACCINATIOS AGAINST 
CYSTICERCOSlS IN HUMANS 

Thert is evidence hinting to the possibilitíes of vacci
nalion agalost human neuro-cyslicercosis (NC), particularly 
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against ilS severe forms. Among the hints js the very Iow 
frequency of symplOmalic neurocystlcercosis presml in 
endemic COmmunilies, and eVnI where 9 lO 10% of the 
population has clinically silent neurocysticercosis (17-191, 
and oyer 90% of them show immunological traces 
compalible with previous eontacts with paras ite's antigens 
(27]. These obSet"\'8lions suggcsl tMl me contacl with the 
par3Sile may gmerate a dt¡ree Ot type of immunil)' capable 
of prottcting the individual against severe symptomatic 
forms of Ne. 

TOWARDS A MULTIEPlTOPE YACC1NE AGAINST 
CESTODIASIS 

T. ,ro/fum, Tmmia soginata and Echinococcw are of the 
greateu medical and 'Yeterinary im~r:tance [8 1-84]. The 
exlensive similaritles in their natural hislory, pathology, and 
antigenic composition among cestodes (48, SS, 86] ofien 
permit the use of protective 3TJtigens for one species lo be 
applied k) • different one [lO, 32, 54, 58]. These ¡ntcr-spe
des shilTed anligcns offer a common tallJet of interesl for 
vaceine designo 

PREYENTION OF INTESTINAL TAENIASIS ANO 
CYSTICERCOSIS BY YACCINATION 

Man)' anligens are also shared among me differtnt ,tages 
of eestodes (Le. eggs, cystk:erc ~ tape-worms) [59, 60,87,88]. 
Some of these antigens are being considered 10 develop 
mu hlpurpose vacc:ine lO prevent both cystlcercosis and the 
tapeworm intestinal ¡nfcelion (89]. 

CAN CVSTICERCOSIS BE ERADICA BLE? 

In spite of thc prcvalling oplimism in tcchnoklgy 
¡esolving many a d iscase {90] , it u adv isllbJe te co05ider that 
cysticercosis is transmiued by a complex network of biolo
gical. historieal. cultural, economical factors and, then. 
reatizc thal its control may require of al least as complex: an 
approach as Illat of the paras ite 10 surv ive in modern times 
[64). 

Tatnia soUum eys!icercosis has been theoretically 
considrred ea5)' to control and has been dcclared lO be an 
eradicablc disease [91-95). Optirntsm prcvails based on me 
important advances in il5 dIagnosis [96], me efl"ectiveness of 
Ulti-cySlicidal trcalment [97, 98J and the bigh protective 
c:apacity of maR)' VIICClnC candidates reported (Table 1 and 
2). Unfonunatelly. 5uth optim~m is unwarranted (99]. The 
eradication of Taenia solium will likely rl'main u • major 
challengc ior man)' yeus in underdeveloped countries, 
wherc thc parasite's life-C)'cle is firm ly cstabl ished in 
complex social, culturaJ, po litical and economic contexts 
[64] , Sorne success has been obtained by control ptograms 
focuStd in rural villages and aimed to IoeaJly improve htalth 
educalion tnd treatment of sorne tapeworm carriera {90, 97, 
100-106]. Unfortunately, experience shows mar these actions 
are inJufficitnt to achieve wlde and Jong-term control due 10 
me eomplex social and bio logical networks thllt underlie 
cestodo transmission, whieh rap idty re-establish the tnreerlon 
afier such trUlsient interventions in minute sites [37, 100]. 
The more so, if the prevtnlion pro¡rams conrinue to 
disregard lhe growing and massive migration of rural 
peoples, together with their paras iles, into urban areas of 

endemie and non..endemic eounuies (107, 108] and then 
back, thus escaping control, spread ing me discllSe 10 n2ll\le 
sites and reinstalling parasire transmission upon their teturn 
to their rutal towns of origin (Larralde and Sciuno. 2005; 
http://www-lab.biomedkas.1Jnam.m'''eistimexl). Besides !he 
wove, huhh authoriries of endcmic countries have their 
hands full nnd the ir burses emptied wilh !he msny other 
diseases thal affeet their populations tO even Ihink of 
investina 10 prevent aneient distases that moitly embarru s 
them. So, nol withstanding me potentíal use of c051·efTectil¡e 
tcchnology, T. Jollum will not yicld until lh~ affected civil 
soeieties of endemic countries upgrade their will 10 livc 
heatthy and ael strongly upan their infection prone behaviors 
and env ironmental condilions. '1'he pigs are nol !he culprits; 
it's Ihe humans" (A tine S. de A tuja). 
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XVII. APÉNDICE I 

Actividad antihelmíntica, inmunomoduladora y antiinflamatoria del látex y el 

extracto de papaya (Carica papaya L.) 

Árbol de papaya. Tomado de http://www.agronet.com.mx 

Las alternativas terapéuticas de la medicina alopática para infecciones contra 

helmintos (praziquantel, albendazol y oxfendazol) han comenzado a generar 

individuos resistentes. Esta situación señala la importancia de desarrollar 

tratamientos alternativos contra parásitos gastrointestinales para uso en humanos y 

ganado en riesgo de infección (cabras, ovinos, bovinos, cerdos). En este sentido, el 
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uso de las semillas, el látex y el fruto de la papaya se han reportado como una 

estrategia de la herbolaria tradicional contra infecciones por helmintos, ya que 

poseen propiedades antimicrobiana y antiparasitaria (antihelminto) (Stepek et al., 

2004). Dichas propiedades son atribuidas a su alto contenido de cuatro enzimas 

proteolíticas, quimopapaína, papaína (aprox. 8%), caricaína y glicil endopeptidasa, 

las cuales poseen actividad de cistein-proteinasas y se encuentran almacenadas en 

células laticíferas, a una concentración aproximada de 1 mM (Hammond et al., 1997; 

Stepek et al., 2004). Estas enzimas son sintetizadas y conservadas como 

precursores inactivos; sin embargo, cuando la planta sufre algún daño, el látex es 

liberado y la concentración de proteasas se incrementa rápidamente, hasta alcanzar 

el máximo de actividad en menos de 2 min (Azarkan et al., 2003). Las cistein

proteinasas constituyen fuertes candidatos para el tratamiento de infecciones por 

nemátodos gastrointestinales de humanos y animales, ya que su actividad 

proteolítica es capaz de digerir la cutlcula de nemátodos, con pocos o sin efectos 

colaterales (Hounzangbe-Adote et al., 2005; Okeniyi et al., 2007). Estudios realizados 

por Berger y Asenjo (1940) mostraron en ensayos in vitro que la papaína purificada 

causaban ampollas en la cutícula del parásito adulto Heligmosomoides polygyrus y 

que el látex de la papaya era efectivo contra ascáridos, tenias, tricocéfalos, 

ancilostomas y uncinarias (Berger y Asenjo, 1940). 

