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RESUMEN 

La Echinococcocis e Hidatidosis causada por el cestode 

Echinococcus sp, es una de las más importantes zoonosis a nivel 

mundial. El control de esta parasitosis se puede realizar 

mediante el tratamiento de los perros infectados con 

Praziquantel aunque ésto no ha sido totalmente eficiente. El 

control mediante vacunación en los hospederos intermediarios 

y/o en los hospederos definitivos es otra alternativa de 

control. A través de este trabajo nos propusimos desarrollar 

una vacuna oral para ser aplicada en el hospedero definitivo 

empleando nanopartículas (NPs). Los antígenos seleccionados 

fueron las proteínas de Echinococcus granulosus, tropomisina y 

paramiosina. Estos antígenos recombinantes se encapsularon en 

NPs poliméricas biodegradables, se determinó el tamaño, la 

carga, la forma, así como la eficiencia de encapsulación (E/E). 

Por otro lado, se estudió la integridad y la inmunogenicidad 

de los antígenos luego del proceso de formulación de las NPs. 

Se funcionalizaron las NPs agregándole MPLA (Monophosphoryl 

Lipid A) como adyuvante, y Chitosan (CS) para aumentar la 

adherencia de las NPs al mucus intestinal. Se sometieron las 

NPs a jugos gástrico e intestinal artificial para determinar 

el efecto de los mismos sobre las NPs y los antígenos.   

Se obtuvieron células dendríticas de perros a partir de 

monocitos sanguíneos (cMoDCs). Se determinó la capacidad de 

las NPs de ser internalizadas por macrófagos murinos y células 

dendríticas de perros. Luego se determinó la capacidad de las 

NPs para activar cMoDCs. En la última etapa de este trabajo se 

realizaron una serie de ensayos clínicos pilotos en perros. Se 

evaluó la inmunogenicidad y la eficacia de las formulaciones 

de NPs desarrolladas. Los resultados mostraron que se 

obtuvieron NPs de un tamaño <300nm, con un potencial Zeta 
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negativo con gran uniformidad de forma y tamaño observado en 

la microscopía electrónica. El porcentaje de encapsulación de 

las proteínas paramiosina de Echinococcus granulosus (EgA31) y 

tropomiosina de Echinococcus granulosus (EgTrp) fue superior 

al 80% sin alteración de la integridad ni de la 

inmunogenicidad. La bifuncionalización con MPLA no alteró las 

características de las NPs, la E/E, ni la integridad e 

inmunogenicidad de los antígenos.  La funcionalización de las 

NPs con CS le aportó la carga positiva esperada, sin producir 

cambios en las propiedades de las NPs y los antígenos. Los 

jugos gástrico e intestinal artificiales no alteraron las 

propiedades de las NPs ni integridad e inmunogenicidad de los 

antígenos. Los experimentos de internalización demostraron que 

las NPs fueron internalizadas por macrófagos murinos y cMoDCs 

caninas. Además, las NPs activaron eficientemente las cMoDCs. 

Los estudios clínicos de inmunogenicidad demuestran que 

las NPs desarrolladas activan la inmunidad de mucosas y 

sistémica, con una respuesta mixta Th1/Th2, sin respuesta de 

IgE sistémica. Los ensayos clínicos de eficacia con vacunación 

oral y desafío, mostraron una protección de un 94.5% indicando 

que estamos frente a un prometedor sistema de “delivery” de 

antígenos usando nanopartículas biodegradables como vacuna 

oral de mucosas contra E. granulosus.  
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INTRODUCCIÓN 

1) HIDATIDOSIS 

     La Hidatidosis causada por el cestode Echinococcus 

granulosus, es una de las mayores zoonosis a nivel mundial que 

afecta tanto al hombre como a los animales domésticos 

(Echinococcosis quística) (Thompson y Jenkins, 2014; Boufana 

et al., 2015, Deplazes et al., 2017). Se extiende en todo el 

continente americano, así como en Europa, Australia, China, 

Rusia, África y Asia (Deplazes et al., 2017; Ito y Budke 2017; 

Pavletic et al., 2017). Esta enfermedad, además, es una de las 

más importantes zoonosis parasitaria reportada en Uruguay, 

Argentina, Brasil, Chile y Perú (Irabedra y Salvatella 2010; 

Larrieu y Zanini, 2012, Pavletic et al., 2017).  

El género Echinococcus (Platyhelminthes, Cestoda) comprende 

varias especies: Echinococcus granulosus, Echinococcus 

multilocularis, Echinococcus oligarthrus, Echinococcus vogeli, 

Echinococcus equinus, Echinococcus ortleppi, Echinococcus 

felidis, y Echinococcus shiquicus (Thompson y McManus, 2002; 

Xiao et al., 2006; Huttner et al., 2008; Ita y Budke, 2017). Los 

miembros de estas especies difieren en la morfología de sus 

estados larvarios y adultos. Datos recientes basados en estudios 

genómicos de E. granulosus indican que hay por lo menos diez 

poblaciones genéticamente diferentes (McManus, 2002; McManus y 

Thompson, 2003, Boufana et al., 2015). 

 

2) CICLO BIOLÓGICO DE E. granulosus. 

 En América del Sur, las ovejas (hospederos intermediarios) 

y los carnívoros (hospederos definitivos) son los que mantienen 

el ciclo de E. granulosus en la naturaleza (Fig. 1). Este 
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parásito desarrolla su estadio adulto (tenias) en el intestino 

de los perros domésticos, o carnívoros salvajes como zorros o 

lobos, y su estadio larvario (quistes) en los hospederos 

intermediarios como las ovejas, bovinos, equinos y suinos, y 

en los hospederos accidentales como el hombre. 

 Los carnívoros comen las vísceras de los animales 

infectados ingiriendo de esta manera las larvas las que se 

establecen en el intestino de los perros desarrollo la tenia 

adulta. Una vez alcanzada la forma adulta, y alrededor de los 

45 días, las tenias poseen huevos infectantes denominados 

oncósferas que son liberados al medio con las heces de los 

carnívoros. Las oncósferas son ingeridas por los hospederos 

intermediarios, así como por los hospederos accidentales, como 

el hombre, y en los tejidos de estos organismos se desarrollan 

los quistes que provocan la enfermedad denominada Hidatidosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura .1 Ciclo de E. granulosus. 
Tomado de Zhang y McManus, 2008. 
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3) VARIACIÓN GÉNICA DEL GÉNERO ECHINOCOCCUS. 

 Desde el punto de vista genético se han descrito diez 

variantes dentro del género Echinococccus.  Genotipos G1-G3 que 

incluyen a E. granulosus sensu stricto (s.s.), genotipo G4 que 

incluye a E. equinus, genotipo G5, que incluye a E ortleppi y 

genotipos G6-G10 que incluye a E. canadienses (Nakao et al., 

2007; Thompson, 2008; Cucher et al., 2016; Deplazes et al., 2017; 

Ito y Budke 2017). Al referirnos en forma genérica a estos 

genotipos los nombramos como E. granulosus sensu lato (s.l.) 

 En un estudio reciente se ha demostrado que un muy alto 

porcentaje de individuos (humanos) están infectados con el 

genotipo G1, (Rojas et al., 2014; Boufana et al., 2015, Cucher 

et al., 2016 y Deplazes et al., 2017). Los caninos, en 

particular los perros, constituyen la principal fuente de 

infección de equinococosis quística en humanos alrededor del 

mundo, siendo la mayoría de los casos causados por E. 

granulosus genotipo G1 (Boufana et al., 2015). Esta variedad 

representa la mayor parte de la carga mundial, seguida por E. 

canadensis (G6 y G7) (Cucher et al., 2016; Ito y Budke 2017). 

En las figuras 2 y 3 se muestra la distribución del género 

Echinococcus a nivel mundial y en América del Sur, 

respectivamente. 

La Hidatidosis en seres humanos y otros hospederos 

intermediarios en América del Norte, es causada por genotipos 

asociados a la vida silvestre de E. canadensis (G8-G10), 

presentes en los ovinos, porcinos y ganado bovino (Deplazes et 

al., 2017, Cucher et al., 2016). E. canadensis está presente en 

Canadá, y G10 parece ser más común en la vida silvestre. Los 

hospederos definitivos incluyen lobos, coyotes y perros, 

mientras que los intermediarios son normalmente cérvidos 

salvajes o criados en cautividad. En México se encontraron los 
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genotipos G5 (E. orleppi) y G7 (E. intermedius) (Rodríguez-Prado 

et al., 2014). Esta información debe ser tenida en cuenta para 

entender la epidemiología, adaptar los programas locales de 

control y prevención de la Equinococcosis así como la 

Hidatidosis.  
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Figura 2. Representación esquemática de la distribución genotípica de E. 

granulosus S.l. aislados en América del Sur. Tomada de Cucher et al., 2016. 

 

 

 

 

 

Figura 2. Distribución mundial de las variaciones génicas del género 

Echinococcus. A)distribución mundial de los genotipos de E. granulosus 

s.l. Identificados en humanos; B) porcentaje de casos de humanos 

causados por cada genotipo de E. granulosus s.l.; C) localización de 

quistes hidáticos en los órganos en humanos causados por E. granulosus 

s.s. (genotipo G1) y E. canadiensis (genotipos G6 y G7). La categoría  

“others” se aplica a  localizaciones reportadas en menos de tres 

casos. Tomado de Cucher et al., 2016. 

A 

B C 
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4) DISTRIBUCIÓN DE LA HIDATIDOSIS EN EL MUNDO. 

4.1) Hidatidosis en América del Sur 

 La Hidatidosis es endémica en Argentina, Uruguay, Chile, 

Perú y Brasil (Pavletic et al., 2017). En el 2014 en Uruguay y 

Argentina se gastaron 365.000 y 856.000 dólares respectivamente 

para el control de esta zoonosis. La prevalencia de la 

Figura 3. Representación esquemática de la 

distribución genotípica de E. granulosus s.l. 

aislados en América del Sur. Tomada de Cucher 

et al., 2016. 
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echinococcocis quística no ha disminuido en ovinos y bovinos 

en el período 2009/2014, salvo en Uruguay y Brasil, donde 

disminuyó drásticamente manteniéndose por debajo de 10% 

(Pavletic et al., 2017).  

 Los datos epidemiológicos de América del Sur desde 2009 

hasta el 2014 para Uruguay, Argentina, Chile, Perú y Brasil, 

están basados en información oficial de los organismos 

encargados del control de esta parasitosis en los diferentes 

países (Pavletic et al., 2017, Irabedra y Salvatella 2010; 

Larrieu y Zanini, 2012, Pavletic et al., 2017). En Uruguay, la 

prevalencia de la Hidatidosis en humanos fue de 57 casos en 

2009 a 11 casos en 2014; en ovinos del 5.9% en 2009, al 2.2 % 

en 2014 y la infestación en perros del 3.2% en 2009 al 1.8% en 

2014. En Argentina, en humanos la prevalencia aumentó de 416 

casos en el 2009 hasta 777 casos en el 2014. En ovejas no hay 

datos oficiales y la prevalencia en perros descendió de 17.7% 

en el 2009 a 13.4% en el 2014. En Brasil, el Estado de Río 

Grande do Sul, el área endémica más importante del país, mostró 

una prevalencia casi invariable de 11 casos en humanos en el 

2009 al 2014; en ovejas una disminución de 8.76% en el 2009 a 

4.64% en el 2014, mientras que no hay datos oficiales de 

infestación en perros. Perú, es el país de América del Sur con 

la mayor incidencia y prevalencia de equinococosis quística en 

seres humanos con tasas de hasta 79/100.000 habitantes en 

provincias como Pasco y de 39/100.000 habitantes en 

Huancavelica (OPS, Montevideo, 2009). Estudios realizados al 

sur de Lima mostraron una incidencia quirúrgica de 32/100.000 

habitantes y una prevalencia en caninos de 6,25% en el período 

1996-1998 (Moro et al., 2004). En los Yes peruanos la 

prevalencia en humanos reportada fue de 910/100.000 habitantes 

y la de ovinos de hasta 87% (Moro et al., 1997), la más alta 
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reportada en América del Sur. Los datos publicados por Pavletic 

y colaboradores en 2017 indicaron una prevalencia en humanos 

de 11/100.000 en 2009 aumentando a 30/100.000 casos en 2011 y 

disminuyendo nuevamente a 11/100.000 casos en el 2014. La 

prevalencia de Hidatidosis ovina fue de 8.76% en 2009 a 4.64% 

en el 2014. En Chile los datos epidemiológicos indican que los 

casos en humanos fueron de 843 en el 2009 a 832 en el 2014, la 

Hidatidosis ovina aumentó de 1.4% en 2009 a 2.1 % en el 2014 y 

no se cuenta con datos oficiales de la infestación en perros 

(Pavletic et al., 2014). En conclusión si observamos la 

distribución de esta enfermedad en América del Sur comprobamos 

que es una parasitosis endémica en Argentina, Chile, Perú, 

Brasil, y Uruguay por lo que es necesario desarrollar nuevas 

herramientas de control para esta zoonosis. La presencia de un 

número importante de nuevos casos al año en niños indica que 

se están contagiando a temprana edad y que todavía existe 

transmisión del perro al hombre (Pavletic et al., 2014). 

 

4.2) Hidatidosis en Europa. 

 En la zona del Mediterráneo y en Gran Bretaña (Gales), el 

ciclo de vida de E. granulosus es predominantemente doméstico, 

manteniéndose entre perros y ovejas. También existe un ciclo 

silvestre con los cánidos salvajes como el chacal (Canis 

aureus) y los lobos (Canis lupus) en Bulgaria (Breyer et al., 

2004). Las regiones más afectadas son España, Italia y la isla 

de Cerdeña, donde la incidencia anual en humanos alcanza el 4-

8/100.000 habitantes (Desplazes et al., 2017). En Bulgaria la 

Equinocococis quística en niños aumentó de 0.7 a 5.4 cada 

100.000 habitantes entre 1970 y 1995 (Todorov y Boeva 1999). 

En la provincia de Gales en Inglaterra, se usó la educación 

como herramienta de control, pero la prevalencia en perros se 



17 

 

duplicó desde 1993 (3.4%) a 2002 (8.1%), todo lo cual indica 

que la educación no es suficiente para controlar esta zoonosis. 

Por otro lado, con el empleo de la dosificación de los perros 

cada 6 semanas con Praziquantel en la Rioja, España, fue 

posible reducir la prevalencia de perros infectados de 7% en 

1989 a 0.2% en el 2000, y en humanos de 19/100.000 habitantes 

en 1980, a 4/100.000 habitantes en el 2000 (Jiménez et al., 

2002). La eliminación total de la Hidatidosis en Europa 

solamente ha sido posible en Islandia. Los programas de control 

no han tenido demasiado progreso en el resto de la región del 

Mediterráneo (Batelli et al., 2002). 

