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Introduccion

La inmunidad adquirida originada por enfermedades helmin-

NOTA CIENTIFICA

Efecto protector de oncésferas homaélogas en la infecciéon por
Hymenolepis nana var. nana

The protector effect of homologous oncospheres to infection of
Hymenolepis nana var. nana

Oriana Vasquez, Flora Chavez y Hermes Escalante

Resumen

El efecto protector de oncosferas homdlogas fue evaluado en Mus musculus infectados por Hymenolepis nana
var. nana. El estudio se realizé en 20 ejemplares hembras de Mus musculus de dos meses de edad vy libres
de infeccién por helmintos, los cuales fueron seleccionados al azar en dos grupos (experimental y control)
de 10 ratones cada uno. Cada animal del grupo experimental recibié una dosis Unica del inmundgeno via
subcutanea, constituido por la mezcla de 0,05 mL de PBS con 15—24 oncésferas y 0,05 mL de Adyuvante
Completo de Freund’s para inducir la respuesta inmune. El grupo control recibié por igual via la misma dosis,
pero sin oncosferas. La evaluacion del efecto protector de las oncésferas se realizd después de 25 dias de la
inmunizacion, para lo cual 200 huevos viables de H. nana var. nana fueron administrados por via oral a cada
uno de los 20 ratones, los que fueron mantenidos durante 15 dias mas antes de ser sacrificados para obtener
los parasitos intestinales y comprobar la eficiencia de la inmunizacién. Las formas adultas de Hymenolepis
nana var. nana fueron encontrados en dos ratones del grupo experimental y en 5 ratones del grupo control;
siendo la eficiencia de la inmunizacién del 60%, observandose diferencia significativa entre el grupo control y
el grupo experimental.

Palabras clave: Hymenolepis nana, oncésferas, infeccion, inmundgeno, helmintos, inmunizacion.

Abstract

The protector effect of homologous oncospheres was evaluated in Mus musculus infected with Hymenolepis nana
var. nana. Twenty female of Mus musculus of two months old, free infection by helminths, were random-selected
into two groups, experimental and control, of 10 mouses each one. Each animal from the experimental group
received a single subcutaneous dose of immunogen constituted by 0,05 mL of PBS with 15—24 oncospheres
and 0,05 mL of complete Freund’s Adjuvant to induce the immune response. The control group received a
similar dose, but without oncospheres. The protector effect of the oncospheres was evaluated after 25 days
of the immunization, 200 viable eggs of H. nana var. nana were inoculated by oral route to each one of the 20
mouses, and they were kept alive for 15 days before to be sacrificed to get intestinal parasites and prove the
immunization efficiency. Adult forms of H. nana var. nana were found in two mice of experimental group and 5
mouses from control group; being immunization efficiency of 60%, showing significative differences between
control group and experimental group.

Keywords: Hymenolepis nana, oncospheres, infection, immunogen, cestodes, immunization.

una simple dosis de oncésferas atenuadas con o sin adyuvante fue
suficiente para producir inmunidad completa y para dar tratamiento

ticas ha conducido a incrementar esfuerzos para el desarrollo de
vacunas contra pardsitos. La mayoria de estas vacunas fueron
experimentales y utilizaron una diversidad materiales antigénicos
como por ejemplo: pardsitos adultos homogenizados en fresco
o seco, huevos, estados larvales, fluidos o extractos de estos
materiales, algunos estadios muertos por formalina, huevos
o estados larvales de especies heterélogas u homélogas, pro-
ductos metabdlicos (antigenos, exoantigenos), larvas, huevos
atenuados y oncésferas activadas o muertas (Cai et al., 2001,

Wang et al., 2003).

Las vacunas contra pardsitos han sido desarrolladas contra la
infeccién de Ancylostoma caninum en perros (Hotez et al., 2002).
Oncésferas no viables de Taiwdn Zaenia y Indonesia Taenia
fueron utilizadas para inducir inmunidad contra la infeccién
de 7 solium (Fan et al., 2003). También han sido desarrolladas
vacunas experimentales con 7. saginata para prevenir la teniasis
causada por Taenia solium (Parkhouse et al., 1999).