Estudios in vitro han mostrado que incubando individuos adultos de Ascaridia 

galli, nemátodo intestinal del pollo, con el látex de la papaya, en menos de 24 hrs se 

logra la destrucción completa del parásito (Purwati y He, 1991). 
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Satrija en 1994, reporta que en cerdos infectados con Ascaris suum la 

administración de 4 a 8 g/kg del látex de la papaya reduce significativamente la carga 

parasitaria (número de huevos en muestras de heces) al dia 7 post-tratamiento 

(Satrija et al., 1994). Asimismo, en ratones infectados experimentalmente con 

Heligmosomoides polygyrus también se redujo significativamente el número de 

huevos y parásitos, sin efectos colaterales (Satrija, F. 1995). Ambos estudios han 

demostrado el potencial del látex de papaya para el tratamiento de infecciones con 

nemátodos gastrointestinales en hospederos monogástricos. Sin embargo, otros 

datos indican que el látex de papaya no tuvo efecto contra la infección de 

Hymenolepis diminuta en ratas y el tremátodo Echinostoma caproni en ratones, lo 

cual sugiere que el tratamiento con látex podría no tener efecto contra todos los tipos 

de helmintos. 

La actividad antihelmíntica de la papaya ofrece la posibilidad de evaluar otras 

frutas que contengan cistein-proteinasas, como el kiwi y la mora, que aún no han 

sido investigados en su capacidad antihelmíntica. Los tratamientos basados en 

plantas con capacidad medicinal podrían ser de bajo costo y fácil obtención, 

convirtiéndose en un tratamiento alternativo que beneficiaría a las poblaciones de 

bajos recursos, frecuentemente afectadas por parásitos intestinales. Además, las 

plantas podrían presentar menor riesgo en la producción de efectos colaterales, ya 

que son productos naturales que forman parte de la dieta del humano y los animales. 

Si bien las perspectivas del uso de plantas medicinales para el tratamiento contra 

helmintos intestinales es de gran interés, se requiere promover su evaluación para 

consolidar su futura aplicación; por ejemplo, en la producción de plantas transgénicas 
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con actividad antihelmíntica, a través de un posible aumento en su contenido de 

cistein-proteinasas (Hammond et al., 1997; Lans, C. et al., 2000). 

Por otra parte, a la papaya también se le han atribuido propiedades 

inmunomoduladoras, antiinflamatorias y antioxidantes similares a las de los 

bioflavonoides y la superóxido dismutasa. Estudios previos reportan que el extracto 

crudo de semillas de papaya y algunas de sus fracciones bioactivas presentan 

capacidad para estimular la prol iferación de linfocitos humanos sensibilizados con 

fitohemaglutinina y suprimen la lisis celular mediada por la vía clásica del 

complemento, indicando una posible inhibición de la respuesta inflamatoria (Mojica

Henshaw et al. , 2003). Sin embargo, a la fecha no se ha llevado a cabo la 

identificación y caracterización de los componentes responsables del efecto 

inmunoestimulante o antiinflamatorio. Por otra parte, Rimbach et al. (2000) reportan 

que la incubación de la línea de macrófagos RAW 264.7 con preparaciones 

fermentadas de papaya de bajo y alto peso molecular e interferón gamma (IFN-y), 

inducen un aumento en la secreción de la forma inducible de la oxido nítrico (ON) 

sintasa, nitrito y una acumulación de nitrato. Considerando que la producción de ON 

es relevante en la actividad antimicrobiana, antiviral y antitumoral de los macrófagos, 

sería relevante la identificación de los componentes responsables de dicha actividad 

para el desarrollo de un agente terapéutico con capacidad para regular la producción 

de ON (Rimbach et al., 2000), y por consiguiente , la respuesta antimicrobiana y 

antitumoral de los macrófagos. 

Por último, se ha reportado que la papaína ha sido utilizada como 

antiinflamatorio, para el reemplazo de glucocorticoides y antirreumáticos no 
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esteroides. Sin embargo, hasta el momento sólo existe un reporte al respecto, por lo 

que es necesario realizar una amplia investigación en el tema, a fin de verificar su 

posible uso terapéutico (Stepek et al., 2004). 
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XVIII. APÉNDICE 11. 

Citocinas humanas: expresión en plantas transgénicas y aplicación terapéutica 

RESUMEN 

Las citocinas son proteínas o péptidos solubles secretadas en respuesta a diferentes 

estímulos antigénicos. Actualmente se reportan aproximadamente cien clases de 

citocinas, mismas que se clasifican en interferones (IFNs), interleucinas (ILs), 

factores estimulantes de colonias (CSFs) y otras citocinas. En la respuesta inmune 

innata y adaptativa, las citocinas actúan de forma pleiotrópica, redundante, sinérgica 

e inducen la actividad en cascada de una o más citocinas. La variación genética o en 

los niveles de producción de las citocinas se ha asociado con diferentes 

enfermedades. Las citocinas recombinantes se están utilizando para modular 

procesos inflamatorios y de la respuesta inmune durante. cirugías de transplante, 

para controlar el desarrollo del cáncer y cuadros de alergias; sin embargo, su 

utilización ha sido limitada debido a su alto costo. En este sentido, su producción a 

gran escala en plantas transgénicas permitiría reducir su costo y favorecer su 

aplicación a nivel clinico. En esta revisión se da un breve panorama de las citocinas, 

haciendo mención de su clasificación, participación en la respuesta inmune, en la 

enfermedad, su expresión en plantas transgénicas y su aplicación terapéutica a nivel 

clínico. 
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Las citocinas 

Las citocinas son proteinas o péptidos con peso molecular de 8-80 kDa que son 

secretadas por diferentes tipos de células sanguíneas en respuesta a un estímulo 

antigénico; presentan las funciones de pleiotropía, redundancia, sinergismo e 

inducción en cascada de una o más citocinas. Además, regulan la comunicación 

entre las células de la respuesta inmune innata y adaptativa, actúan a 

concentraciones picomolares a través de la unión a su receptor con gran afinidad y 

especificidad, y regulan la intensidad y duración de la respuesta inmune a través de 

la estimulación o inhibición de la activación, proliferación o diferenciación de diversos 

tipos celulares (Kuby, J. 2001). 