 
4.3) Hidatidosis en el resto del mundo 

 En Australia la biomasa parasitaria del género 

Echinococcus es mantenido principalmente por el ciclo salvaje, 

a través del eje depredador/presa entre los perros salvajes 

(dingos) y marsupiales (“wallabies” y canguros) (Jenkins, 

2006). Otros hospederos silvestres incluyen zorros y cerdos 

salvajes. Esta fauna silvestre, reservorio de E. granulosus, 

mantiene el ciclo doméstico a través de la infección por perros 

salvajes que defecan en los predios rurales e infectan al 

ganado, a cerdos salvajes y al hombre. La invasión de los 

perros salvajes y zorros en centros urbanos presenta una nueva 

vía potencial de transmisión desde la vida silvestre a los 

humanos (Jenkins et al., 2003). En New South Wales, se 

determinó una prevalencia de 29% en 344 perros de 

establecimientos rurales y un 18 % en 218 perros en Victoria. 

La prevalencia de E. granulosus en perros salvajes en el Este 

de Australia se encuentra entre el 25% y el 100% (Jenkins DJ., 

2006).  

 La Hidatidosis en el Medio Oriente y el Norte de África, 
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es altamente prevalente en Irán, Turquía, Iraq, Marruecos, 

Tunez y Libia (Sadjjadi, 2006, Ito y Budke 2017; Deplazes et 

al., 2017). La equinocococis por E. granulosus en el Norte de 

África ha sido reportada como endémica principalmente en 

Argelia, Egipto, Libia, Marruecos y Túnez (Desplazes et al., 

2017). En todos estos países los camellos son un hospedero 

intermediario muy importante en el mantenimiento del ciclo de 

E. granulosus en la naturaleza. En Marruecos la Equinocococis 

quística es altamente endémica. En estudios realizados en áreas 

rurales mostraron una prevalencia de 33% en perros, 9.9% en 

ovejas, 3.2% en cabras y 42% en bovinos (Kachani et al., 1997). 

En humanos se ha reportado una incidencia de 3.6-15.8/100.000 

habitantes (Anderson et al., 1997). En Túnez en un estudio 

mediante necropsia realizado en perros callejeros se determinó 

que el 21 % de los intestinos de los perros analizados estaban 

infectados con E. granulosus (Lahmar et al., 2001). Las ovejas 

son el principal hospedero intermediario aunque en algunas 

regiones de Túnez se observó una prevalencia de 10.1% en 

camellos (Lahmar et al., 2001, 2004; Deplazes et al., 2017). 

En humanos se ha comunicado una incidencia de 15/100.000 

habitantes (Report of Ministery of Public Health 1993, Túnez). 

La equinococosis alveolar y quística humana, causada por la 

ingestión accidental de huevos de las tenias E. multilocularis 

y E. granulosus (s.l.), respectivamente, es endémica en Asia 

(Ito y Budke, 2017) Varias especies de Echinococcus se 

mantienen en mamíferos domesticados y/o salvajes a través de 

interacciones predador-presa.  
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5) CONTROL DE LA EQUINOCOCOSIS E HIDATIDOSIS. 

5.1) Generalidades 

 Las primeras medidas de control en América del Sur y en 

nuestro país han sido basadas en la experiencia de los 

programas de control de las islas de Tasmania, Nueva Zelanda, 

Islandia, Chipre y Malvinas, tratando a los animales con 

Praziquantel (Economides et al., 1998; Craig et al., 2006). 

Esta droga presenta propiedades únicas como tenicida con 100% 

de eficacia contra E. granulosus presentes en los perros 

infectados. El Praziquantel tiene la función de cortar el ciclo 

del parásito antes de que el parásito alcance su estado adulto 

y elimine sus formas infectantes para los animales domésticos 

y el hombre, y más importante aún, evitar la contaminación del 

medio ambiente con estas formas. El Programa de Control se 

realiza con la dosificación de perros con Praziquantel 

(5mg/kg), cada 30 días, en forma obligatoria, realizada por un 

agente oficial de los organismos encargados del control. A 

pesar de la eficiencia de la droga los programas de control no 

han sido eficaces debido a que no todos los perros son 

dosificados. 

 

5.2) Control de la Echinococcosis e Hidatidosis en Uruguay 

 En Uruguay se comenzó la dosificación a partir de 1992 y 

el plan de control fue estructurado en forma similar al de 

Nueva Zelanda. En 1992 la prevalencia en ovejas fue de un 40 

%. Posteriormente, a la luz de los resultados experimentales, 

(Cabrera et al., 1996; Cabrera et al., 2005; Irabedra y 

Salvatella, 2010; Larrieu y Zanini, 2012, Pavletic et al., 

2017) se comenzó a dosificar los perros cada 30 días por idóneos 

pertenecientes a la Comisión de Lucha Contra la Hidatidosis, 
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actualmente denominada Comisión de Zoonosis. En 1995 el 

tratamiento llegó al 95% de los perros y en el año 1998 la 

prevalencia en perros bajó dramáticamente a 0.7% y como 

consecuencia, la incidencia en humanos bajó a 6.5 cada 100.000 

habitantes. De acuerdo a los datos de prevalencia de la 

Hidatidosis en humanos, ovejas e infestación en perros, 

descritos en la sección 2.1 parecería que el tratamiento con 

Praziquantel no es suficiente para controlar totalmente esta 

zoonosis parasitaria.  

 

6) INMUNIDAD CONTRA HELMINTOS PARASITOS 

 Los mecanismos postulados de inmunidad protectora a nivel 

intestinal en helmintos están asociados a una respuesta de 

hipersensibilidad de tipo I regulado por linfocitos Th2, con 

producción de IgE específica, hiperplasia de células 

caliciformes, con liberación del mucus de éstas células a la 

luz intestinal, degranulación de mastocitos, desarrollo de un 

proceso inflamatorio de origen alérgico,  con aumento de la 

contractibilidad muscular intestinal, todo lo cual lleva a la 

expulsión de los parásitos (Clife et al., 2005; Artis, 2006; 

Anthony et al., 2007; Webb et al., 2007; Hübner et al., 2010; 

Breloer y Abraham, 2017).  

 En la infestación por helmintos, las células intestinales 

liberan alarminas, IL-25, IL-33, y linfopoyetina del estroma 

tímico (TSLP), que activan las células del sistema inmune 

innato y adaptativo de mucosas desarrollando una respuesta del 

tipo Th2 (Cortes et al., 2017), (Fig. 4A y 4B).  
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La IL-33 es una citoquina de la inmunidad innata expresada en 

células no linfoides como las células epiteliales intestinales 

ILC2, que es liberada cuando se produce daño celular epitelial 

activando la producción de citoquinas tipo Th2 ,activando 

basófilos, mastocitos, macrófagos. IL-33 es un potente 

activador de células linfoides innatas de tipo 2 (ILC 2) que 

ocurre temprano después de la infección por helmintos (Breloer 

y Abraham 2017). La IL-25 se produce en respuesta a la 

microbiota y se incrementa después de la infección por 

helmintos. IL-25 activa una célula progenitora multipotente, 

(MPP) que puede dar lugar a otros linajes celulares innatos. 

En respuesta a las alarminas las ILC2 producen grandes 
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cantidades de IL-13 y las células epiteliales dañadas producen 

TLSP que activan las células dendríticas (DC) en la lámina 

propia e inducen la migración de las DC a los nódulos linfáticos 

mesentéricos (MLN) para polarizar la respuesta inmune a una 

respuesta de ti 

La citoquina IL33 y TSLP son secretadas por las epiteliales 

intestinales y la IL25 secretadas por las células tuft 

presentes en el epitelio intestinal inducidas por los antígenos 

parasitarios. Posteriormente los basófilos del intestino 

secretan TSLP, IL13 e IL4, las ILC2 secretan IL4 e IL5, todo 

lo cual dirige la respuesta inmune hacia una respuesta del tipo 

Th2 (Fig.4 1A). Las células Th2 secretan una serie de 

citoquinas que promueven la expulsión de los parásitos 

helmintos al inducir cambios fisiológicos en el epitelio 

intestinal (Fig. 4C). Los mecanismos incluyen hiperplasia de 

células caliciformes y secreción mucosa, aumento de la 

proliferación, el recambio y la contractilidad del músculo liso 

y aumento del peristaltismo todo lo cual lleva a la expulsión 

de los parásitos.  

 Los mecanismos de expulsión han sido bien estudiados en 

roedores (Anthony et al., 2007; Maizels et al., 2012) y en 

ovejas parasitadas con nematodes. En ovejas infectadas con 

Trichostrongylus colubriformis se observó un aumento de los 

leucocitos globulares (Balic et al., 2002), eosinófilos e IgG1 

(Stankiewicz et al., 1993), aumento y degranulación de 

mastocitos de la mucosa (Stankiewicz et al., 1994) aumento de 

IL-5 (Emery et al., 1999) y aumento de la IL33 de las células 

epiteliales (Yronicos et al., 2012). Por otro lado se demostró 

que mastocitos de la mucosa del intestino de ovejas inmunizadas 

con T. colubriformis y Haemonchus contortus se degranulaban en 

presencia de los antígenos nativos de estos parásitos 
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sugiriendo que los mastocitos sensibilizados probablemente 

participan activamente en la respuesta inmune, mediante un 

mecanismo de hipersensibilidad de tipo I, (Bendixsen et al., 

1995). En experimentos donde se inmunizaron ovejas con ciclos 

repetidos de infecciones/tratamiento con T. colubriformis y H. 

contortus, se pudo determinar histológicamente, que en las 

ovejas inmunizadas había un incremento del número de mastocitos 

de las mucosas y un aumento significativo de leucotrienos en 

el mucus intestinal, sugiriendo una degranulación de los 

mastocitos inducidos por los parásitos (Douch et al., 1996). 

Ovejas inmunizadas con antígenos de la membrana intestinal de 

H. contortus indujeron la producción de citoquinas IL-4, IL13 

y variables niveles de IFN gama en linfocitos presentes en 

ganglios linfáticos abomasales, aumento de eosinófilos, 

producción de IL4 y de IgE, indicando una polarización hacia 

una respuesta Th2 (Jasmer et al., 2007; Shakya et al., 2009). 

Recientemente se ha demostrado además, que estos mecanismos 

están regulados por linfocitos CD4+/Th2, con una producción 

específica de IL4, IL5, IL13, IL21e IL25. Los helmintos son 

poderosos moduladores de la respuesta inmune del hospedero, y 

su capacidad para provocar la expansión de las células T 

reguladoras es uno de los principales mecanismos para la 

cronicidad (McSorley y Maizels, 2012). Por otra parte, el 

establecimiento de helmintos intestinales en forma crónica, 

pueden ser causadas por el inicio de respuestas de tipo Th1, 

(Klementowicz et al., 2012). En presencia de IL-12, las células 

dendríticas polarizan la respuesta y activan las células T CD4+ 

vírgenes en los ganglios linfáticos mesentéricos (MLN) 

desarrollando una respuesta Th1. Los linfocitos Th1 polarizados 

producen citoquinas que inhiben la activación de Th2 (líneas 

rojas Fig. 4C) y promueven auto-expansión, lo que lleva al 

establecimiento crónico del parásito y la patología asociada. 
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IFN-gama es la principal citoquina secretada por células Th1, 

aunque otras citoquinas, como IL-27 e IL-18, también están 

involucradas en la inmunidad contra algunos helmintos 

intestinales. En las infestaciones crónicas los eventos inmunes 

claves en el inicio de la respuesta de tipo Th2, están 

bloqueados por la respuesta Th1. En la lámina propia, las 

células dendríticas CD103+ migratorias dependientes de Batf-3, 

producen constitutivamente IL-12, previniendo la activación 

Th2 independientemente de la presentación del antígeno, aunque 

la vía exacta aún no se conoce. Estos eventos favorecen el 

establecimiento de los helmintos y el desarrollo de infecciones 

crónicas. 

 

7) EVIDENCIA DE INMUNIDAD CONTRA E. GRANULOSUS EN PERROS 

INFECTADOS. 

 Una vez establecido E. granulosus en el intestino del 

hospedero definitivo se encuentra con sus ventosas succionado 

el epitelio y sus espinas tegumentales (microtricas) en 

dirección opuesta al escólex, lo que hace que el parásito se 

mantenga en la luz intestinal pero firmemente establecido y 

adherido a la mucosa, dentro de las criptas, en relación 

estrecha con las glándulas de Lieberkhun, (Thompson et al., 

1979). Los estudios histopatológicos de los intestinos de 

perros infectados con E. granulosus indican que el parásito 

está separado del sistema inmune del hospedero por solamente 

una línea de células epiteliales intestinales, pero en estrecha 

relación con el sistema inmune del hospedero (Smyth y MacManus 

1989; Thompson et al., 1979). 

 Las primeras evidencias de inmunidad adquirida fueron 

comunicadas por Gemmell y colaboradores (1962; 1968), donde se 
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mostró que luego de la sexta infección y reinfección con 

protoescólices (PS) de E. granulosus, los perros desarrollaban 

una disminución de un 50% en el número de parásitos 

infectantes.  

 Unos de los primeros estudios en donde se evidenció que 

la respuesta inmune contra E. granulosus está mediada 

específicamente por células T, fue llevado a cabo por Al-

Khalidi y Barriga (1986). Estos autores (Barriga y Al-Khalidi, 

1986), demostraron que hay una respuesta humoral   dependiente 

de IgG e IgA sistémica y de IgA de mucosas. Años después 

demostraron que los animales infectados presentaban un test de 

hipersensibilidad de piel positivo frente a los antígenos del 

gusano adulto y de protoescólices. El aumento de IgA indica 

que existe una respuesta específica de mucosas y que además 

hay una respuesta alérgica mediada por IgE, inmunoglobulina 

imprescindible en las hipersensibilidades de tipo I y aparece 

en patologías inflamatorias de origen alérgico, medibles por 

inoculación de antígenos en piel. Resultados similares fueron 

obtenidos por Deplazes y colaboradores en el año 1994. 

 Más evidencia de inmunidad adquirida fue determinada por 

varios autores, quienes reportan un menor número de parásitos 

en los animales más viejos comparados con los  más jóvenes, en 

las infecciones naturales (Lahmar et al., 2001; Torgerson, 

2003; Budke et al., 2005; Moro et al., 2005; Torgerson, 2006).  

 En experimentos más recientes Rossi y colaboradores (2012) 

demostraron que, frente a infecciones y reinfecciones 

repetidas, al igual que en los experimentos de Gemmell y 

colaboradores (1962), los perros adquirían inmunidad 

protectiva debido a que se observó una disminución drástica 

del número de parásitos. A diferencia de los experimentos de 

Gemmell y col. (1962), Rossi y col. determinaron el tipo de 
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respuesta T desarrolladas por los animales. Sorprendente, ellos 

observaron que los perros con más reinfecciones y menor número 

de parásitos, desarrollaban una polarización Th1 con aumento 

de IFN gama y niveles de IL4 y IL13 similares a los controles 

no infectados. Esto sugiere que los mecanismos responsables de 

la reducción del número de parásitos son Th1 dependiente. De 

todas formas, como sugieren los autores, son necesarios más 

experimentos y un mayor número de animales para poder obtener 

una conclusión clara de los mecanismos inmunológicos de 

protección contra este cestode en perros.  