Antigenos obtenidos iz vitro de oncésferas activadas de 77
pisiformis, T. ovis, T. saginata 'y T. solium estimulan altos niveles
de resistencia contra las infecciones por este cestote (Kyngdon et
al., 2006). También se desarrollé un sistema experimental para
prevenir la cisticercosis, por 7. taeniformis en ratas, reportdndose que

a la infeccién con huevos homélogos (Fan et al., 1997).

Las evidencias indican que las oncésferas invasivas son vul-
nerables a los anticuerpos mediados por una respuesta inmune
y que las secreciones de las oncésferas estimulan la inmunidad.
Considerando que la himenolepiasis es una de las cestodiasis mds
frecuentes en paises en vias de desarrollo como el Perti y que
existen, a nivel experimental, resultados exitosos de vacunacién
contra las infecciones por diversos helmintos, el presente trabajo
estuvo orientado a evaluar el efecto protector de oncésferas
homologas en Mus musculus contra la infeccion por Hymenolepis
nana var. nana.

Materiales y métodos

Material de estudio: Ochenta individuos de M. musculus
cepa BALB/c de ambos sexos, de dos meses de edad, obteni-
dos del Bioterio de la Universidad Cayetano Heredia, fueron
utilizados en el presente trabajo. Veinte hembras se utilizaron
para evaluar el efecto protector de las oncésferas y 60 ratones de
diferentes sexos fueron utilizados para la obtencién de individuos
adultos de H. nana var. nana. Los huevos de H. nana var. nana
utilizados provinieron de muestras fecales de nifios parasitados
naturalmente. Aproximadamente 1000 adultos de H. nana var.
nana fueron obtenidos por infeccidén experimental.
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Obtencién de huevos de H. nana: Los huevos de H. nana
fueron obtenidos de proglétidos grévidos de pardsitos desarrolla-
dos experimentalmente en M. musculus. La infeccién experimental
en M. musculus se realizd infectando por via oral un indculo de
200—500 huevos, en 0,5 mL de solucién salina fisioldgica (SSF),
y obtenidos de las heces de nifios parasitados y concentrados por
la téenica de Willlis (Maldonado, 1965). Los pardsitos adultos ob-
tenidos de la infeccién experimental fueron colocados en una placa
Petri que contenfa 2 mL de dicromato de potasio al 2,5%, donde
fueron homogenizados y guardados por 24 horas a 4 °C, luego
con ayuda de estiletes y de una lupa estereoscdpica se rompié la
parte terminal para lograr la salida de los huevos los cudles fueron
lavados varias veces con SSF y almacenados a 4 °C.

Liberacién de las oncésferas: Luego se procedié a liberar las
oncosferas (larva hexacanto), para ello, los huevos de H. nana var.
nana fueron incubados en 5 mL de hipoclorito de sodio al 5,25%
durante 45 minutos a 4 °Cy en agitacién continua para romper
el cascarén y lograr la liberacién de las oncésferas, las cuales se
lavaron por centrifugacién con PBS estéril a 3000 gpm por 15
minutos y luego se lavaron tres veces por centrifugacién con SSE
Las oncdsferas se guardaron a -5 °C; quedando listas para ser
emulsificadas con adyuvante completo de Freund’s (CFA).

Preparacién del Inmunégeno: El inmundgeno fue prepara-
do mezclando una suspensién de 300 a 400 oncésferas en 1 mL
de PBSy 1 mL de CFA, componentes que fueron emulsificados
por aproximadamente 45 minutos hasta conseguir un aspecto
cremoso. Para el grupo control se preparé 1 mL de PBSy 1 mL
de CFA siguiendo el mismo procedimiento anterior.

Induccién del efecto protector de las oncdsferas: Veinte
hembras de M. musculus, de dos meses de edad, fueron selecciona-
das al azar, y se les realizé exdmenes coproparasitoscopicos. Estos
individuos fueron distribuidos al azar en dos grupos de 10 indi-
viduos, el grupo experimental y el grupo control, manteniéndose
ambos grupos bajo control para evitar infecciones accidentales.

Inmunizacién y evaluacién de la Inmunizacién: El grupo
experimental recibié una inyeccién subcutdnea de 0,01 mL de
una mezcla de 0,05 mL de PBS (15—24 oncésferas) con 0,05
mL de CFA y el grupo control recibié subcuténeamente 0,1
mL de una mezcla de 0,05 mL de PBS y 0,05 mL de CFA (Fan
et al., 1997).