Clasificación 

Actualmente se han descrito más de cien diferentes citocinas humanas, que se han 

clasificado de la siguiente manera: 

a) Interferones (IFNs) 

b) Interleucinas (ILs) 

c) Factores estimulantes de colonias (CSFs) 

d) Otras citocinas. 

Las características principales de cada grupo se describen brevemente a 

continuación. 
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a) Interferones (IFNs) 

Los interferones son glicoproteínas producidas y secretadas por células que inducen 

un estado antiviral y una actividad antiproliferativa, inmunológica y enzimática. El 

principal grupo de interferones incluye al IFN-a e IFN-j3, que son producidos por 

leucocitos y fibroblastos, respectivamente, y al IFN-y que es secretado por las células 

activadas NK (natural killer), T H1 (linfocitos T ayudadores T H1) Y T c (linfocitos T 

citotóxicos ). 

b) Interleucinas (ILs) 

Las interleucinas (IL-1 a IL-18) son secretadas por los leucocitos y actúan en el 

crecimiento y la diferenciación de las células del sistema inmune y varias células del 

sistema hematopoyético. Cada interleucina actúa de forma específica sobre su 

receptor y célula blanco. 

c) Factores estimulantes de colonias (CSFs) 

Estas Citocinas son proteínas que actúan directamente sobre la división y 

diferenciación de células de la médula ósea. El balance de los precursores de los 

leucocitos depende de la producción y diferenciación de las líneas celulares que se 

encuentran fuera de la médula ósea. En este grupo se incluye al factor estimulante 

de colonias de la línea granulocito-macrófagos (GM-CSF), la línea de macrófagos 

(M-CSF) y de granulocitos (G-CSF). 
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d) Otras citocinas 

En este grupo se incluye los Factores de Necrosis Tumoral (TNF)-a, TNF-J3 y el 

Factor de Crecimiento Tumoral -J3 (TGF-~). Dichos factores participan en la 

interacción célula-célula o célula-antígeno para controlar la respuesta inmune innata 

y adaptativa, la respuesta inflamatoria, la defensa contra virus y la proliferación y 

regulación específica de células T y B. 

Participación de las citocinas en la respuesta inmune 

Respuesta inmune innata. 

Es la respuesta primaria del hospedero que se induce ante su exposición a un 

antígeno. Las citocinas que participan en la respuesta inmune innata son producídas 

por macrófagos, células dendríticas, linfocitos T, células NK y otros tipos celulares. 

Son producidas en respuesta a patógenos que contienen lipopolisacáridos (LPS), 

monómeros de peptidoglicanos, ácido teicoico y ADN de doble cadena, a través de 

los mecanismos de endocitosis, fagocitosis e inflamación, donde los leucocitos y las 

células endoteliales son las responsables de promover y controlar la respuesta 

inflamatoria temprana. En la Tabla I se compilan las citocinas que se producen 

durante la respuesta inmune innata. 

Respuesta inmune adaptativa (inmunidad humoral y celular). 

Es una respuesta adquirida y específica mediada a través receptores 

membranales antígeno-específicos (inmunoglobulinas de superficie en los linfocítos B 
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y receptores para los linfocitos T). Los mecanismos de la respuesta inmune 

adaptativa se caracterizan por tener diversidad, memoria y capacidad de 

reconocimiento entre lo propio y no propio. Cada vez que el hospedero se exponga al 

patógeno que indujo la respuesta adquirida, la memoria inmunológica del hospedero 

actuará inmediatamente. En la Tabla I se compilan las citocinas que participan en la 

respuesta inmune adaptativa. 

Hematopoyesis. 

Las citocinas que promueven la hematopoyesis son producidas en su mayoría 

por las células localizadas en el estroma de la médula ósea, son responsables de la 

estimulación, crecimiento y diferenciación de los leucocitos inmaduros, para la 

producción de las líneas celulares que constituyen la población de células 

sanguíneas. Las citocinas que estimulan la hematopoyesis se indican en la Tabla 11. 

Las citocinas en la enfermedad 

Las citocinas son las responsables de llevar a cabo la homeostasis de la respuesta 

inmune, inflamación y reparación de tejidos. La variación en sus niveles de 

producción (genética o adquirida) se ha asociado con diferentes enfermedades; por 

ejemplo, el incremento en la producción de TNF-a induce un aumento en la 

susceptibilidad al SIDA, choque séptico, diabetes me/litus, hepatitis, linfoma y 

esclerosis múltiple (Theze, J . 1999); el aumento de IL-1 e IL-6 se ha asociado con la 

enfermedad de Castleman, mieloma múltiple y enfermedades autoinmunes 

160 



(glomerulonefritis) (Kishimoto, T. 1993). La sobreproducción de GM-CSF y 

quimiocinas se asocia a la leucemia mieloide, artritis reumatoide y neumonía, asma, 

enfermedad respiratoria del adulto (AROS) y choque séptico. 

Uso terapéutico de citocinas recombinantes 

Las enfermedades ocasionadas por causa de una desregulación o sobreproducción 

de citocinas pueden ser tratadas o controladas a través de la administración de 

citocinas recombinantes o anticuerpos anti-citocinas, respectivamente. Dentro de las 

enfermedades en las que se administran citocinas recombinantes se encuentran los 

procesos inflamatorios, el desarrollo del cáncer, la regulación de la respuesta inmune 

en el trasplante, el control de las enfermedades infecciosas y las alergias. En la 

Tabla 111 se muestran algunos reportes sobre el uso terapéutico de las citocinas 

recombinantes en estudios preclínicos en humanos (Kuby, J: 2001 ; Aok, N., Xing, Z. 