 Por otro lado, los mastocitos juegan un rol fundamental 

en la expulsión de los parásitos en perros (Moreno et al., 

2004) probablemente aumentando la permeabilidad intestinal 

mediada por IgE. Los mastocitos activados persisten en la 

lámina propia del intestino grueso y en el compartimiento 

intraepitelial mucho después de la expulsión de los helmintos. 

En consecuencia, se ha demostrado la proteasa 1 de mastocitos 

(MCPt-1) provoca el aumento de la permeabilidad intestinal, 

hiperplasia de células cliciformes, epiteliales y de la 

contractibilidad muscular en otros modelos de animales 

(Sorobetea et al., 2017; Bramhall y Zaph 2017). 

 

8) ANTÍGENOS POTENCIALES PARA DESARROLLAR UNA VACUNA CONTRA E. 

GRANULOSUS. 

8.1) Proteínas musculares. 

 Las proteínas musculares de los helmintos son potentes 

inmunógenos para sus hospederos y han sido evaluadas como 

candidatos para vacunas. Entre éstas se encuentran la 

paramiosina y la tropomiosina. La primera, ha sido recomendada 

por la WHO (Jiz, et al., 2008) para ser incluida en una vacuna 
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contra la Schistosomiasis, luego de haber sido probada sus 

capacidad como inmunógeno por varios autores en Schistosoma 

mansoni (Kalinna y McManus, 1997), Schistosoma japonicum (Chen 

et al., 2006), Taenia solium (Laclette, et al., 1992, Vázquez-

Talabera et al., 2001), E. granulosus (Muhlschlegel, et al., 

1993), Brugia malayi (Langy, et al., 1998), Onchocerca volvulus 

(Erttmann et al., 2009), Trichinella spiralis (Wei et al., 

2011) y Paragonimus westermani (Zhao et al., 2007). La 

tropomiosina, por otro lado, ha sido descrita como candidato 

para el desarrollo de vacunas contra Onchocerca volvulus 

(Harrison et al., 2000), Fasciola hepatica (Cancela et al., 

2004), T. solium en suinos y humanos (Solís et al., 2004), 

Clonorchis sinensis (Park et al., 2009), y Ostertagia ostertagi 

(Visser et al., 2006), y Boophilus microplus, la garrapata del 

ganado bovino (Parizi et al., 2009). Ambas proteínas, presentes 

en ácaros del polvo, son responsables de las alergias y asma 

en humanos (Huntley et al., 2004; Thomas et al., 2004; Valmonte 

et al., 2012). La paramiosina desarrolla buenos niveles de IgE 

y está asociada a la resistencia de la infección contra S. 

japonicum (Jiz et al., 2009). 

 

8.2) Paramiosinas de E. granulosus 

8.2.1) EG36 

 En 1993 Mühlschlegel y colaboradores describen por primera 

vez una paramiosina en E. granulosus, partiendo de una librería 

de ADNc del estado larvario, utilizando para el rastreo, sueros 

hiperinmunes de conejo. Uno de los clones positivos, denominado 

EG36, fue estudiado y la secuencia predictiva de aminoácidos 

mostró un 71.4% de identidad con la paramiosina de S. mansoni 

y una similitud significativa con una secuencia peptídica 17 
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aminoácidos del antígeno B de T. solium. Se obtuvo la proteína 

en forma recombinante con un peso molecular aparente de 97 kDa. 

Estudios de inmunolocalización determinaron que la proteína se 

expresaba en el tegumento de larvas de E. granulosus y E. 

multilocularis. 

 

8.2.2) EgA31.  

Una segunda paramiosina fue obtenida también de una 

librería de ADNc, en este caso de E. granulosus adulto, 

empleando para el rastreo sueros de perros infectados con el 

parásito (Nº Acceso al GenBank AF067807) (Fu et al., 1999). El 

clon correspondiente recibió el nombre de EgA31 y su marco 

abierto de lectura corresponde a un polipéptido de un peso 

molecular de 66 kDa. Esta paramiosina está presente durante 

todo el desarrollo del parásito en el perro, así como durante 

el desarrollo del quiste en pacientes humanos. Se ha 

immunolocalizado en el parénquima subtegumentario, región rica 

en fibras musculares, con una localización principal en la 

región de las ventosas. EgA31, está presente también en las 

células subtegumentales de las microtricas del parásito adulto, 

en los huevos y en la periferia de los corpúsculos calcáreos 

del quiste. La máxima concentración se observa en el parásito 

adulto, en la región de las ventosas (Saboulard et al 2003). 

 Esta proteína está claramente asociada con dos estructuras 

del parásito como son los músculos y el tegumento. Por lo 

tanto, es probable que EgA31 interactúe con la miosina y esté 

involucrada con el ensamblaje de los filamentos musculares. El 

hecho de que se acumule en las ventosas de los PS luego de su 

evaginación, y que estos sean imprescindibles para mantenerse 

unidos al intestino, nos indica que EgA31 debería tener un rol 
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importante en la adhesión del parásito en la mucosa intestinal. 

Las ventosas están separadas de los componentes del sistema 

inmune del perro solamente por la línea del epitelio 

intestinal, lo que nos sugiere que la proteína mencionada 

podría ser un blanco fácil del sistema inmune del hospedero. 

Este hecho refuerza la idea de que esta proteína podría estar 

involucrada en la permanencia de los gusanos adultos en el 

intestino, debido a que las ventosas son unos de los órganos 

más importantes de E. granulosus para mantenerse adherido a la 

pared intestinal. 

 La proteína recombinante de EgA31 (rEgA31), que 

corresponde a un fragmento de la proteína nativa, es capaz de 

desarrollar una buena respuesta inmune celular en perros, 

cuando se la inyecta subcutáneamente (Fu et al., 2000). Se 

observó una hipertrofia de la zona de la corteza ganglionar y 

un aumento de los linfocitos T, CD3+, CD4+, CD8+ y CD5+. Esta 

respuesta celular activa, demuestra que este antígeno tiene la 

capacidad de estimular una respuesta de linfocitos y que, por 

lo tanto, podría generar memoria inmunológica, condición 

imprescindible de un antígeno para ser usado en el desarrollo 

de una vacuna. 

 EgA31 se empleó para inmunizar ratones BALB/c, 

observándose una importante respuesta inmunogénica (Fraize et 

al., 2005). Se pudo observar además un aumento de la relación 

CD4+/CD8+ en los animales inmunizados, así como un aumento en 

los niveles de anticuerpos del isotipo IgG1 e IgA. También se 

detectó un aumento en la producción de IL-12, IFN-gama, IL-10 

e IL-6. Esto sugiere que la respuesta es Th1/Th2. 
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8.3) Tropomiosina de E. granulosus. 

 Las tropomiosinas son moléculas que forman polímeros 

continuos a lo largo del surco mayor de la mayoría de los 

filamentos de actina (Gunning et al., 2008). En el músculo 

estriado, la tropomiosina regula la interacción actina-miosina 

y, por lo tanto, es imprescindible en la contracción del 

músculo. La tropomiosina contribuye también a la mayoría, si 

no a todas, las funciones del citoesqueleto de actina siendo 

su papel esencial en la viabilidad de una amplia gama de 

organismos.  

 La tropomiosina de E. granulosus fue aislada y expresada 

por primera vez por A. Esteves y colaboradores (2003). Estos 

autores reportaron el aislamiento y la expresión del gen de la 

tropomiosina partiendo de una librería de ADNc de PS mediante 

rastreo con antisueros anti-PS y anti-membrana germinativa. El 

inserto de algunos clones seleccionados como diferenciales y 

específicos de PS, fueron subclonados en pBluescript II KS y 

secuenciados. Se encontró que la secuencia aminoacídica de uno 

de ellos presentaba un 66-77% de identidad con las 

tropomiosinas de varias especies y una alta similitud con la 

tropomiosina de S. japonicum. El fragmento de 531 pb, que 

corresponde al 90% de la región codificante del gen, fue 

amplificado por PCR, subclonado y expresado en el vector pQIA. 

Se ha demostrado que la proteína recombinante rEgTrp es 

altamente inmunogénica. Estudios de inmunohistoquímica 

realizados sobre secciones de PS revelaron que la tropomiosina 

de E. granulosus se expresa en las ventosas, así como en el 

subtegumento (Esteves et al., 2003) coincidiendo esta expresión 

con la demostrada para EgA31. En el intestino del perro de 2 y 

4 días post-infección también se detecta la expresión de esta 

proteína nativa en las ventosas y el tegumento del parásito 
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(Fig. 5). Estos datos indican que la tropomiosina está presente 

en el establecimiento y fijación del PS evaginado en el 

intestino del perro. Las ventosas junto a las microtricas de 

E. granulosus son estructuras imprescindibles en la permanencia 

del parásito en la mucosa intestinal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Inumnolocalización de Tropomiosina. 

Secciones de intestinos de perro con 4 (A-D) y 12 

(E, F) días de infección con E. granulosus, teñidas 

con anticuerpos de conejo anti-Tropomiosina (A, C, 

E). Controles negativos B, D, F). 

A B 

C 

E 

D 
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En ensayos de vacunación, una proteína quimérica usando 

péptidos de cinco proteínas, incluyendo EgTrp y EgA31, protegió 

en un 99.6% de la infestación en ratones desafiados con 

protoescólices en forma intraperitoneal (Esmaelizad et al., 

2013a). Los mismos autores demostraron también que la proteína 

quimérica GST-ChEgA31 generaba una capacidad protectiva de un 

50 a 60% (Esmaelizad et al, 2013b).  

Esto significa que los epítopes de células T de EgTrp y 

de EgA31 son potencialmente relevantes para desarrollar 

inmunidad protectora contra E. granulosus. Además, estos 

antígenos empleados en ensayos de vacunación en perros, 

demostraron también ser potenciales candidato vacunales en base 

a la respuesta inmunogénica (Petavy et al., 2008). 

 

9) DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA E. GRANULOSUS. 

9.1) Vacunas en el hospedero intermediario. 

 En los primeros trabajos en donde se evidenció inmunidad 

protectiva contra el desarrollo de infección en ovejas, se 

emplearon oncósferas activadas de E. granulosus, Taenia 

hydatigena, Taenia ovis y Taenia pisiformis, demostrándose que 

existía inmunidad especie específica y protectiva. Estos 

resultados indicaban que era posible el desarrollo de una 

vacuna contra E. granulosus en ovejas (Gemmell, 1969). 

 Años más tarde, con el advenimiento de la ingeniería 

genética, se generaron proteínas recombinantes a partir del 

conocimiento de antígenos nativos con potencial uso en vacunas. 

La primera vacuna recombinante de la que se tiene noticia fue 

la desarrollada por investigadores australianos contra el 

cestode T. ovis, para ser aplicadas en ovejas (Johnson et al., 
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1989). Siguieron a esta primera vacuna, el desarrollo de una 

vacuna contra la cisticercosis causada por Taenia saginata en 

bovinos (Lightowlers et al., 1996), y T. solium en cerdos 

(Flisser et al., 2004). Treinta años después de los primeros 

hallazgos de MA. Gemmel de 1966, se dio a conocer el desarrollo 

de la vacuna recombinante EG95 contra E. granulosus 

(Lightowlers et al., 1996), basada en la inmunidad desarrollada 

contra la oncósfera, en su hospedero intermediario (ovejas). 

Esta vacuna, tiene como antígeno una proteína recombinante de 

oncósfera de 16 kDa que posee un dominio de fibronectina tipo 

II, expresada como proteína de fusión a Glutatión S-transferasa 

(Lightowlers et al., 1996). Este antígeno ha mostrado ser 

efectivo en ensayos de vacunación en diferentes especies de 

hospederos intermediarios, cabras, ovejas, bovinos y llamas 

(Lightowlers et al., 1999; Woolalard, 2000; Heath et al., 2003; 

Heath et al., 2012; Larrieu et al., 2013, 2015, 2017; Poggio 

et al., 2016, Umair et al., 2017) y ha sido recomendado por 

los autores para ser utilizada en los programas de control. 

Esta vacuna fue registrada para su uso comercial en Argentina 

y China, con el nombre Tecnovax Hidatil EG95. Diferentes 

estudios han demostrado que el gen EG95 presenta polimorfismo 

(Chow et al., 2008; Pan et. al., 2017). El antígeno fue obtenido 

a partir del genotipo G1 y resultó inmunológicamente diferente 

al obtenido de G6 (Rojas et al., 2013). Se requerirán más 

estudios para determinar si la actual vacuna EG95 sería 

efectiva contra los genotipos G6/G7, o si será necesario, y 

posible, desarrollar vacunas específicas para cada genotipo 

(Alvarez Rojas et al., 2014; Pourseif et al., 2018). 

 Recientemente, ensayos de inmunización en ovejas 

desafiadas con oncósferas de E. granulosus (Wang et al., 2016), 

al igual que antígenos crudos del tegumento de los PS, 
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mostraron ser altamente inmunogénicos produciendo buenos 

niveles de anticuerpos (Valizadeh et al., 2017) así como una 

disminución en el desarrollo de los quistes.  

 

9.2) Vacunas contra E. granulosus en su hospedero definitivo. 

 Uno de los más importantes experimentos de vacunación 

llevado a cabo en perros fue reportado en el boletín de WHO 

por Gemmel y Soulsby (1968). Varios han sido los antígenos 

empleados en ensayos de vacunación en perros desde oncósferas, 

antígenos de membrana germinal y de PS, hasta productos de 

secreción-excreción de gusanos adultos. En todos los casos los 

resultados fueron alentadores y hay una fuerte tendencia a 

considerar necesario inmunizar con el estado adulto del 

parásito para lograr niveles de protección medibles en el 

hospedero definitivo. Gemmell y col. en 1962 vacunaron perros 

con antígenos totales del estado larvario (membrana germinativa 

y PS) y del adulto, encontrándose mayores niveles de protección 

con los antígenos del adulto. No obstante, los resultados 

anteriores, se siguió ensayando antígenos de estadios 

larvarios. Ejemplo de ellos fue el uso de moléculas presentes 

en las oncósferas (Gemmel y Soulsby, 1968), PS irradiados o 

antígenos glicosilados de PS (Movsesijan y Mladenovic, 1968; 

Carol et al., 1997). 

 Empleando también un antígeno del estado larvario, la 

proteína recombinante EgFABP1 (fatty acid binding protein de 

E. granulosus), se obtuvo una respuesta inmune de mucosas muy 

importante en el modelo murino, con una respuesta humoral 

predominantemente de IgG2a, IgG1 e IgA con una regulación Th2, 

(Chabalgoity et al., 1997), la cual está asociada a los 

mecanismos efectores protectivos contra los parásitos 
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helmintos intestinales reportados en la bibliografía (Else y 

Grencis, 1996; Grencis, 1997; Bancroft et al., 2000; 

Worthington et al., 2013, Cortes et al ., 2017). 