Veinticinco dfas después de la inmunizacién se realizé la
infeccién experimental, para lo cual a todos los ratones del
grupo control y del grupo experimental se les administré via
oral 0,1 mL de PBS que contenfa 200 huevos viables de A.
nana,. Después de 15 dfas de la administracién del pardsito, se
realiz6 la necropsia de los ratones para verificar la presencia de
especimenes adultos de H. nana y comprobar la eficiencia de
la inmunizacién.

Tratamiento Estadistico: La evaluacién de la infeccién
experimental se hizo con andlisis de varianza, con un nivel de
significancia de 0,05. La eficiencia de la inmunizacién se calcul6
segtin lo indicado por Flisser et al. (1982):

Et= (P —P)/P_

Donde:
P : Proporcién de ratones infectados en un grupo no inmunizado.
P:: Proporcién de ratones infectados de un grupo inmunizado.
t: Tiempo entre la inmunizacién y la evaluacién de la eficiencia.

Resultados

Dos ratones del grupo experimental (inmunizados) presen-
taron cuatro formas adultas (1, 3) de H. nana, cuya longitud
estuvo comprendida entre 1,5—5 cm y en el grupo control (no
inmunizados) se encontraron cinco ratones con 21 (1, 2, 4, 4,
10) formas adultas, cuyas medidas estaban entre 0,2—1,5 cm. En
todos los casos las infecciones estuvieron localizadas en el tercio
ultimo del ileén. La eficiencia de la inmunizacién calculada fue de
60% y el andlisis de varianza mostré que existe diferencia signifi-
cativa (P<0,05) entre el grupo control y grupo experimental.

Discusién

La inmunidad producida por las oncésferas homdélogas a la
infeccion por H. nana var. nana en M. musculus fue baja, 60%;
esto pudo sucede porque la dosis inmunizante fue insuficiente.
Wikerhauser (1982), al inmunizar bovinos contra Taenia sagina-
ta concluyé que sobrenadantes de oncdsferas incubadas in vitro
contenfan antigenos protectores similares a aquellos producidos

por oncésferas inyectadas; pero que su eficiencia dependia de la

cantidad mds que en su calidad (Flisser et al., 1982).

El hallazgo de un menor nimero de ratones infectados en el
grupo inmunizado asi como la baja cantidad de pardsitos encon-
trados en estos comparados con el grupo control, permite afirmar
que hubo un efecto protector de las oncésferas homélogas a la
infeccién por H. nana var. nana. Estudios previos demostraron
que las oncésferas de cestodos inducen una respuesta protectora;
tal es el caso de Fan et al., (1997) quienes inmunizaron cerdos con
oncésferas no viables homdlogas o heterdlogas de Taziwan Taenia,
Korea Taeniay Taenia saginata, observandose una fuerte resistencia
ala inoculacién e infeccién con huevos viables de Taziwan Taenia;
asimismo Ito et al., (2004), reportaron una proteccién completa
contra la infeccién de pardsitos homélogos en ratas y ratones
inmunizados con oncésferas de H. diminuta y H. nana.

El sexo de los ratones parece ser un factor importante en la
variabilidad de los resultados. En nuestra evaluacién del efecto
protector de las oncdsferas de H. nana, los ratones que se usaron
fueron hembras; y existe evidencia que las hembras podrian
ser resistentes a las infecciones con este pardsito. Es asi que
Richard, (1982) encontrd que el ganado vacuno inmunizado
con onc6sferas cultivadas in vitro de Taenia hydatigena, mostrd
mayor eficiencia de inmunizacién en hembras que en machos.
Mitchell et al. (1977) también reportaron gran susceptibilidad
a la infeccidn con 7. taeniformis en ratones machos.

La no infeccion del 50% de ratones en el grupo control podria
atribuirse a que los ratones utilizados fueron adultos cuando se realizé
el experimento, ya que H. nana afecta mayormente a huéspedes
jovenes o inmunodeficientes. El escaso nimero de cestodes encon-
trados se deberia al poco niimero de huevos inoculados en la dosis,
siendo la infectividad usualmente baja, ya que sdlo 2 a 5% de los
huevos desarrollan hasta cisticercoides (Weinmann, 1991).
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