2004). 

Producción de citocinas recombinantes en plantas transgénicas para uso 

terapéutico 

El sistema de plantas transgénicas tiene un elevado potencial para ser usado como 

biorreactor para la producción de proteínas recombinantes de interés terapéutico, 

como vacunas, proteínas para diagnóstico, anticoagulantes, anticuerpos, proteínas 

plasmáticas, factores de crecimiento y citocinas (Fisher, R. , Emans, N., 2000; 

Goldstein, D. A. , Thomas, J . A., 2004), por lo que se considera un sistema alternativo 
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al de la expresión de proteínas en procariotes, baculovirus, levaduras y células de 

mamífero, que presenta las siguientes ventajas: 

a) Las proteínas pueden ser expresadas de forma nuclear, en organelo (mitocondria 

o cloroplasto), órgano específico (fruto) o en alguna etapa específica del crecimiento 

de la planta (germinación). 

b) Diferencias mínimas en su patrón de glicosilación en comparación con las células 

animales. 

c) Las proteínas pueden ser administradas por vía oral, evitando su degradación a 

través del tracto gastrointestinal debido a la presencia de la pared celular. 

d) Producción a gran escala, en cultivo de células en suspensión, por propagación 

in vitro o en campo. 

e) Bajo riesgo de contaminación con endotoxinas, como ocurre en cultivos 

bacterianos. 

f) Producción y almacenamiento de bajo costo. 

g) Alto potencial con valor comercial (Fisher, R., Emans, N., 2000). 

Sin embargo, este sistema de expresión también presenta las siguientes 

desventajas: 

a) Bajo a moderado nivel de expresión. 

b) Controversia en la seguridad biológica para su uso (Ma, J . et al., 2003; Yin et 

al., 2007). 
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Actualmente el uso terapéutico de las citocinas recombinantes es limitado debido 

a su alto costo de producción. Sin embargo, su producción en plantas transgénicas 

ofrece la posibilidad de utilizalas a nivel clínico, por las ventajas previamente 

mencionadas. Además, estudios in vitro sobre la evaluación de la actividad de las 

citocinas recombinantes expresadas en plantas transgénicas muestran que 

conservan su funcionalidad (Tablas IV-VIII). Por lo tanto, esta estrategia se vislumbra 

como una nueva alternativa factible para el tratamiento de pacientes. 

Perspectivas 

En la actualidad existe una gran necesidad de desarrollar nuevas estrategias 

profilácticas y terapéuticas para el tratamiento de varias enfermedades de interés 

clínico. De tal manera, la producción de citocinas recombinantes en plantas 

transgénicas para uso terapéutico debería considerarse seriamente, en el entendido 

de que también deberá ser controlado bajo las mismas normas de producción que 

requieren los productos farmacéuticos (BIO, Organización Industrial Biotecnológica). 

Además, su distribución, seguridad y eficacia deberán analizarse caso por caso, 

validándose a través de estudios inmunológicos, fisiológicos y terapéuticos, que 

permitan determinar la existencia de un posible riesgo o inducción de efectos 

colaterales. 
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Tabla 1. Citocinas que participan en la respuesta inmune innata y adaptativa. 

y 

Células B activadas, plasmáticas, de 
medula ósea y otros tipos celulares. 

Proliferación de células NK y T. 

y 
células moléculas del MHC. da anticuerpos IgG, 

cambio de expresión de IgG a IgG •. 

Macr6fagos. mastocitos y células NK. Macr6fagos y neutr6fi1os. de 

I I TH1.1 """U"" T Y B activadas y 

y y 

y 

Cil,xil,a. de la respuesta inmune innata; de la respuesta inmune adaptativa, producidas en respuestas 
IL: Interleucina; IFN: Interferón; TNF: Factor de Necrosis Tumoral; Tc: Linfocitos T citotóxicos; NK: Células Natural Killer; CTL: Linfocitos T 
Marginación de neutrófilos; GF-~: Factor de Crecimiento Tumoral- ~ . 

. CAM: 



Tabla 11. Citocinas que estimulan la hematopoyesis. 

Células TH. NK Y mastocitos. Células progenitoras. Crecimiento y diferenciacl6n de células progenltonls. 
mastocltos. Iiberacl6n de histamina de mastocltos. 

Células estromales de la médula ósea. Células progenitoras. 

Macrófagos. linfocitos T. células TH. Células progenitoras. 

Células del mesénquima. Monocitos y macrófagos. 

Monocltos. macrófagos. células endoteliales Neulrófilos. 
y estroma les, fibroblasto. 

Linfocitos T. Neutr6fi1os. 

Aumento en la producción de células progenitoras. 

Crecimiento y diferenclacl6n de monocitos y células 
dendrlticas. 

Estimula la supervivencia. proliferación y diferenciación de 
células hematopoyéticas de la linea celular monocito
macrofágica. 

Induce la Supervivencia. proliferación y diferenciación de 
células progenitoras de granulocitos y neutrófilos. 

Mediador de la respuesta aguda inflamatoria. 

GM-CSF: Factor Estim;;;u;¡;la;;n;¡'te;1de;;CC';;o¡;;lo:;;nI~ ' a:;sdeGr;';;~;¡¡;;;¡;¡;;;;';;d¡;;;;M:ci3F:Tacta:;E;¡¡;;;;;¡;;¡;d;;C~;;;;~¡;¡;¡;;;6i~;;C;:CsF:i~:¡;------
Estimulante de Colonias de Granulocitos. 



Tabla 111. Uso terapéutico de citocinas recombinantes en estudios preclínicos en humanos. 

Enlfemnedladl!s Infecciosas (por Condylomata aumiata, 
rinovlrus, protozoarios, parásitos u hongos). 
Enfermedades virales (hepatitis B). 
Alergia maligna. 
Cáncer de hlgado, cirrosis, trasplante. 
Llnfomas y verrugas genitales. 

Anemia. 
Infección crónica consecutiva. 
Tratamiento o terapia de radiación con fármacos 
citostáticos. 