 Altos niveles de protección (97%-100%), se lograron con 

proteínas recombinantes de PS y adultos fusionados a GST, 

medidos en función del desarrollo de oncósferas en perros 

vacunados (Zhang et al., 2006). Los antígenos empleados en este 

caso fueron egM4, egM9 y egM123 (N° acceso AF482719, AF482720, 

y AF482718) (Zhang et al., 2003). Desde entonces, no se ha 

reportado más información acerca del desarrollo de vacunas 

usando los antígenos mencionados. 

 Petavy y col. en el año 2008 mostraron resultados 

experimentales prometedores de una vacuna contra E. granulosus. 

En estos ensayos, se vacunaron perros por vía oral, usando 

fragmentos de dos proteínas recombinantes rEgTrp (Esteves et 

al., 2003) y rEgA31 (Fu et al., 1999). Ambos fragmentos fueron 

clonados y expresados en una cepa no patogénica de Salmonella 

tiphymurium como sistema de producción y liberación de 

antígenos a nivel de mucosas y de estímulo de la inmunidad de 

mucosas en forma específica (Chabalgoity et al., 1997). Estos 

experimentos mostraron muy buenos niveles de protección, 

manifestados por una disminución de la carga parasitaria de 

entre un 70–80% y menores niveles de desarrollo estrobilar. 

Estos resultados indican que los antígenos tienen capacidad 

protectiva (Petavy et al., 2008). 

 

10) USO DE NANOPARTICULAS EN MEDICINA 

Las nanopartículas poliméricas (NPs) son quizás la forma 

más simple usada para encapsular proteínas o fármacos para 

aplicaciones de nanomedicina, debido a su fácil síntesis y 
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amplia aplicabilidad (Thauvin et. al., 2017, McClements 2018). 

Las NPs aprobadas por la Food y Drug Administration (FDA-

USA) se están utilizando cada vez más en nanomedicina. De 

hecho, dos de las diez drogas más vendidas Copaxone® y 

Neulasta®, en los Estados Unidos en 2013, fueron fármacos 

encapsulados en partículas poliméricos (Duncan, 2014). Los 

polímeros usados en medicina para la generación de NPs 

generalmente se clasifican en una de dos categorías: (a) 

conjugados polímero-fármaco para aumentar la vida del fármaco 

y biodisponibilidad, y (b) polímeros degradables para 

aplicaciones de liberación controlada. En general las NPs 

tienen un tamaño similar a componentes de las células y pueden 

entrar a células vivas, usando los mecanismos de endocitosis o 

pinocitosis (Treuel et. al., 2013).  

 

11) USO DE NANOPARTÍCULAS EN EL DESARROLLO DE VACUNAS 

 El uso de NPs en formulaciones de vacunas permite no solo 

mejorar la estabilidad e inmunogenicidad del antígeno, sino 

también la entrega dirigida, y una lenta liberación (Zhao et. 

al., 2014). Un número de vacunas basadas en NPs que varían en 

composición, tamaño, forma y propiedades de superficie están 

siendo desarrolladas para uso humano en forma creciente. Sin 

embargo, los desafíos continúan debido a la falta de 

comprensión con respecto al comportamiento in vivo de las NPs, 

las que pueden funcionar como un sistema de administración para 

mejorar el procesamiento del antígeno y/o como un adyuvante 

inmunoestimulante para activar o mejorar la inmunidad (Zhao 

et. al., 2014; Thauvin et. al., 2017).  

La figura 6 muestra que el número de publicaciones 

referidas a nanopartículas y vacunas ha crecido en los últimos 
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años. Esto demuestra que hay una creciente confianza en la NPs 

como sistema de “delivery” de antígenos a ser utilizados en 

vacunas. La nanotecnología vendió en el mundo, 6.8 billones de 

dólares en el 2006 y con una predicción de 160 billones de 

dólares en el 2015 (Zhao et al., 2014). 

 

Figura 6. Número de publicaciones utilizando los términos de búsqueda 

"nanopartícule y vaccine" tomado de Zhao et al., 2014. 

 

 Según postulan McCarthy y col. (2014) las NPs usadas en 

vacunas deberían cumplir con las siguientes características: 

a) ser captadas por las células dendríticas (CD); b) madurar y 

activar CD; c) procesar y presentar eficientemente los 

antígenos a las células T para activarlas; d) inducir un 

contexto inflamatorio para que las CD expresen moléculas co-

estimuladoras; e) inducir señales que lleven a las CD a migrar 

a los linfo-nódulos vía CCR7-CCL19/21 para activar la respuesta 

de células T.  
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11.1) VACUNAS DE MUCOSAS. 

 La administración de una vacuna vía oral para estimular 

la inmunidad de mucosas es la forma más frecuente de inducir 

la inmunidad deseada contra diversos tipos de antígenos a nivel 

sistémico y en la mucosa más externa (Kaur et al., 2017). La 

administración de vacunas de mucosas proporciona respuestas 

tanto humorales como celulares. La mucosa es una de las 

principales zonas por donde entran los patógenos y parásitos, 

lo que hace que la mucosa sea un sitio perfecto para la 

aplicación de vacunas e inducir inmunidad protectora frente a 

estos organismos.  

 Los polímeros naturales y sintéticos se utilizan para 

obtener NPs para el desarrollo de anticuerpos de la mucosa 

nasal. Durante la última década, los materiales a nanoaescala 

<1000 nm como partículas similares a virus, liposomas, ISCOM, 

poliméricos y nanoesferas no degradables, han recibido atención 

como vehículos potenciales de suministro para antígenos que 

pueden actuar como estabilizadores de la vacuna y adyuvantes 

(Gregory et al., 2013). Es importante destacar que algunas de 

estas NPs pueden entrar en células presentadoras de antígenos 

por diferentes vías, modulando de ese modo la respuesta inmune 

al antígeno. Sus propiedades también las hacen adecuadas para 

el suministro de antígenos a las mucosas y para la 

administración intradérmica.  

 Los polímeros biodegradables han sido descritos como los 

candidatos ideales para encapsular antígenos y drogas en 

partículas del orden de los nanómetros y específicamente para 

el desarrollo de vacunas de mucosas (McNeela y Lavelle, 2012; 

Zhao et. al., 2014; Kaur et. al., 2017). La enorme ventaja del 

uso de esta tecnología es su capacidad de proteger los 

antigénicas durante el pasaje a través del aparato 
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gastrointestinal permitiendo que el sistema inmune de mucosas 

pueda recibir los antígenos sin alteraciones de la integridad 

ni de la inmunogenicidad. En la figura 7 se ejemplifica las 

diferentes formas de incorporar proteínas a NPs teniendo en 

cuenta la relación proteína nanopolímero.  

 

  Conjugación   Encapsulación    Absorción    Mezcla 

 

Figura 7. Diferentes formas de formular NPs. Tomada de Zhao et al., 2014 

 

 Teniendo en cuenta la interacción de la proteína y su 

relación con el nanopolímero es posible considerar que la 

forma más adecuada para proteger la estabilidad, integridad e 

inmunogenicidad de los antígenos para una administración por 

vía oral, es la encapsulación de las mismas dentro de un 

polímero biodegradable. 

 Varios compuestos naturales y polímeros sintéticos han 

sido usados para preparar NPs durante la última década. Dentro 

de éstos, los poliésteres son los más prometedores debido a 

sus características fisicoquímicas, las técnicas por las cuales 
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pueden ser sintetizados y especialmente por su capacidad de 

ser biodegradables y biocompatibles (Rieux et. al., 2006; Mora-

Huertas et. al., 2010; Zhao et. al., 2014)). Estos polímeros 

tienen además, la muy importante capacidad de proteger a las 

proteínas antigénicas de la degradación a nivel del estómago e 

intestino.  

 Los polímeros biodegradables han sido usados como hilos 

de suturas en medicina. Los polímeros ácido poliláctico (PLA), 

ácido poliglicósido (PGA), y especialmente ácido poli láctico 

co-glicósido (PLGA), se han utilizado en el desarrollo de 

vacunas debido a sus características de biocompatibilidad, 

biodegradabilidad y de ser relativamente fáciles de preparar 

(Shive y Anderson 1997; Jain et al., 2000; Jain et al., 2010; 

Anderson y Shive 2012). Estos polímeros han sido aprobados por 

la FDA, para ser aplicados en el transporte de drogas, 

proteínas e incluso antígenos de vacunas (Bobo et al., 2016). 

 El tamaño de las partículas, así como su carga y 

estabilidad son características importantes de estos sistemas 

de transporte de antígenos a nivel del tracto gastrointestinal. 

Estas características determinan la distribución, las 

características biológicas, la toxicidad y la interacción con 

las células blanco de los tejidos. Existe una gran variedad de 

publicaciones en las que los autores no coinciden en el impacto 

que tiene el tamaño de las NPs en la respuesta inmune a nivel 

de las mucosas. (Mottram et al., 2007; Mann et al., 2009). 

Partículas de alrededor de 100 nm desarrollan una respuesta 

Th1/Th2 mixta cuando se usa Chitosan-NPs (Wen et al., 2011). 

El tamaño de las partículas de alrededor de 100 nm parecería 

ser óptimo para que las partículas sean captadas por las 

células M intestinales y las células presentadoras de antígenos 

del tejido linfoide asociado a mucosas, e incrementar y hacer 
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más eficiente la respuesta inmune a nivel de las mucosas, como 

ha sido demostrado en experimentos in vitro e in vivo (Desai 

et al., 1996 y 1997). La figura 8 muestra los diferentes tamaños 

de NPs utilizadados para el desarrollo de vacunas. 

 

 

Figura 8. Diferentes tamaños de NPs utilizadas para el desarrollo de 

vacunas. Tomada de Zhao et al., 2014. 

 

 Las células M se encuentran predominantemente recubriendo 

los folículos linfoides asociados a epitelios (FLAE) incluidas 

las placas de Peyer del intestino de los animales y del hombre 

(Neutra et al., 1996). Tienen como función principal la de 

capturar antígenos intestinales luminales así como partículas 

extrañas como las NPs, y ponerlos en contacto con las células 

presentadoras de antígenos del FLAE. 

Existen fuertes evidencias que indican que el agregado de 

moléculas a las NPs, proceso denominado “funcionalización de 

las NPs” aumentan considerablemente la respuesta inmune 

desarrollada en nanovacunas experimentales (Liang et al., 2017; 

Margaroni et al., 2017; Athanasiou et. al., 2017). Estas 

moléculas tienen la capacidad de favorecer la internalización 

de las NPs en la superficie de las mucosas. Luego de atravesar 

la barrera epitelial, algunas de estas moléculas tienen la 
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capacidad de activar las células dendríticas evitando el 

desarrollo de tolerancia y desarrollando una respuesta inmune 

más potente, con un claro efecto adyuvante. Son ejemplos de 

ellos, lectinas (Hamdy et al., 2011), Chitosan (Gupta et al., 

2011; Zhao et. al., 2017; Marciello et al., 2017; Lebre et al., 

2017; Singh et al., 2017), Avidina y polietilenglicol (Cu et 

al., 2011), la flagelina, ligando del TLR5, (Stano et al., 

2011), receptores de lectinas tipo C sobre macrófagos 

alveolares y sobre células dendríticas (Carrillo-Conde et al., 

2011; Chavez-Santosco et al., 2012) y el pentapéptido RGD (Gly-

Arg-Gly-Asp-Ser). Este último, ligando para B1 integrinas en 

las superficies de las células M (Fievez,  2009) ya se 

encuentran en fase de ensayos clínicos, usando liposomas como 

“sistema de delivery” (Bernasconi et. Al., 2016). 

 Hay fuertes evidencias que sugieren que las células 

epiteliales intestinales expresan receptores de tipo Toll 

(TLR2, TLR4) y podrían comportarse como células presentadoras 

de antígenos (Robert et al., 2000). Receptores TLR2 están 

presentes en el intestino delgado y los TLR4 en el duodeno 

(McMahon et al., 2010; Swerdlow et al., 2010). En perros se 

describió la expresión del receptor TLR4 en la superficie 

luminal de las células epiteliales del duodeno (Wassef et. al., 

2004). En la mucosa intestinal, se encuentran células 

especializadas en la captura e internalización de antígenos 

luminales hacia el tejido linfoide (células M). Por cada célula 

M hay millones de células epiteliales (Pridgen et al., 2015). 

El uso de ligandos externos específicos para TLR4 en las NPs 

permitirían que éstas no se unan exclusivamente a las células 

M y sí a toda la superficie del intestino, amplificando de 

manera muy importante la eficiencia de la internalización de 
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NPs luminales y la entrega de los antígenos encapsulados a las 

células dendríticas en el tejido linfoide.  

 Varias son las nanovacunas experimentales descritas, por 

ej. contra malaria (Tyagi et. al., 2012), Leishmaniasis 

(Danesh-Bahreini et. al., 2011; Santos et. al., 2012; Margaroni 

et. al., 2017) hepatitis (Mangala et. al., 2011), tumores 

(Matsuo et. al., 2011), influenza (Gupta et. al., 2011), 

Streptococcus equis (Florindo et. al., 2009), Neospora caninum 

(Jimenez-Ruiz et. al., 2012), S. mansoni (Oliveira et al., 

2012), Plasmodium falciparum (Pusic et al., 2011), Clamidia 

trachomatis (Taha et al., 2012; Fairley et al., 2013), 

tuberculosis (Ansari et al., 2011), diarrea viral bovina (Mody 

et al., 2015), listeriosis (Calderon-Gonzalez et. al., 2015), 

influenza en cerdos (Dhakal et. al., 2017), y enfermedad de 

Newcastle en aves (Zhao et. al., 2017). Curiosamente, no se ha 

descrito hasta el momento ninguna nanovacuna contra parásitos 

helmintos intestinales.  
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OBJETIVOS 

 

1) Objetivo general. 

Desarrollo de una nanovacuna contra E. granulosus para 

ser aplicada en el hospedero definitivo. 

 

2) Objetivos específicos: 

 Formulación de nanopartículas y encapsulamiento de los 

antígenos 

 Evaluación de la integridad y la inmunogenicidad de los 

antígenos encapsulados. 

 Bifuncionalización de las NPs con Chitosan (CS) y 

(Lípido A monofosforilado) MPLA.  

 Desarrollo de un método de conservación de las NPs  

 Determinación de la capacidad de las NPs desarrolladas 

para proteger los antígenos a nivel gastrointestinal. 

 Determinación de la capacidad de las NPs de ser 

internalizadas por macrófagos. 

 Determinación de la capacidad de las NPs para ser 

internalizadas y activar células dendríticas. 

 Determinación de la inmunogenicidad de las NPs en 

caninos. 

 Ensayo piloto de la eficacia de las nanovacunas 

desarrolladas en caninos infectados experimentalmente.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 Los antígenos recombinantes, rEgTrp y rEgA31, fueron 

seleccionados para encapsular en polímeros y desarrollar las 

NPs y emplear en ensayos de vacunación.  

 

1) EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DEL ANTÍGENO RECOMBINANTE rEgTrp 

 Se empleó el fragmento comprendido entre los residuos 101-

178 de la isoforma A de la proteína tropomiosina de E. 

granulosus (N° acceso al GenBank AAB65799), clonado en el 

vector de expresión pQIA (Qiagen)(Esteves et al., 2003). Se 

expresó en la cepa de Escherichia coli M15 (pREP4) (Qiagen). 