Alergia severa. 
Tumores (melanoma), linfoma celular cutáneo, asma, 
infección por VIH. 
Hepatitis crónica B y C. 

I i con 

por 
Hipertensión. 

1999 

y 
tratamiento de melanomas con metástasis y M. 1992 
en sarcomas de tejidos blandos no se Ohya el al., 2002 
presentaron efectos colaterales. 

i 
anemia , hipotensión. 



Tabla IV. Tipos de interfer6n recombinante expresado en plantas transgénicas 

Agrobaclerium 
cepa EHAf01. 

lipofectina. 

Agrobacterium 
cepa LBA4404. 

lipofectina. 

Agrobaclerium 
cepa LBA4404. 

17 l19i 100gr. 

512-2048 
hoja. 

U/gr 

Hoja fresca. 

de Células en 
suspensión. 

560 UUgr de tejido. Hoja. 

923-3029 unidades Hoja y células en 
de actividad/gr de suspensión. 
peso fresco. 

11 .1 ng/ml secretado Células en 
ó 699.79 ng/gr suspensión. 
intracelular en el dla 
7 de cultivo. 

Inhibición del efecto citopálico 
del virus de la estomatitis 
vesicular en células 

Inhibición 
patogénico 
estomatitis 
amnióticas. 

del efecto 
del virus de la 

en células 

Inhibición de la replicación del 
virus de la estomatitis vesicular 
(VSV) en una linea celular 
amniótica. 

Determinación de la actividad 
del interferón por el método de 
Hou. 

Evaluación de su actividad 
antiviral mediante ensayos de 
infectividad del virus del dengue 
en células humanas A54. 

Edelbaum 
el al., 1992 

Zhu el al., 1994 

Ohya el al., 2001 

Sawahel, W. A. 
2002 

Chen el al., 2004 



Tabla V. Interleucinas recombinantes expresadas en plantas transgénicas 

cepaAGLI. 

cepa LBA4404. 

cepa LBA4404. 

cepa LBA4404. 

cepa LBA4404. 

Agrobacterium. 

cultivo. 

nglg paso 
en las lineas. IL-12-1 . 
IL-12-2 Y IL-12-3. 

de protelna total 
o 1.3 mg/kg de paso 

2 semanas. 

en suspensión 

0.1% protelna total Hoja. 
soluble 
0.08% protelna total Tubérculos. 
soluble. 

para 
proliferación de la linea celular CTLL-2 
~Iente da IL-2. Para IL4 ea utilizó la 
linea celular humana CT.h4S. 

i para 
secreción de IL-6 de la línea de macrófagos 
PU5-1.8 estimuladas con LPS y la 
proliferación de la linea celular de mastocitos 
MC/9 (ATCC) dependiente de IL4. 

depandiente de IL-2. 

celular (leucemia) J6-1 estimulada con IL-18. 

para 
estimular células NK para producir de IFN·y. al .• 2004 

2004 

Ensayo de proliferación celular. 



Tabla VI. Factor estimulante de colonias granulocito-macrófago (GM-CSF) recombinante expresado en plantas 

transgénicas. 

Agrobacterium 

Agrobacterlum 
cepa LBA4404. 

Agrobacterlum 
cepa LBA4404. 

Agrobacterlum 
cepa LBA4404. 

Agrobacterium. 

250 ~gIl ClJlüvo. Células en suspensión. Análisis por Westem blot. 

980.1 ~9/L al dla 5 de cultivo. Células en suspensión de No determinado. 
i 

783 ~ al dla 5 de ctJltivo. Células en suspensión de No daterminado. 
callos de hoja con gelatina 

de extracto Semillas. Proliferación de células TF·1. 

45~gIlal dla 10 da cultivo. Células en suspensión No determinado. 
denvadas da Callos da 

150 ~g IL al dla 5 de cultivo. Células en suspensión. Proliferación de células TF·1 . 

102 ~ al dla 5 de cultivo. Células en suspensión con No determinado. 
manItoI al 9% Y gelatina al 

7¡¡"130~g/L cultivo extracelular Células en suspensión. No determinado. 

James et a/., 2000 

Lee et al., 2002 

Lee et al., 2002 

Sardana et al .. 2002 

Kwon et al., 2003 

Shin et al., 2003 

Soder1ds, R. G. Y Lee, J. 
M., 2005 

Soderkis, R. G. Y Lee, J. 
2005 

0.02% protelna total soluble. callos u hoja. División y proliferación de células Wang o/ al, 2005 
de médula ósea de humano 

de la papa 19.8 mgll protelna soluble. Hoja. Análisis por ELlSA y Westem blol. Zhou et al., 2006. 
Ensayo de estimulaci6n y 
crecimiento de células humanas 



Tabla VII. Otras citocinas expresadas en plantas transgénicas 

Agrobaclerium 
EHA105. 

0.0026% Callos o células No determinada. Cheon el al., 2004. 
en 

Tabla VIII. Citocinas expresadas en organelos de plantas transgénicas 

Cloroplaslo. 43 nglmg de protelna Tercera hoja del Ensayos de proliferación de Menassa el al., 

Cloroplasto. 

Iotal soluble. ápice de plantas mastocitos MC/9. 2004. 
con 6-7 hojas. 

Mitocondria. 0.1 ng/mg de Tercera hoja del Ensayos de proliferación de Menassa el al., 

Ctoroplaslo. 

proteína 
total soluble. 

Aprox. 20% 
prolelna 
Iotal soluble 
mgJg. 

ápice de plantas mastocitos MC/9. 2004. 
con 6-7 hojas. 

de Hoja (peso 
frasco). 

o 3 

Ensayos de inhibición de la 
nsplicación del virus de la estomatitis y 
la capacidad de expnsslón de 
antlgenos clase I del MHC en 
esplenocilos y células Natural Klller. 
Evaluación de su capacidad 
protectora en ralones inoculados con 
una linea celular tumoral metastáslca. 

Arlen el al., 2007. 
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XIX. GLOSARIO DE TÉRMINOS 

ADN complementario: El ADN complementario o ADNc es un ADN de cadena 

sencilla que se sintetiza a partir del ARNm maduro. 