Las bacterias transformadas con el plásmido se cultivaron a 

37ºC en LB (Luria Bertani) suplementado con 100g/l de 

Ampicilina y 25g/l de Kanamicina, hasta una DO600nm de 0,5-07. 

La expresión de la proteína recombinante, (EgTrp-r), se indujo 

por la adición de 1,5 mM de isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) incubándose durante 3 hs 

adicionales. Las células se recogieron luego de centrifugar  a 

5.000 x g durante 10 min, se resuspendieron en tampón de lisis 

(tampón fosfato 50 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM) y se 

lisaron por sonicación. Los residuos celulares se eliminaron 

por centrifugación a 15.000 x g durante 30 min a 4°C. El 

sobrenadante se sembró en una columna His-Trap de 5 ml (GE 

Healthcare) empleando para la purificción el sistema de 

cromatografía AKTAprime (GE Healthcare). La elución se realizó 

en el mismo tampón, en gradiente, con concentraciones 
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crecientes de imidazol (100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM). Las 

fracciones se analizaron por electroforesis en geles de 

poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) y espectrometría 

de masas. 

 

2) EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DEL ANTÍGENO RECOMBINANTE rEgA31 

 El polipéptido codificado por el fragmento de Pst/Dra I 

del ADNc de la paramiosina de E. granulsous se clonó en el 

vector de expresión pet22b (Novagen) y se expresó en la cepa 

de E. coli BL21 (DE3) (NEB). Las bacterias transformadas con 

el plásmido se cultivaron a 37ºC en LB suplementado con 

100μg/l de Ampicilina, hasta una DO600nm de 0,5-07. La expresión 

del polipéptido recombinante (rEgA31) fue inducida por la 

adición de IPTG 1 mM (Sigma) durante 3 h adicionales. Las 

células se recogieron luego de centrifugar a 5.000 x g durante 

10 min, se resuspendieron en tampón de lisis (tampón fosfato 

50 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM y urea 8M) y se lisaron 

por sonicación. Los residuos celulares se eliminaron por 

centrifugación a 15.000 x g durante 30 min a 4°C. El 

sobrenadante se sembró en una columna His-Trap de 5 ml 

empleando para la purificación el sistema de cromatografía 

AKTAprime (GE Healthcare). La elución se realizó en el tampón 

de lisis en gradiente, con concentraciones crecientes de 

imidazol (100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM). Las fracciones se 

analizaron por SDS-PAGE y espectrometría de masas. 

 

3) ENCAPSULACIÓN DE ANTÍGENOS EN NPs.  

 Para la encapsulación de cada antígeno recombinante, se 

prepararon NPs poliméricas (NPs) mediante el método de doble 
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emulsión/evaporación tal como lo describe Bilati y col., (2005) 

con algunas modificaciones. En una primera etapa se realizaron 

diferentes ensayos para estandarizar el método, variando el 

tipo de polímero, el tiempo de sonicación, concentración de 

PVA y cantidad de proteína. En la formulación final se preparó 

la fase orgánica disolviendo 1 g de poli (D, L) ácido láctico 

(PLA) (100-LD-2E, lote LX00111, Lakeshore Biomaterial, 

EVONIK/USA) en 20 ml de acetato de etilo a 50ºC. Se preparó la 

primera emulsión añadiendo a la fase orgánica, gota a gota, la 

fase acuosa interna (2 ml de cada antígeno en tampón de elución: 

2,2 mg/ml de rEgTrp y 1,8 mg/ml rEgA31) bajo agitación 

magnética, combinada con sonicación, a una amplitud del 25 mA 

(S-4000, Misonix) durante 2 min. A continuación, la segunda 

emulsión se llevó a cabo agregando la primera emulsión a 40 ml 

de solución acuosa de poli alcohol vinílico (PVA) al 2% (Sigma 

Aldrich MW 88), con sonicación, a una amplitud del 25 mA durante 

2 min en hielo. La preparación final se agitó magnéticamente 

durante 10 min. Finalmente, el disolvente orgánico se evaporó 

a 40°C y 200 mbar de vacío, usando un evaporador rotatorio 

(Rotavapor® RE-140, Büchi, Suiza) (Tabla 1). La suspensión de 

NPs obtenida se almacenó a 4ºC hasta su uso posterior. Se 

prepararon NP denominadas “Blanco” en condiciones similares, 

reemplazando la solución antigénica por 2 ml de PBS. Llamaremos 

de ahora en más, NP a la formulación con el polímero PLA; NP-

EgTrp o NP-EgA31 cuando la formulación contenga además el 

antígeno. 
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4) CARACTERIZACIÓN DE LAS NPs 

4.1) Tamaño y carga eléctrica 

 Para realizar el estudio del tamaño y carga eléctrica 

(potencial zeta) de las NPs obtenidas se realizó una suspensión 

de las mismas en agua para ser estudiadas mediante técnicas de 

dinámica de dispersión de luz, utilizando un Zetasizer Nano 

ZS90 (Malvern Instrumens, Reino Unido). Todas las formulaciones 

fueron analizadas por este método. 

 

4.2) Morfología 

 Se determinó la morfología y tamaño de las NPs mediante 

microscopía electrónica de transmisión (TEM) utilizando un 

microscopio CM 120 (Philis, Eindhoven, Paises Bajos). Se colocó 

una gota de suspensión de NPs en una microrejilla de cobre y 

se tiñó con una solución acuosa de silicotungstato de sodio al 

1%.  

 

4.3) Eficiencia de encapsulación. 

Para evaluar la cantidad de proteína encapsulada, 100 l 

de la suspensión de NPs se centrifugó a 28000 x g en una 

centrífuga HAERAEUS (Biofugue Stratos), durante 30 min para 

separar la proteína libre en el sobrenadante (S) y la proteína 

encapsulada en el sedimento (P). A continuación, las proteínas 

encapsuladas se liberaron de las partículas disolviendo el 

polímero con 1 ml de acetonitrilo. La cantidad total de 

proteína en la formulación (T), en el sobrenadante y en las 

NPs presentes en el sedimento, se cuantificaron usando el 

reactivo de Bradford siguiendo el procedimiento descrito por 
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Zor y Selinger (1995) Como control del total de proteína 

agregada durante la formulación se tomaron 100 l de la 

suspensión total de NPs y se agregó 1 ml de acetonitrilo. Luego 

se procedió como ya se describió. Comparando la cantidad de 

proteína en cada muestra se determina el porcentaje de 

encapsulación (E/E). 

 

5) EVALUACIÓN DE LA INTEGRIDAD E INMUNOGENICIDAD DEL ANTÍGENO 

ENCAPSULADO. 

5.1) Estudio de integridad. 

 Una vez formuladas las NPs, se realizó el estudio de la 

integridad de los antígenos encapsulados, rEgTrp y rEgA31, 

mediante elecroforesis en poliacrilamdia en condiciones 

desanturalizantes (SDS-PAGE) comparándolos con las proteínas 

recombinantes sin encapsular. De esta forma se determina si el 

procedimiento de encapsulación altera la integridad de los 

antígenos recombinantes. Para cumplir con tal objetivo se 

trataron 100l de las formulaciones de NPs en las condiciones 

descritas en la sección 8. Esto se realizó por triplicado. Se 

empleó el sistema de electroforesis Nu-PAGE, que incluye mini 

geles pre-ensamblados de poliacrilamida al 12% con SDS, 

antioxidante, y tampón de desarrollo (Invitrogen). El pellet 

obtenido de cada muestra se resuspendió en 6.5 l de agua bi-

destilada, se agregó 2.5 l de tampón de muestra y 1 l de 

agente reductor. Los 10 l finales se sometieron a 

electroforesis en los mini-geles mencionados. La 

electroforesis se realizó a 100 mA empleando el sistema de 

electroforesis XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen). Como 

control se empleó la cantidad de proteína que inicialmente se 
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utilizó para preparar 100 l de NPs. 

 

5.2) Estudio de inmunogenicidad. 

 Para evaluar la inmunogenicidad de las proteínas, se llevó 

a cabo la técnica Western Blot. Las muestras obtenidas como en 

el estudio de eficiencia, se sometieron a SDS-PAGE al 12%, para 

luego ser transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bolt 

Western Pack A nitrocellulose, Invitrogen) empleando el módulo 

de transferencia horizontal de mini geles Xcell IITM de 

Invitrogen, a corriente continua de 100 mA por 1 a 2 h. Se 

emplearon como anticuerpos primarios anti-EgTrp y anti-EgA31 

generados en conejo, y como anticuerpos secundarios anticuerpos 

de ratón anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (SIGMA). La 

señal se reveló usando Diaminobencidina (SIGMA). 

 

6) PREPARACIÓN DE NPS FUNCIONALIZADAS CON EL ADYUVANTE MPLA.  

 La funcionalización de las NPs con MPLA (lípido A 

monofosforilado de Salmonella minnesota R595, L6895, Sigma) 

tiene un doble objetivo en el desarrollo de la nanovacuna 

propuesta: a) aumentar la adhesión vía TLR-4 (Wassef et al 

2004), presente en las células epiteliales de perros, para 

aumentar el pasaje de las NPs a través del epitelio intestinal, 

hacia el tejido linfoide, y b) activar las células 

presentadoras de antígenos (CPA) para mejorar la presentación 

del antígeno a las células T y aumentar la inmunogenicidad de 

los antígenos (Elamanchili et al 2004, Sarti et al 2011). En 

el proceso de formulación de las NPs, primero se solubilizó 1 

mg de MPLA en una mezcla de 1000 μl de metanol-cloroformo (1:4 
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v/v) que luego se disolvió en 10 ml de la fase orgánica de PLA 

antes de hacer la primera emulsión con los antígenos. 

 

7) PREPARACIÓN DE NPS FUNCIONALIZADAS CON CHITOSAN.   

 El Chitosan (CS) incluido en las formulaciones con NPs 

tiene dos funciones importantes a nivel de las mucosas: a) 

aumentar la unión de las NPs a la mucosa intestinal porque 

tiene la propiedad de cargar las NPs positivamente (el mucus 

intestinal está cargado negativamente), b) abrir las uniones 

intercelulares de las células epiteliales intestinales para 

dejar pasar las NPs hacia el tejido linfoide de la mucosa 

intestinal (Jaganathan et al 2006, Gupta et al., 2011). 

En una primera etapa se siguió el método de Gupta y 

colaboradores (2011) mediante el cual se agregaba el CS al PVA 

durante la preparación de las NPs. Sin embargo, cuando se 

estudió el porcentaje de encapsulación se observó que la 

proteína no quedaba encapsulada en la NPs por lo que se 

desestimó este procedimiento de funcionalización. 

Se decidió funcionalizar la NPs con CS luego de la 

encapsulación. Para estandarizar la inclusión de este 

compuesto, primero se trabajó con las NPs sin antígenos (NP-

blanco). Se prepararon NPs como se indicó en la tabla 1. Luego 

se centrifugaron a 28.000 x g durante 15 min y el sobrenadante 

se decantó para eliminar el PVA. Posteriormente se suspendieron 

las NPs en una solución acuosa de CS (1:4) con 0,025% por un 

lado, y con 0,1% de CS por otro, a diferentes pH. Se mantuvo 

cada solución bajo agitación magnética durante diferentes 

períodos (1, 4 o 24 horas). Cada suspensión obtenida se 

centrifugó nuevamente a 28000 x g durante 15 min. El pellet se 

suspendió en agua o solución acuosa de PVA al 2%. 
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 Para determinar si la incorporación del CS fue efectiva, 

se midió el potencial Zeta, esperando fuera positivo. 

Posteriormente se prepararon las NPs con antígenos, con el 

agregado de CS siguiendo la metodología desarrollada.  

 

8) ESTABILIDAD GÁSTRICA E INTESTINAL DE LOS ANTÍGENOS 

ENCAPSULADOS. 

 Uno de los problemas más importantes a resolver en el 

desarrollo de una vacuna oral es la estabilidad del antígeno 

durante su tránsito gastro-intestinal. Para evaluar el efecto 

de las condiciones gástricas e intestinales, en una primera 

serie de experimentos, se incubó una alícuota de NPs en una 

solución acuosa a pH 1,6 y otra alícuota en una de pH 6,8 

simulando las condiciones gástrica e intestinal 

respectivamente. En una segunda serie de ensayos, se incubaron 

las NP durante 2 horas y en forma separada en: a) fluido 

artificial gástrico (FAG) preparado según Vertoni y col. 

(2012), y b) durante 2,5 horas en fluido artificial intestinal 

(FAI) preparado de acuerdo con Ingels y col. (2002). Para 

evaluar el efecto producido en las NPs, éstas fueron analizadas 

en cuanto a tamaño, potencial zeta e integridad del antígeno, 

de acuerdo a lo descrito anteriormente (secciones 4 y 9). 

 

9) PROTECCIÓN DE LAS NPS DURANTE DEL PASAJE POR EL TRACTO 

GASTROINTESTINAL. 

 Con el objetivo de proteger las NPs durante el pasaje por 

el aparato gastrointestinal se procesaron las NPs de la 

siguiente manera: 2 ml de NPs liofilizadas se incluyeron en 

cápsulas de gelatina dura (CAPSUGEL) o fueron recubiertas por 
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una solución etanólica al 6% de un copolímero aniónico a base 

de ácido metacrílico y acrilato de etilo (EUDRAGIT® L100-55, 

EVONIK – USA). 

 Los ensayos de desintegración y disolución para ver la 

liberación de las NPs de las cápsulas protegidas, se realizaron 

siguiendo las recomendaciones de la Farmacopea Europea N° 8. 

Se determinó el efecto del pH 1,2 simulando las condiciones 

del estómago y pH 6,8 simulando las condiciones del intestino. 

Posteriormente se analizaron para determinar el tamaño, 

potencial zeta e integridad del antígeno como ya se 

describiera.  

 

10) ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LAS NPs 

 Con el fin de obtener una forma estable y administrable 

por vía oral de NPs, se escogió la liofilización. Se añadió a 

la suspensión de NPs manitol o sacarosa como crioprotectores, 

a una concentración final entre 2 - 10%. La suspensión de NPs 

se congeló durante 2 h a -80ºC antes de la sublimación. La 

liofilización se realizó en un liofilizador Sciquip, a una 

temperatura de la bandeja -15°C y una presión de 500 milibar 

durante 20 h. Las NPs liofilizados se mantuvieron a temperatura 

ambiente, en heladera o congeladas durante diferentes períodos. 

Posteriormente se reconstituyeron en agua y se analizaron para 

determinar el tamaño, potencial zeta e integridad del antígeno 

como ya se describiera. 
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11) ESTUDIOS DE INTERNALIZACIÓN DE LAS NPS USANDO UN MODELO DE 

MACRÓFAGOS MURINO. 

 Es importante que las vacunas activen el sistema inmune 

adaptativo y desarrollen memoria inmunológica. Las encargadas 

de activar las células T responsables de la memoria son las 

células presentadoras de antígenos (CPA). Para activar células 

T es necesario que los antígenos sean internalizados por las 

CPA, como macrófagos activados o células dendríticas, 

procesados y ensamblados en las moléculas de MHC de clase I y 

II (Murphy, 2017). Por lo tanto, el paso siguiente en el 

desarrollo de esta nanovacuna fue comprobar si las NPs podrían 

ser internalizadas por macrófagos murinos. Para ello realizamos 

una serie de experimentos para evaluar la citotoxicidad y la 

internalización de NPs en los macrófagos.  

 

11.1) Evaluación de la citotoxicidad 

 Para evaluar los efectos tóxicos de las diferentes NPs 

desarrolladas, éstas fueron puestas en contacto con macrófagos 

murinos J774. Se evaluaron las preparaciones de NPs sin 

funcionalizar (NP) con MPLA (NP-MPLA), con CS (NP-CS) y con 

ambos (NP-MPLA-CS), teniendo en cuenta que estas moléculas 

podrían ser tóxicas para las células. Para cumplir con tal 

objetivo se cultivaron los macrófagos en botellas de 75 ml 

(NUNC) y mantenidos de acuerdo a las recomendaciones de la 

American Type Culture Collection (Waldorf, MD, EUA). La línea 

celular J774 se propagó en medio esencial mínimo (MEM) (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EEUU), a 37ºC adicionando 10% de 

suero fetal bovino (SFB) en una atmósfera de CO2
 
al 5%. Los 

macrófagos se despegaron con una solución de tripsina y se 

sembraron a continuación en placas de cultivo de fondo plano 
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de 96 pocillos en un volumen de 50 μl, incubando a 37ºC con 5% 

CO2 hasta que la capa celular cubrió del 80 al 90% del fondo 

del pocillo. Posteriormente se agregaron a los cultivos las 

diferentes formulaciones de NPs ya indicadas, en diluciones de 

1:10, 1:20 y 1:100 de la formulación original para determinar 

una dilución de trabajo no tóxica. Se evaluó la toxicidad de 

las NPs luego de 12 h de incubación mediante el ensayo de 

incorporación usando el kit de Ensayo de Proliferación Celular 

(MTT) no radioactivo de Cell-Titer 96 (Promega, Madison, WI, 

USA).  

 

11.2) Evaluación de la internalización de NPs en macrófagos 

murinos. 

 El objetivo de estos experimentos fue estudiar la 

capacidad de la NPs formuladas para ser internalizadas por los 

macrófagos. Para cumplir con tal objetivo se agregó rojo Nilo 

(SIGMA) como marcador fluorescente a una concentración de 

0.005%, en la solución orgánica de PLA/acetato de etilo basados 

en Almouzen y colaboradores (2012). Las NPs marcadas, NPs, NPs-

CS, NP-MPLA y NP-MPLA-CS se adicionaron a los cultivos como se 

indicó en el item anterior. Los macrófagos a su vez se contra-

colorearon con el colorante nuclear fluorescente Hoechst 33342 

(Sigma). La aplicación de estos dos colorantes permitió 

observar claramente el núcleo de los macrófagos coloreados en 

azul y las NPs coloreadas en rojo en el citoplasma, luego de 

la internalización. Las muestras se observaron empleando un 

microscopio de fluorescencia (Ziess,Axio-Imager) y microscopio 

Laser confocal (Leica TCS SP2). También se realizaron 

filmaciones para ver la dinámica de internalización de las NPs. 
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12) AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE CÉLULAS DENDRÍTICAS 

DERIVADAS DE MONOCITOS CANINOS. 

Luego de determinar que las NPs bifuncionalizadas con CS 

y MPLA eran internalizadas por los macrófagos del modelo ratón, 

estudiamos si también eran internalizadas por las células 

dendríticas de perros derivadas de monocitos (cMoDCs). Por lo 

tanto, para cumplir con este objetivo aislamos y purificamos 

monocitos de perros para luego transformarlos en células 

dendríticas, mediante dos métodos, el método de células 

adherentes y la selección por CD14 (MACS). Los experimentos 

que indicaremos a continuación se llevaron a cabo en el 

laboratorio de Patología de la Escuela Veterinaria de Lyon bajo 

la supervisión del Profesor Thierry Marshal. 

El proceso de purificación se realizó de acuerdo a 

Bonnefont-Rebeix y col. (2006). Se obtuvo sangre de 4 caninos 

Beagles adultos del instituto Claude Bourgelat del Campus 

Veterinario VetAgro-Sup de Lyon. El uso de estos animales de 

experimentación se realizó de acuerdo a la ordenanza de 

Experimentación Animal de la Facultad de Veterinaria de Lyon 

(VetAgro)- Lyon Francia. Se tomaron 40 ml de sangre de la vena 

yugular de cada perro en tubo ACD (BD Vacutainer, BD-Plymouth, 

UK) al día 0. Se separaron dos tubos con 20 ml por cada animal 

y se diluyó la sangre al medio con PBS estéril. Se tomaron 35 

ml de la dilución sangre/PBS y 15 ml de Ficoll- Hypaque de 

1,077 de densidad (Eurobio, Les Ulis, France), que se 

centrifugaron a 600 x g durante 30 min a 20°C. Luego las células 

obtenidas (paquete de células mononucleares de sangre 

periférica o PBMC) se lavaron tres veces con PBS estéril. 

Posteriormente para comprobar la naturaleza de las células, se 

realizó citometría de flujo marcando las células con un 

anticuerpo anti-CD14 como marcador específico de monocitos 



57 

 

sanguíneos. Las células positivas para CD14 se separan para 

continuar con cada uno de los métodos. 

Siguiendo el método MACS, las células se resuspenden en 

PBS y se incuban durante 30 min a 4ºC con anticuerpo hecho en 

ratón anti-CD14 bovino el cual tiene reacción cruzada con el 

CD14 de macrófagos y células dendríticas de perros (CAM36A, 

CliniSciences, Francia). PosteriormenteB se lavó con PBS y se 

incubó durante 30 min a 4ºC con un anticuerpo hecho en cabra 

contra IgG de ratón ligados a partículas magnéticas (Miltenyi, 

Biotec, Francia). Finalmente se siembran en columnas MS de 

acuerdo al fabricante (Miltenyi, Biotec, Francia). Después de 

cinco lavados, se eluyen las células CD14+. 

De acuerdo al método de adherencia, las PBMC se 

resuspendieron en el medio RPMI 1640, en una concentración de 

10 millones de células/ml con el agregado de 100 U/ml de 

penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-Glutamina y 

2% de plasma canino autólogo (día 0). Se incubaron durante 24 

horas a 37°C. Al día siguiente (día 1) las células no adherentes 

se eliminaron pipeteando suavemente con PBS pH 7,4, tres veces. 

Las células adherentes se cultivaron en RPMI durante 24 horas 

a 37°C, con el agregado de 800 U/ml de GM-CSF (Granulocyte 

Macrophage Colony-Stimulating Factor) humano, 500U/ml de IL4 

canina, 25 ng/ml de Flt3L (receptor tyrosine kinase 3 ligand) 

humana y 10% de suero fetal bovino. En el día 3 se agrega medio 

fresco preparado como al inicio del experimento (día 0). En el 

día 4 se cambió el medio como en el día 1 dejando las células 

con este medio hasta el día 7. En este día se recuperaron las 

células adherentes denominadas células dendríticas inmaduras 

(iDC), se contaron y se determinó la viabilidad de las mismas 

usando Azul Tripán, mediante una lupa binocular. El porcentaje 

de iDC se determinó por citometria de flujo marcando 0-2 
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millones de células con anticuerpos específico de cMoDCs anti-

CD14 y anti-CD80 y CD40.  

 

13) ANÁLISIS DEL EFECTO DEL MPLA SOBRE LAS cMoDCs.  

13.1) Viabilidad 

Para evaluar la citotoxicidad de las NP-MPLA sobre las 

cMoDCs "adherentes" se incubaron las NP formuladas con 

diferentes concentraciones de MPLA (0.025%, 0.05%, 0.1% y 0.2%) 

durante 48 h. Las células se recogieron mediante tratamiento 

con tripsina (Eurobio, Francia), se tiñeron con 5 μl de Annexin 

V FITC y 5 μl de yoduro de propidio (FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit I, BD Biosciences, Francia) y se analizaron 

directamente mediante citometría de flujo para evaluar 

apoptosis y necrosis respectivamente. 

 

13.2) Activación  

Se analizaron también los niveles básicos de expresión de 

los marcadores de activación de las células seleccionadas 

CD14+. Se utilizó como control positivo la estimulación de las 

células con LPS y como control negativo PBS durante 24 h. Se 

emplearon los anticuerpos anti-CD40 (LOB7/6, Serotec), anti-

MHC II (YKIX334.2, Serotec), anti-CD80 (16-10A1, Biolegend) y 

anti-CD86 (IT2.2, Biolegend) marcado con moléculas 

fluorescentes, mediante citometría de flujo. Las células se 

tiñeron 30 minutos a 4°C con el anticuerpo primario (FITC o PE 

marcado) o el control del isotipo marcado, se lavaron con PBS 

y se analizaron con un citómetro Accuri (Becton Dickinson). Se 

registró el porcentaje de células positivas. 
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14) EVALUACIÓN DE LA INTERNALIZACIÓN DE NP POR LAS cMoDCs. 

 Basamos la metodología de estos experimentos en el 

conocimiento de que el hierro en los tejidos puede ser 

detectado y teñido con la coloración de Perls de acuerdo a 

Meguro y col. (2007), y que es posible encapsular Fe3O4 en 

polímeros biodegradables de acuerdo a Bakandritsos y col. 

(2010). Se desarrollaron las diferentes formulaciones de NPs 

incluyendo en la solución de PLA, 500 l de una solución de 

Fe3O4 a una concentración de 5 mg/ml en tolueno y partículas de 

Fe3O4 de 5 nm de diámetro máximo (SIGMA), para un total de 20 

ml de formulación, de acuerdo a la metodología descrita (tabla 

1). Las formulaciones fueron las siguientes: NP-Fe3O4, NP-MPLA-

Fe3O4, NP-CS-Fe3O4. Luego de obtener las iDC de 6 días de cultivo 

en celdas portaobjetos Labtec (Lab-Tek® Chamber Slide™ System 

for “in vitro celular culture” se incubaron con las NPs+Fe3O4. 

Las células se centrifugaron durante 5 min a 500 rpm en una 

lámina de microscopio usando una centrífuga Cytospin-2 

(Shandon, Cheshire, UK). Las láminas fueron teñidas con May-

Grunewald-Giemsa (VWR) para estudiar la morfología de las 

células y/o con coloración de Perls (Bio-Optica, Milán, 

Italia). La observación de las células teñidas se realizó por 

microscopía óptica. 

 

15) EVALUACIÓN DE LA ACTIVACIÓN DE CÉLULAS DENDRÍTICAS 

INMADURAS POR LAS NPs FORMULADAS. 

 Para evitar el desarrollo de tolerancia y desarrollar una 

buena respuesta inmune de células T es necesario activar las 

células dendríticas. Para comprobar si las NPs eran capaces de 

activar a las células dendríticas se enfrentaron las iDC 

obtenidas en el procedimiento anterior. 
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 Las células dendríticas (DC) actualmente se dividen en 

tolerantes inmaduras y maduras inmunogénicas o activadas (Lutz 

y Schuler 2002). De acuerdo a Wang y col. (2005) la señal de 

activación parece ser la liberación de citoquinas pro-

inflamatorias de las DC (IL12, TNF alfa, IL1 beta e IL-6) y la 

sobreexpresión de MHC-II, CD80 y CD86. Incubamos las iDC con 

los diferentes NPs producidas y determinamos la activación de 

las iDC por medio de citometría de flujo determinando los 

niveles de MHC-II, CD86 y CD80 expresados en la membrana 

celular de dichas células. 

 Las formulaciones analizadas fueron las siguientes: a) 

NP-EgTrp; b) NP-EgTrp-MPLA; c) NP-EgTrp-MPLA-CS; d) NP-blanco. 

Las iDC tratadas se incubaron 30 min a 4ºC con los siguientes 

anticuerpos monoclonales específicos mAb conjugados con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) o ficoeritrina (PE) anti-

CD14-PE (TU K4, Dako, Glostrup, Dinamarca), anti-MHC –II-FITC 

de perro (YKIX 334.2, Serotec, Oxford, Reino Unido), y anti-

CD86 FITC humano (FUN-1, Becton Dickinson, y BU- 63, Chemicon, 

Temecula, CA, EE.UU.), o anti-CD86 humano (IT2.2, Becton 

Dickinson). Se realizó el análisis por citometría de flujo 

usando un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, 

Pleasanton, CA, EE. UU.), con MacIntosh-Software CellQuest. La 

expresión de los antígenos de superficie, el porcentaje de 

intensidad de fluorescencia positiva y media (IMF) se 

calcularon mediante el software Accuri (Becton Dickinson). Se 

comparó la relación de IMF entre cada condición. Se empleó LPS 

(Sigma) a 2 μg/ml como control positivo.  
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16) ENSAYO CLÍNICO: ESTUDIO DE LA INMUNOGENICIDAD DE LAS NPs. 

 Luego de determinar si las NPs formuladas activan las 

células cMoDCs determinamos la inmunogenicidad de las NPs 

mediante vacunación vía oral estudiando luego la respuesta de 

anticuerpos.  

16.1) Animales 

 Se inmunizaron 18 perros de entre 5 y 7 meses de edad, 

por vía oral, con diferentes formulaciones de NPs según se 

muestra en la tabla 2. Los perros fueron tratados, a los 2 

meses de edad, con antihelmínticos como Biaverm® (Niclosamida 

y Levamisol) un antiparasitario de amplio espectro contra 

gusanos redondos, y Dolpac® (Oxantel, Pirantel y 

Praziquantel), y a los 4 meses de edad contra parásitos 

redondos y tenias. Posteriormente se trataron contra 

ectoparásitos cada un mes. Se vacunaron contra Parvovirosis 

con Primodog® a los 3 meses de edad. También se vacunaron con 

Eurican®, contra Leptospirosis, Adenovirosis y Parainfluenza. 

Fueron alimentados con alimento comercial y suplementados con 

carne de caballo, pasta y verduras. Los animales vivieron desde 

su nacimiento en una perrera especial para la investigación de 

Echinococcosis en la Escuela Veterinaria de Sidi Thabet-Túnez. 

       Tabla 1: Esquema de vacunación 

 

GRUPOS 

 

NPS 

 

NÚMERO DE ANIMALES 

I BLANCO 3 

II NP-EgTrp 5 

III NP-EgTrp-MPLA 5 

IV NP-EgTrp-MPLA+CS 5 
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16.2) Nanopartículas 

 Las NPs empleadas en estos experimentos (tabla 1) 

crioprotegidas con 2% de manitol, liofilizadas y protegidas 

por cápsulas de gelatina dura (CAPSUGEL) conteniendo una dosis 

de 182,6 g de antígeno. 