Acetogeninas: Sustancias cerosas que se encuentran en las hojas de la guanábana 

(Annona muricata). Estas sustancias tienen la propiedad de actuar selectivamente 

sobre las células cancerígenas, principalmente de tejidos blandos; de esa forma 

disminuyen y desaparecen los tumores . Sin embargo, no actúan sobre las células 

normales. Por eso se les considera una excelente quimioterapia natural que no 

conlleva los efectos indeseables de la quimioterapia tradicional. 

Alergia: Es la hipersensibilidad a una sustancia específica que, si se inhala, se 

ingiere o se toca, produce síntomas con efecto perjudicial al organismo. 

Alimento transgénico: Alimento proveniente de un organismo al que, a través de 

ingeniería genética, se le han incorporado genes de otras especies para producir una 

característica deseada. 

Angiosperma: Plantas con flor, arbustivas, herbáceas, en cuyo consumo el ser 

humano y otros mamíferos basan su subsistencia. 

Anticuerpo: Proteína (inmunoglobulina), que consiste de dos cadenas pesadas y 

dos cadenas ligeras idénticas, expresadas en la superficie de las células B. Cuando 

no han interaccionado con un antígeno, son producidos y secretados por las células 

plasmáticas. 

Anticuerpo monoclonal: Anticuerpo producido por una célula híbrida, producto de 

la fusión de un clon de linfocitos B descendiente de una célula madre única y una 

célula plasmática tumoral , que reconoce solamente una proteína o antígeno. 
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Antígeno: Sinónimo de inmunógeno, substancia (extraña) que se une 

específicamente a un anticuerpo o a un receptor de células T. 

Antígeno recombinante: Proteínas biológicamente activas sintetizadas por un 

organismo heterólogo, a través de técnicas de ingeniería genética, con un bajo o casi 

nulo riesgo de contaminación con proteínas tóxicas. 

Antihelmíntico: Sustancia antiparasitaria que previene o destruye parásitos, 

helmintos. 

Antíoxidante: Elementos que tienen como función eliminar del organismo los 

radicales libres que se producen como resultado de la oxidación celular, también son 

capaces de eliminar microorganismos patógenos. Cuando el número de radicales 

libres aumenta, se desestabiliza el organismo y alteran el ADN de las células, 

impidiendo la renovación celular o alterando su funcionamiento. Los radicales libres 

se han asociado a enfermedades degenerativas del sistema circulatorio, cáncer y 

envejecimiento precoz. 

Apoplasto: En las células vegetales, es el espacio entre la pared y el espacio 

intercelular, por el que circulan el agua y los solutos. 

Ascaris suum: Endoparásito nemátodo del cerdo, de color amarillo, que mide 

aproximadamente 30 cm de longitud, se aloja en el intestino delgado y puede migrar 

al estómago o las vías biliares. 

Ascaris galli: Nemátodo que se aloja y desarrolla en la mucosa intestinal de aves de 

corral (pollo, pavo, ganso) y silvestres (perdiz, urogallo, pato, faisán y buitre común). 
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Baculovirus: Grupo de virus específicos de artrópodos, con actividad bioinsecticida. 

Los baculovirus poseen ADN de doble cadena de aproximadamente 130 kb, son 

utilizados como vectores de expresión de genes eucarióticos. 

Biobalística: Método por el cual el ADN es introducido en las células por medio de 

micro partículas aceleradas a velocidades supersónicas, que atraviesan la pared y la 

membrana celular de cualquier tipo de célula . Es un método ampliamente utilizado en 

la transformación genética de plantas. 

Bioflavonoides: Dos de las formas más activas son la hesperidina y la rutina . El 

ascorbato de calcio es una forma estabilizada (menos ácida) de la vitamina C. 

j3-glucuronidasa: Enzima que separa las moléculas de ácido glucorónico a través 

del rompimiento de enlaces glucosídicos. 

BLS-KETc1: Quimera recombinante del péptido protector KETc1 del cisticerco de 

Taenía crassíceps fusionado a la enzima lumazin sintetasa de Brucella aborlus. 

Callos embriogénicos: Tejido desdiferenciado y desorganizado, a partir del cual las 

células pueden volverse a diferenciar en presencia de los reguladores de 

crecimientos adecuados. 

Cardiotónico: Agente o medicamento que posee propiedades estimulantes sobre el 

corazón. 

Células competentes: Células que se encuentran en un estado fisiológico que les 

permite captar ADN del medio exterior. Dicho estado es diferente para cada especie 

bacteriana y es determinado por la densidad celular del cultivo, la temperatura, el pH 

y los nutrientes del medio (fuentes de carbono, nitrógeno, iones). 
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Células en suspensión: Se refiere a cuando las células crecen sin anclaje a alguna 

superficie sólida. 

Céstodo: Endoparásitos que se alojan en el tubo digestivo de los vertebrados, 

presentan un cuerpo largo y plano, en forma de cinta, constituido por segmentos o 

proglótidos, que carecen de un aparato digestivo. 

Cistein-proteinasas: Grupo de enzimas proteoliticas lisosomales que desempeñan 

un papel importante en diversos procesos celulares . 

Citocinas: Proteinas de bajo peso molecular que regulan la intensidad y duración de 

la respuesta inmune. Inducen una variedad de efectos sobre los linfocitos y otras 

células de la respuesta inmune. 

Clona: Grupo de células originadas a partir de divisiones sucesivas de una sola 

célula progenitora. 

Cloroplasto: Orgánulo celular que presentan una cubierta constituida por dos 

membranas concéntricas. En su espacio interno contienen los tilacoides, donde se 

realiza la fotofosforilación. 

Codón de iniciación: Secuencia de ADN o ARN de tres nucleótidos (codón) donde 

inicia la traducción del ARN mensajero. En el ADN se encuentra el codón «ATG» 

(adenosina-timidina-guanosina) y en el ARN mensajero es «AUG» (adenosina

uridina-guanosina). Todas las proteínas eucariotas primarias poseen en su extremo 

amino terminal una metionina, aminoácido correspondiente al codón de inicio. 

Codón de terminación: Es el codón de termino, sin sentido o "stop" que en el código 

genético no codifica para aminoácido alguno. Su función es acotar el mensaje 

descifrado por el ADN que dará lugar al ARN mensajero. De este modo se limita la 
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síntesis del ARNm en el extremo 3' (marco abierto de lectura de los genes). Existen 

tres codones de terminación, «UAG» (codón ámbar); «UGA» (codón ópalo); y «UAA» 

(codón ocre). 