 

16.3) Vacunación  

 La nanovacuna se suministró dentro de la comida. Los 

animales fueron mantenidos en ayuno 24 horas antes de ser 

vacunados. Se los mantuvo con agua ad libitum. Fueron vacunados 

los días 0 y 14 con una cápsula por vez, y mantenidos en 

observación durante 4 horas luego de suministrarles la vacuna. 

 

16.4) Colecta de muestras 

 Se colectó suero, saliva y heces de cada uno de los 

animales a los días 1, 7,14 y 21. Aproximadamente 1 ml de 

saliva fue colectada directamente de la boca con pipeta de 

plástico en forma individual. Las muestras se mantuvieron en 

hielo en primera instancia y posteriormente a -40°C. Las 

muestras de heces fueron obtenidas de acuerdo a la metodología 

utilizada por Lahmar y col. (2007) y guardadas a -40°C. A cada 

muestra de heces se le agregó Gentamicina y Azida de Sodio para 

evitar la contaminación bacteriana y fúngica. Se disolvió 2 

mg/ml de Gentamicina y 10 mg/ml de Azida de Sodio en agua 

destilada. Se agregó 50 l de esta solución y 100 l de una 

solución de inhibidores de proteasas (Fast Protease inhibitor 

S8820-20TAB, Sigma) por cada 950 l de saliva, suero o 

sobrenadante de heces. 
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16.5) Determinación de inmunogenicidad. 

 Para determinar niveles de IgM, IgA, IgG1, IgG2 se empleó 

el kit de ELISA Started Accesory Kit (# E101, Bethyl 

Laboratory) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los 

conjugados contra los diferentes isotipos de Inmunoglobulinas 

fueron también de Bethyl Laboratory. 

 El pegado del antígeno (0,2 g de EgTrp por pocillo) se 

realizó durante toda la noche en tampón carbonato pH 9.6 en 

agitación, a 4°C. Al día siguiente se lavó la placa, se bloqueó 

con solución proporcionada por el kit y se incubaron las 

siguientes muestras con el anticuerpo primario: suero 1/200, 

saliva 1/50 y heces 1/5 durante 1 hora a 37ºC, diluídas con 

PBS. Luego se lavaron tres veces durante 5 min cada vez, con 

solución de lavado del kit. Posteriormente se incubaron durante 

30 min con anti-isotipo de inmuoglobulinas de perros a una 

dilución 1/10.000 de: Anti-Dog IgA (#A40-104), Anti-Dog IgG1 

(# A40-120P), Anti-Dog IgG2 (# A40 121P), anti-Dog IgM (# A40-

116P). Finalmente, se incubaron con la solución de sustrato 

TMB del kit y se midió la absorbancia a 450 nm. 

 La determinación de IgE se realizó siguiendo el mismo 

procedimiento con la diferencia que el anticuerpo primario 

empleado fue anti-IgE-Biotinilada 1/10.000 y se incubaron 1 

hora a 37ºC tiempo Posteriormente se incubó con el polímero 

avidina-peroxidasa ultrasensible (1/1.000) (Sigma #S 2438)  
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17) EFICACIA DE LA NANOVACUNA 

17.1) Animales 

 Este ensayo se realizó en Túnez, como prueba piloto, 

utilizando un bajo número de animales. Se emplearon perros de 

entre 5 y 7 meses, desparasitados con antihelmínticos y 

vacunados contra las infecciones más frecuentes de los 

cachorros, como se indicó en el experimento anterior (Tabla 

2). 

NÚMERO DE ANIMALES NANOPARTÍCULAS 

2       NP-EgA31-MPLA-CS 

     NP-EgTrp-MPLA-CS 

2       NP-Blanco 

 

          Tabla 2: Animales empleados en el ensayo de vacunación 

 

17.2) Nanopartículas 

 Las NPs conteniendo cada uno de los antígenos en estudio 

se formularon como se indica en la tabla 1 y se funcionalizaron 

con MPLA y CS. Las NPs liofilizadas fueron protegidas con 

EUDRAGIT® L100. 

 

17.3) Vacunación y desafío 

Cada perro recibió 2 vacunaciones vía oral en intervalos 

de 3 semanas. Se administraron 2 cápsulas por 

inmunización/perro conteniendo rEgTrp en una y rEgA31 en la 

otra con una cantidad de antígeno de 182.6 µg totales. 
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 Tres semanas después los animales fueron desafiados con 

490.000 protoescólices de E. granulosus.  

 

17.4) Análisis de resultados 

 La autopsia fue realizada a los 28 días post-infección 

(período prepatente). Se contaron los parásitos del intestino 

delgado por medio de raspaje de la mucosa y conteo por lupa 

binocular. Se expresaron en número de parásitos.  
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RESULTADOS 

 

1) ENCAPSULACIÓN DE ANTÍGENOS EN NPs 

 

Las proteínas obtenidas para la encapsulación fueron la 

paramiosina recombinante (rEgA31) y la tropomiosina 

recombinante (EgTrp) de Echinococcus granulosus, producidas de 

acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. Obtuvimos una 

fracción de elusión de la proteína rEgTrp con una buena 

concentración de acuerdo a lo observado en la Fig. 1A por SDS-

PAGE 12%. Luego de la purificación se observó una fracción 

bastante pura y limpia analizada por la misma metodología con 

un peso molecular aproximado de alrededor de 27 KDa y una 

concentración de 1.8 mg/ml en el buffer de elutión medido por 

el método de Bradford. Esta banda fue reconocida por un 

anticuerpo específico anti-rEgTrp por la técnica de Western 

Blot (resultado no mostrado). La proteína rEgA31 mostró una 

menor cantidad en el perfil de elusión (Fig. 1C), pero una 

banda clara y relativamente limpia por enciama de 55 KDa, con 

una concentración de 2.2 mg/ml en el buffer de elución medido 

por el método de Bradford, la cual se comprobó por Western Blot 

con un anticuerpo específico desarrollado en conejo. 

Esta proteína fue encapsulada en el polímero PLA de acuerdo a 

lo descripto en la metodología (Fig. 1E) y los resultados 

mostraron que obtuvimos una suspensión homogénea de NPs límpida 

y blanca cuando se le agregó 2 ml de la solución de rEgTrp, y 

2 ml de la solución de rEgA31 (Fig. 1E, Fig 1F). Se obtuvo un 

volumen final de 40 ml de una suspensión acuosa de NPs luego 

de la evaporación del acetato de etilo el cual se usó como 

solvente del polímero. Los antígenos rEgTrp y rEgA31 fueron 
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purificados por la MSc. C. Silvarrey (Sección Bioquímica, 

Facultad de Ciencias, UdelaR) (Fig. 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) TAMAÑO DE LAS NPs  

El tamaño de las NPs fue determinado por medio de 

tecnología láser. Las NP-EgTrp analizadas presentaron un tamaño 

promedio de 181.1 nm con un índice de polidispersión (pdl) de 

Figura 1.  Encapsulación de los antígenos recombinantes. A-D SDS-

PAGE 12% de: A) Perfil de elución de EgTrp. 1: Marcador de peso 

molecular; 2: muestra de partida, 3-10: fracciones eluídas. 

Purificación de rEgTrp. B)EgTrp, fracción seleccionada. C) Perfil 

de elución de EgA31. 1: Marcador de peso molecular; 2 y 4 fracción 

soluble; 3 y 5: fracción insoluble. D) EgA31, fracciones 

seleccionadas. Se indica el peso molecular a la izquierda. E)  

Método de doble emulsión y evaporación; Se indican las tres etapas 

empleadas en la formulación de las NPs: primera y segunda emulsión, 

y evaporación; F) formulación final de las nanopartículas. Las 

flechas indican a que nivel dónde se encuentran las proteínas en 

el SDS-PAGE. 
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0.122 (Fig. 2), mientras que las NPs-EgA31 un tamaño promedio 

de 259,2 nm con un pdl de 0.125 (Fig. 3). En todos los casos 

se emplearon réplicas técnicas. Los resultados obtenidos con 

tecnología Lazer se correlacionaron con las observaciones 

realizadas en microscopía electrónica (Fig.4). Obsérvese que 

el tamaño de las NP-blanco sin proteína son más pequeñas (Fig.4 

C) correlacionado con lo graficado con color bordeaux, violeta 

verde y obscuro (Fig. 3). Le sigue en tamaño NP-EgTrp lo 

graficado con color rojo verde y azul de la Fig. 2 

correlacionado con la Fig. 4ª, y las NPs de mayor tamaño son 

las NP-EgA31 como se observa en la Fig. 4B. A mayor cantidad 

de proteína encapsulada es mayor el tamaño de las NPs.  
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Figura 3. Tamaño de las NP-EgA31. Distribución de tamaños de: NP-blanco 

(bordeaux, violeta, verde oscuro), NP-EgA31 3 ensayos independientes 

(rojo, azul, verde) y sus repeticiones (negro, rosado, rosado suave). 
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Estos resultados se correlacionan con lo observado por medio 

de microscopía electrónica de trasmisión (MET) (Fig. 4). Si 

bien las NPs de ambas formulaciones difieren en tamaño, están 

dentro de los valores esperados (< 300 nm). Por otro lado el 

índice de polidispersión nos indica que las preparaciones son 

homogéneas.  

 

 

 

 

 

 

 

Se determinó además, el tamaño de las NPs obtenidas empleando 

tres concentraciones de PVA, 0,5%, 1% y 2% (Fig. 5). Obsérvese 

que cuanto menor es la concentración de PVA mayor es el tamaño 

de la NPs, razón por la cual consideramos que una concentración 

del 2% es la adecuada. 
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Figura 5. Efecto del PVA en el tamaño de las NPs EgTrp. Distribución 

de tamaños de: NP-EgTrp-PVA 2% (rojo); NP-EgTrp-PVA 0,5% (azul); . NP-

EgTrp-PVA 1% (verde).   

A B C 

Figura 4. Tamaño y forma de las NPs. Microscopía electrónica de 

transmisión de: A) NP-EgTrp; B) NP-EgA31; C) NP-blanco. 
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3) EFICIENCIA DE ENCAPSULACIÓN 

Un paso importante en la caracterización de las NPs 

formuladas, es la determinación de la eficiencia de 

encapsulación. Para ello se debe disolver las NPs con un 

solvente adecuado para luego obtener y dosificar la proteína 

liberada. Para la disolución de las mismas fue necesario 

determinar cuál era el disolvente más adecuado. Como se indica 

en la tabla 1 el disolvente apropiado fue el Acetonitrilo. 

Consideramos que la disolución del polímero era completa cuando 

La formulación se presentaba transparente. 

Tabla 1.  Determinación del solvente adecuado para liberar las 

proteínas encapsuladas. T: formulación total; S: sobrenadante; P: 

pellet  

 

Luego de seleccionado el solvente adecuado se analizó por 

medio de electroforesis desnaturalizante en poliacrilamida 

(SDS-PAGE) si la proteína conservaba su integridad (Fig. 6). 

Los experimentos demostraron que la disolución de las NPs con 

NPS SOLVENTE  RESULTADOS 

400 µl 

NP(T) 

1 ml acetona Disolución incompleta 

400 µl 

NP (P) 

1 ml acetona Disolución incompleta 

400 µl  

NP (S) 

1 ml acetona Disolución incompleta 

400 µl  

NP (T) 

1 ml acetonitrilo Disolución completa 

400 µl  

NP (P) 

1 ml acetonitrilo Disolución completa 

400 µl  

NP (S) 

1 ml acetonitrilo Disolución completa 
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acetonitrilo no alteró la integridad de las proteínas 

encapsuladas. Obsérvese también que la proteína liberada del 

pellet (P) y la presente en el total de la formulación (T) nos 

muestra una banda similar de intensidad de coloración indicando 

que la cantidad de proteína presente en el pellet es cercana a 

la que presenta la formulación total. La no detección de 

proteína en el sobrenadante indica que la mayoría de la 

proteína fue encapsulada. Se incluyó en el ensayo la proteína 

pura, para controlar el efecto del acetonitrilo sobre las 

proteínas.  

Se puede observar también que el tratamiento con el 

disolvente del polímero usado para formular las NPs no produce 

alteración en la integridad, ya que si comparamos las bandas 

de los carriles que contienen las proteínas con acetonitrilo 

con las no tratadas, el tamaño y la intensidad son similares 

(Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Eficiencia de encapsulación e integridad de las proteínas   

en la formulación. SDS-PAGE 12.5% teñido con Coomassie brilliant 

blue; A) (PM) marcador de peso molecular; 1) EgTrp (47,5 µg/ml); 

2) NP-EgTrp(T); 3) NP-EgTrp(S); 4) NP-EgTrp(P);5) EgTrp con 

acetonitrilo (47,5µg/ml). B)(PM)Marcador de peso molecular 1) EgA31 

(45,5 µg/ml); 2) EgA31 con acetonitrilo (45.5 µg/ml); 3) NP-A31(T); 

4)NP-EgA31(S); 5) NP-EgA31(P). Las flechas indican a que nivel se 

encuentran las proteínas. 

 

B A 
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Finalmente, la eficiencia de encapsulación (E/E) se 

determinó como la diferencia entre la cantidad total de cada 

proteína agregada inicialmente y la cantidad total de cada 

proteína presente en el sobrenadante obtenido luego de disolver 

las NPs con acetonitrilo, utilizando el método de Bradford para 

dosificarlas. La tabla 2 muestra los resultados de E/E 

obtenidos. Estos resultados son concordantes con los resultados 

obtenidos por medio del SDS-PAGE (Fig. 6).  

Determinamos también la eficiencia de encapsulación al 

usar diferentes concentraciones de PVA para asegurarnos que el 

porcentaje seleccionado de 2% no alteraba este parámetro (Tabla 

3). Como puede apreciarse en la tabla, la elección del 2% fue 

adecuada, ya que se obtuvo el mayor porcentaje de proteína 

encapsulada. 

 

 

Tabla 2: Eficiencia de encapsulación.  A)  EgTrp.  Promedio:  82,9%; SD: 

4.4.  B) EgA31. Promedio 80,31%; SD: 14,28.  Se muestran datos obtenidos 

de 3 ensayos independientes.  

NPs EFICIENCIA 

DE ENCPASULACIÓN 

(%) 

NP-EgTrp 85,61 

NP-EgTrp 78,28 

NP-EgTrp 87,41 

NPs EFICIENCIA 

DE ENCPASULACIÓN 

(%) 

NP-EgA31 94,59 

NP-EgA31 84,64 

NP-EgA31 61,71 

A B 
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4) ESTUDIOS DE INMUNOGENICIDAD. 

 Otro parámetro a determinar al caracterizar las NPs 

consiste en determinar si la inmunogenicidad de los antígenos 

encapsulados se mantiene, entendiéndose por inmunogenicidad la 

capacidad de una proteína de ser reconocida por anticuerpos 

específicos presentes en un antisuero, dirigidos contra ella  

Si no se altera la integridad no debería alterarse la 

inmunogenicidad. Para ello, realizamos el tratamiento ya 

mencionado para liberar la proteína encapsulada para luego 

someterla a (SDS-PAGE) y Western blot, utilizando anticuerpos 

específicos anti-EgTrp. Como puede observarse en la figura 7, 

la proteína mantiene su reactividad frente al antisuero. Los 

mismos estudios realizados para EgA31 mostraron que esta 

proteína tampoco cambiaba su integridad ni su inmunogenicidad 

luego del procedimiento de encapsulación (resultados no 

mostrados). 