Cromoplasto: Orgánulos de las células vegetales que almacenan los pigmentos de 

los colores, anaranjado o rojo, de flores, raíces o frutos. Cuando son rojos se 

denominan rodoplastos. 

Co-transformación: Proceso que involucra la transformación con dos o más 

agentes transformantes, de forma simultánea. 

Dalton: Unidad de masa molecular. Un dalton = 1.67 x 10.24 g Y corresponde al peso 

atómico del átomo de hidrógeno. 

Dicotiledónea: Grupo de plantas de clase angiosperma, caracterizadas porque el 

embrión presenta dos cotiledones o un par de hojas primarias del embrión, que se 

encuentra dentro de la semilla. Las hojas casi siempre son pecioladas y con la 

nervación reticulada. 

Endotoxinas: Componentes lipopolisacáridos de la pared celular de bacterias 

gramnegativas, funcionan como superantígenos y son responsables de efectos 

patogénicos. 

Efecto citotóxico: Término utilizado para describir a algún agente o proceso que es 

tóxico a las células, suprime las funciones de la célula o le provoca la muerte. 

Efecto colateral: Efecto no deseado de una medida terapéutica o medicina, 

provocada como consecuencia de una medicación o tratamiento. 
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Embrión somático: Embrión originado a partir de una o un grupo de células 

somáticas. Se comportan como un cigoto con la capacidad para formar una planta 

completa, pero no es el producto de la fusión de gametos. 

Emenagogo: Sustancia que por sus efectos congestivos sobre los órganos 

pelvianos se emplea para provocar o aumentar la menstruación. 

Explantes: Porciones de tejido, células en suspensión, protoplastos, esporas, granos 

de polen o semillas. Explantes como los meristemos apicales y las yemas axilares 

son genéticamente muy estables y se utilizan para producir múltiples clonas de una 

forma o variedad. Las yemas adventicias son genéticamente inestables y producen 

un alto grado de variabilidad . 

Extracto soluble total: Fracción soluble de un extracto celular obtenido por 

homogenización de células y posterior centrifugación , para eliminar los componentes 

particulados (membranas y organelos). Contiene tRNA con aminoácidos, ribosomas 

y factores proteicos solubles. 

Febrifugo: Sustancia que hace disminuir la fiebre, por ejemplo: el ácido 

acetilsalicilico, la dipirona yel paracetamol. 

Fago filamentoso: El fago M13 o F1 mantienen todas las características de los 

plásmidos y tiene la capacidad de producir ADN monocatenario. 

Fago M13: Fago filamentoso de E. eoli, contiene ADN de cadena sencilla (+) y está 

envuelto en proteínas virales. Durante la infección, la cadena (+) sirve de molde para 

la síntesis de la cadena (-). La doble cadena se sintetiza hasta alcanzar 

aproximadamente 200 copias. A partir de ahi, la cadena (-) no se replica más y la 
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cadena (+) es cubierta por las proteínas de la cápsula para formar nuevas partículas 

virales, hasta llevar a una lisis celular y su consecuente liberación. 

Fitohemaglutinina: Conocida como PHA (phytohemag/utinin). Es una lectina 

distribuida entre la legumbres y algunas oleaginosas, como la soya (G/yeine max) , 

contienen un dominio tipo lectina y otro globular que "reconocen" a los carbohidratos 

y tiene la capacidad para aglutinar eritrocitos y leucocitos, además de estimular 

inespecíficamente la proliferación de células T. 

Gen reportero: Gen cuyo producto es monitoreable o fácilmente cuantificable, por 

ejemplo; la cloramfenicol transacetilasa y la ¡3-glucuronidasa . . 

Hermafrodita: Se denomina a un organismo que presenta ambos órganos sexuales, 

masculino y femenino, siendo capaz de producir gametos de ambos sexos al mismo 

tiempo. Rara vez se fecundan a sí mismos, pero llega a ocurrir, como en el caso de 

las tenias, que pueden autofecundarse. 

Hymeno/epis diminuta: Parásito que en su estadio adulto se localiza en el intestino 

delgado de ratas y ratones, mide de 20 a 60 cm de longitud y el ancho aumenta en 

forma gradual, desde 0.5 a la región cervical, hasta 4 mm en el extremo distal. Posee 

un escólex con cuatro ventosas y un pequeño róstelo retráctil desprovisto de 

ganchos. Los proglótidos son cortos, anchos y poseen órganos genitales de ambos 

sexos que desembocan en un poro genital lateral. Los proglótidos grávidos se 

desprenden en el interior del intestino y salen al exterior por las heces, liberando los 

huevos. 

Incidencia: Rapidez con la que ocurre una enfermedad, también es la frecuencia 

con que se agregan (desarrollan o descubren) nuevos casos de una 
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enfermedad/afección durante un período específico de tiempo y en un área 

determinada. 

Inflamación: Respuesta inespecífica que ocurre en los tejidos conectivos 

vascularizados para aislar y destruir a un agente dañino, así como reparar el tejido u 

órgano dañado. 

Inmunización: Proceso para producir un efecto de inmunidad en un individuo. 

Inmunoestimulante: Sustancia que aumenta las defensas inmunes inespecíficas. 

Inmunomodulador: Sustancia que activan o debilitan su función. 

Inspección en lengua: Palpación en la parte ventral de la lengua de los cerdos para 

detectar a los cisticercos de T. solium. Este método de diagnóstico debe realizarse 

por un veterinario experto, presenta un 50% de sensibilidad, debido a que puede 

confundirse con otras lesiones. 

Látex de papaya: Líquido denso que exuda al ser sesgado o puncionado el epitelio 

del árbol de la papaya. Contiene una alta concentración de la enzima papaína. 

Macrófago: Leucocito fagocito mononuclear que participa en la respuesta inmune 

innata y adaptativa. Hay diferentes tipos de macrófagos, algunos migran y otros 

permanecen fijos a los tejidos. 

Microtubérculo: Fragmentó obtenido in vitro a partir de un tubérculo inicial. 

Morbilidad: Se refiere a los efectos de una enfermedad en una población en el 

sentido de la proporción de personas que la padecen en un sitio y tiempo 

determinado. Existe la tasa de morbilidad, que es determinada por la frecuencia de la 

enfermedad en proporción a una población y requiere se especifique el periodo y el 
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lugar donde se determinará. Las tasas de morbilidad más frecuentemente usadas 

son la prevalencia y la incidencia. 

Necropsia: Disección anatómica de cadáveres para identificar la causa de su 

muerte. 

Nemátodos: Gusanos redondos pseudocelomados. Existen especies de vida libre, 

marina, terrestre y especies parásitas de plantas y animales, incluyendo el hombre. 

Neurocisticercosis: Enfermedad del sistema nervioso central causada por el 

cisticerco de T. solium, puede producir síntomas como la epilepsia crónica o ser 

asintomática. 

Niclosamida: Medicamento del grupo denominado antihelmínticos se usa en el 

tratamiento infecciones causadas por lombrices. 

Panalérgenos: Proteínas ampliamente extendidas en el reino vegetal, implicadas en 

funciones biológicas importantes (generalmente de defensa), por lo cual sus 

secuencias y estructuras están altamente conservadas. Los tres grupos mejor 

conocidos son los alergenos homólogos de Bet v 1, las profilinas y las proteínas 

transportadoras de lipidos (PTL). Son quitinasas de clase 1, que al poseer un dominio 

heveina N-terminal reaccionan de forma cruzada con el alérgeno principal del látex, 

Hev b 6. 

Pantropical: Se refiere a un área de ocurrencia geográfica. Para que la distribución 

de un taxón sea pantropical debe aparecer en regiones tropicales en todos los 

continentes mayores. 
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Péptido: Consiste en la unión de un bajo número de aminoácidos para formar un 

oligopéptido o polipéptido, si es menor o mayor a 10 aminoácidos, respectivamente. 

Generalmente tienen un peso molecular de diez a doce mil daltones. 

Pleiotropía: Fenómeno por el cual un solo gen es responsable de efectos fenotípicos 

o caracteres distintos y no relacionados. Ejemplo de ello es la fenilcetonuria, en la 

cual un solo gen varía la producción de una enzima y esto produce deficiencia 

intelectual, problemas en la coloración de la piel , etc. 

Praziquantel: Medicamento que se utiliza para tratar infecciones causadas por 

algunos parásitos intestinales. 

Prevalencia: Es la frecuencia de todos los casos (antiguos y nuevos) de una 

enfermedad patológica en un momento dado del tiempo (prevalencia de punto) o 

durante un periodo definido (prevalencia de periodo). 

Procariote: Tipo de célula que no posee sistemas membranales intemos. 

Promotor: Sitio de reconocimiento de la RNA polimerasa en las células procariotes o 

en eucariotes por factores transcripcionales, para el inicio de la transcripción . 

Proteina: Cadena que consta de la unión de más de 100 aminoácidos. Existen dos 

clases de proteínas, las monoméricas y las multiméricas, que consisten de una 

cadena o en la unión de varias cadenas polipeptídicas, respectivamente. 

Protoplasto: Célula vegetal o bacteriana desprovista de pared celular. 

Sarcotesta: Es la cubierta extema de la semilla . 

Semiperenne: Planta, árbol o arbustos que no pierden sus hojas en todo el año, lo 

contrario a lo que le pasa con las especies caducifolias, que pierden sus hojas en 

determinadas épocas del año y luego les nacen otras nuevas. 
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Sinergismo: Acción combinada de varias sustancias químicas. 

T -ONA: Secuencia de ADN del plásmido Ti que es transferida al genoma de la célula 

vegetal durante el proceso de infección por Agrobacterium tumefaciens. 

Taenia ovis: Parásito de la clase céstoda. La forma adulta o tenia infecta a perros y 

zorros y, la forma larvaria o cisticerco se encuentra en el músculo de las ovejas, 

causa severas pérdidas económicas debido al decomiso de las canales infectadas. 

Taenia saginata: Parásito de la clase céstoda, cuya forma adulta vive en la primera 

porción del intestino delgado del ser humano, donde pueden llegar alcanzar hasta los 

10-12 m de longitud. Junto con T. solium, es una de las especies conocidas como 

lombriz solitaria; produce la teniasis, cuya fase larvaria ocasiona la cisticercosis, 

generalmente asintomática, localizada en la musculatura del ganado vacuno. 

Transferencia horizontal de genes (TGH): También conocida como transferencia 

de genes lateral (TGL), proceso en el que un organismo transfiere material genético 

a otra célula que no es descendiente. Por el contrario, la transferencia vertical ocurre 

cuando un organismo recibe material genético de sus ancestros, por ejemplo de sus 

padres o de una especie de la que ha evolucionado. La transferencia artificial de 

genes horizontal es una forma de ingeniería genética. 

Transgénico: Se refiere a organismos que han sido modificados genéticamente, 

mediante la introducción de nuevas secuencias de ADN en la línea germinal. 

Tremátodo: Gusanos platelmintos, algunos de los cuales infectan al hombre y tienen 

ciclos de vida complejos con estad íos que afectan a una o más especies 

(hospedadores ). 
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Vacuna: Preparación de material antigénico utilizado para inducir inmunidad contra 

organismos patógenos. 

Vacunación: Administración intencional de parte de un patógeno, para inducir una 

respuesta inmune específica que proteja al individuo ante una subsiguiente 

exposición al mismo patógeno. 

Variedad: Se denomina variedades a los grupos que provienen de una misma 

especie, con características comunes y rasgos de diferenciación secundarios: Ej: el 

almendro tiene variedades de fruto dulce y amargo. 

Virus de la mancha anular: Pertenece al grupo de los potyvirus. Es transmitido de 

plantas infectadas a plantas sanas, no requiere un periodo de incubación para ser 

transmitido a través de insectos chupadores del grupo de los áfidos, como Myzus 

persicae, Aphis gossypii, A. neeri, A. citricola y A. spiraecola. Las plantas infectadas 

tienen un menor número de frutos y presentan manchas en forma de anillos, que 

merman su calidad comercial. 
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