PVA AGREGADO A LAS 

NP-EgTrp(%) 

EFICIENCIA 

DE ENCPASULACIÓN (%) 

2  78.28 

1 66.66 

0.5 71.45 

Tabla 3.  Efecto del PVA en la eficiencia de encapsulación. 

Los datos son el promedio de triplicados. 
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5) BIFUNCIONALIZACIÓN CON CHITOSAN Y LÍPIDO A 

MONOFOSFORILADO 

 

El objetivo de la funcionalización de las NPs es aumentar 

la adherencia al mucus, y la activación de las células 

presentadoras de antígeno. Elegimos Chitosan (CS) para 

favorecer la adherencia y Lípido A monofosforilado (MPLA) 

para lograr la activación de las células dendríticas (DC) 

del perro. Luego de la formulación de las NPs agregando los 

compuestos mencionados, se procedió al estudio de sus 

características, mediante la determinación del tamaño y 

potencial Zeta, integridad e inmunogenicidad. El agregado 

del CS cambió la carga de las NPs, transformándolas en 

positivas, siendo esta transformación proporcional a la 

concentración del mismo en la formulación (Fig. 8A). El 

potencial Zeta de las NPs con CS también fue determinado a 

 PM    1   2   3   4      

116 

90 

58 
48.5 

36.5 
26.6 

180 

kDa 

Figura 7: Estudio de la 

inmunogenicidad de la proteína 

EgTrp encapsulada. Western 

blot. PM: marcador de peso 

molecular 1: EgTrp(47.5 g/ml) 
tratada con acetonitrilo; 2,3 

y 4 son proteínas del pellets 

de 3 formulaciones de NP-EgTrp 

diferentes. La flecha indica a 

que nivel se encuentran las 

proteínas. 
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diferentes pH mostrando la conservación de la carga positiva 

desde pH 4 hasta un pH de 7, alcanzando un valor de 8.6 mV 

a pH 5.5 (Fig. 8B). El estudio por microscopía electrónica 

de transmisión confirmó la presencia de CS sobre la 

superficie de las NPs indicado por la nube oscura alrededor 

de ellas (Fig. 8D). Estas imágenes muestran además que se 

conserva la forma esférica de las partículas. Por otro lado, 

como se observa en la figura 9 el tamaño de las NPs no cambia 

con el agregado de MPLA y aumenta con el agregado de CS 

superando levemente el tamaño esperado de 300 nm. Con respeto 

a la carga, el análisis de potencial Zeta indica que el 

agregado de MPLA no lo altera, pero sí el CS (Fig.10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C                                                                                 D                                                                        

A                                                                                   B                                                                          

Figura 8: Efecto de Chitosan en las NPs-EgTrp. A-B) Medidas de potencial Zeta 

variando la concentración de CS a diferentes intervalos (A) y variando el pH 

(B). C-D) Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de NPs-EgTrp sin 

(C) y con Chitosan (D). 
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6) MÉTODO DE CONSERVACIÓN DE NPs. 

Con el fin de asegurar estabilidad de las NPs a largo 

plazo, se procedió a liofilizarlas en presencia de manitol o 

sacarosa como agentes protectores, previa determinación de la 

concentración más adecuada de ambos carbohidratos. El 

liofilizado fue luego introducido en cápsulas de gelatina dura 

(CAPSUGEL) en una dosis de 182,6 µg de proteína por cápsula 

seguido de recubrimiento entérico con Eudragit. Nuevamente fue 

necesario determinar si la distribución de tamaño, y carga de 

Potencial Zeta 
(mV) 

C
u

en
ta

s 
to

ta
le

s 

Figura 10. Potencial Zeta de las NPs bi-funcionalizadas con MPLA y CS. 

Se indica en color las diferentes formulaciones: NP-blanco(rojo); NP-

EgTrp (verde), NP-EgTrp-MPLA (azul) NP-EgTrp-MPLA-CS (negro). 

Tamaño (nm) 

In
te

n
si

d
ad

 
(%

) 

Figura 9. Efecto del CS y el MPLA en el tamaño de las NPs. 

Distribución de tamaño de: NP-EgTrp (rojo); NP-EgTrp-MPLA (verde); 

NP-EgTrp-MPLA-CS (azul). 
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las NPs, y sobre todo si la antigenicidad de las proteínas 

encapsuladas se conservaba. Como puede apreciarse en la tabla 

4, no se observan diferencias mayores en presencia de 

cualquiera de los aditivos agregados. 

El efecto de la sacarosa y el manitol sobre la integridad 

e inmunogenicidad de EgTrp luego de tratar las NP con 

acetonitrilo para liberar el antígeno, puede verse en las 

figuras 11 y 12. Como puede apreciarse, no se produce 

alteración en ninguna de estas propiedades.    

 

 

 

Tabla 4. Efecto de la concentración de los crioprotectores en el tamaño de 

las NP-EgTrp liofilizadas. A): manitol; B) y sacarosa  

MANITOL 

AGREGADO (%) 

TAMAÑO DE 

LAS NPs (nm) 

0 159,9 

2 213,1 

4 242,4 

6 192,2 

8 187,7 

SACAROSA 

AGREGADA (%) 

TAMAÑO DE LAS 

NPs (nm) 

0 159,9 

2 195,4 

4 188,6 

6 193,6 

8 193,6 

A B 
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PM       1      2      3            
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kDa 

Figura 11: Efecto de la sacarosa y 

el manitol sobre la integridad de 

EgTrp encapsulada. Estudio por SDS-

PAGE de la integridad de la EgTrp, 

usando sacarosa y manitol como 

crioprotectores. PM) marcador de 

peso molecular; 1) NP-EgTrp; 2) NP-

EgTrp con sacarosa 2% luego de 

liberada la proteína del pellet; 3) 

NP-ETrp con manitol 2%. Todas las 

muestras se trataron con 

acetonitrilo. La flecha indica a 

que nivel se encuentran las 

proteínas. 
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Figura 12. Efecto de la sacarosa y 

el manitol sobre la inmunogenicidad 

de EgTrp encapsulada.  Western-Blot 

de la EgTrp, usando sacarosa y 

manitol como crioprotectores. PM) 

marcador de peso molecular 1)EgTrp 

(42,5 g/ml); 2) NP-EgTrp de las 

NPs sin liofilizar; 3) NP-EgTrp con 

sacarosa 2%; 4) NP-EgTrp con 

manitol 2%. Todas las muestras se 

trataron con acetonitrilo. La 

flecha indica a que nivel dónde se 

encuentra la proteína. 
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7) EVALUACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE LOS ANTÍGENOS ENCAPSULADOS 

FRENTE A CONDICIONES GASTROINTESTINALES. 

 Un aspecto importante a tener en cuenta en la formulación 

de una vacuna oral, es su protección frente al medio gástrico 

y al intestinal. Para llevar a cabo esta evaluación, las NPs 

fueron primero sometidas a los pHs gástrico (pH 1.6) e 

intestinal (pH 6,8), durante 2 y 6 horas (Fig. 13). Luego del 

ensayo se liberaron los antígenos como ya se describiera, y se 

analizaron por electroforesis. Como puede apreciarse en la 

figura no se observa alteración de la integridad de los 

antígenos encapsulados luego de las 2 horas de incubación.  En 

base a este resultado procedimos a incubar las NPs durante 2 

horas en los fluidos artificiales gástrico (FAG) e intestinal 

(FAI). La figura 14 muestra que la incubación en el FAG no 

alteró ninguno de los antígenos, observándose la degradación 

total frente al FAI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PM   Ctr  H
2
0  pH6,8 H

2
0 pH1.6 kDa 

 2h      6h 

 Ctr     H
2
0 pH6,8 H

2
0 pH1,6 

 2h      6h 

200.0 
  
116.3 
 77.4 
  

 

 66.3 
 55.4 
  
  
 

 

36.5 
31.0 
  
 

21.5 
  
14.4 
  
  

 6.0 
  
 3.5 

Figura 13. Protección de los antígenos contra la degradación gástrica 

e intestinal. Análisis por SDS-PAGE 12% teñido con Coomassie brilliant 

blue de EgTrp (A) y EgA31 (B) extraídas de sus respectivas NPs-MPLA 

luego de incubación en agua o solución a pH6,8 y 1,6 luego de 2 y 6 

horas de incubación.                        Ctr:  ntígenos sin tratar. 

 

       A                                                                    B 
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Frente al resultado obtenido cuando se incubaban las NPs 

con el fluido intestinal artificial como se muestra en la 

figura 14B carril 4 y 5 pensamos que las enzimas del FAI podían 

haber quedado adheridas a la superficie externa de las NPs. 

Una hipótesis a éste fenómeno fué que cuando hicimos el 

tratamiento con acetonitrilo para liberar EgA31 de las NPs 

entonces las enzimas del FAI degradaron la EgA31. Como forma 

de verificar ésta hipótesis realizamos una serie de 

experimentos variando el pH para inactivar las enzimas que 

pudieran estar adheridas por fuera de las NPs. En éstos 

experimentos en pH <1.2 no se observó degradación de la EgA31 

(Fig. 15; carril 5- NP-EgA31+FAI). Para proteger nuestros 

antígenos del pasaje por el estómago liofilizamos las NPs luego 

de la encapsulación de los antígenos y empaquetamos las NPs 
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kDa        PM              1         2       3      4         5 

Figura. 14. Protección de los antígenos encapsulados frente a fluidos 

gástrico e intestinal artificiales. Análisis por SDS-PAGE 12% teñido 

con Coomassie brilliant blue A:1) NP-EgTrp sin tratar; 2) NP-EgTrp-

FAG; 3) NP-blanco-FAG; 4) NP-EgTrp-FAI; 5) NP-blanco-FAI; B:1)NP-EgA31 

sin tratar; 2) NP-EgA31-FAG; 3) NP-blanco-FAG; 4) NP-EgA31-FAI; 5) 

NP-blanco-FAI. PM: marcador de peso molecular; FAG: fluido gástrico; 

FAI: fluido intestinal. Las flechas indican a que nivel se encuentran 

las proteínas 
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dentro de cápsulas de gelatina. Posteriormente se sometieron 

las capsulas a media gástrico e intestinal artificial para ver 

el efecto sobre el tamaño e inmunogenicidad de EgTrp 

transportada dentro las NPs (Fig.16). 
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Figura 15. Protección de EgA31 

frente a FAI intestinal.  
SDS-PAGE 12.5% teñido con 

Coomassie Blue. 1) marcador de 

peso molecular; 2) NP-Blanco; 3 y 

4)NP -EgA31; 5) NP-EgA31+FAI +HCl 

pH 1.2. La flecha indica a que nivel 

se encuentra la proteína. 
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8) INTERNALIZACIÓN de NPs Y ACTIVACIÓN POR CÉLULAS 

PRESENTADORAS DE ANTÍGENOS 

 Una vez verificada la integridad de los antígenos 

encapsulados en las NPs formuladas, se iniciaron una serie de 

estudios in vitro para determinar si las NPs eran 

internalizadas por las células presentadoras de antígenos y 

Figura 16. Caracterización de las NPs en cápsulas de gelatina. 

A) distribución de tamaño de NP-MPLA-CS luego de liofilizadas 

y redispersadas en agua (verde) y luego de disolver las 

cápsulas pH 6.8 (Azul) comparadas con las NP-MPLA-CS 

iniciales(rojo); B y C) análisis por SDS-PAGE de las proteínas 

extraídas B) EgA31 y C: EgTrp. Se emplearon antígenos libres 

como control (carril 1). Se extrajeron las proteínas de las 

NPs liofilizadas (carril 2), de la suspensión total (carril 

3), del sobrenadante (carril 4) y del pellet (carril 5)de las 

cápsulas con NPs luego de disueltas en el medio intestinal; 

D) análisis por Western blot de EgTrp extraída de NPs antes 

(carril 1) y después de la liofilización (carril 2). Las 

flechas indican a que nivel se encuentran las proteínas. 
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eran capaces de activarlas. En estos estudios se cultivaron 

macrófagos de ratón y células dendríticas de perro derivadas 

de monocitos (cMoDCs) empleando microscopía óptica y confocal, 

y citometría de flujo. Se adicionaron marcadores específicos a 

las NPs de acuerdo al método de análisis a emplear. 

Adicionalmente, se analizó la calidad de adyuvante del MPLA 

empleando como referencia moléculas co-activadoras del sistema 

inmune 

 

8.1 Estudios de internalización en macrófagos. 

 Como paso previo a los estudios de internalización y 

activación de las diferentes formulaciones de NPs en células 

dendríticas de perros se realizaron estudios usando macrófagos 

de ratón. En este caso, las NPs fueron marcadas con rojo Nilo. 

Para interpretar estos resultados es importante mencionar que 

las NPs deben ser captadas endocitadas y biodegradadas por los 

macrófagos. Las NPs no degradadas se observarán de color rojo 

porque no hay degradación en el fagolisosoma. La viabilidad de 

los macrófagos murinos se determinó previamente por el método 

de MTT obteniendo una viabilidad superior a 90% en una 

concentración de 100 µl de la formulación de NP-MPLA sin 

antígeno.  

 Los resultados obtenidos indican que las NPs fueron 

internalizadas rápidamente por los macrófagos habiéndose 

observado NPs dentro de los macrófagos a las 2 h de incubación 

(Fig. 17). 

Es interesante destacar el efecto que produce la inclusión 

del MPLA en la formulación de las NPs a las 24 h de incubación. 

Como puede observarse en la figura, se detecta una drástica 

disminución de la coloración rojiza dentro de los macrófagos 
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cuando se incluyó este compuesto. Por otro lado, los macrófagos 

incubados con NPs formuladas con CS presentan acúmulos de 

material teñido con Rojo Nilo indicando una menor 

biodegradación. Finalmente, en los macrófagos enfrentados a 

las NPs con MPLA y CS (CS-MPLA-NP) se observó una coloración 

rojiza leve sugiriendo la presencia de mayor número de NPs sin 

biodegradar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Internalización de las NPs por macrófagos: Imágenes de 

microscopía confocal de macrófagos de ratón J774 después de 2 y 24 horas 

de incubación con NPs marcadas con Rojo Nilo. NP: NPs blanco; CS-NP: NPs-

Chitosan; MPLA-NP: NPs-MPLA; CS-MPLA-NP: NPs-CS-MPLA. 

 

8.2) Purificación de células dendríticas (cMoDCs) obtenidas 

de células mononucleares de perro. 

Se emplearon dos métodos de purificación de cMoDCs, el 

método de purificación por partículas magnéticas con el 

anticuerpo anti-CD14, y el de adherencia. En una primera etapa 

se realizaron estudios morfológicos y de calidad de la 

purificación mediante tinción de May Grunwal Giemnsa (MGG) y 

por citometría de flujo respectivamente, para comparar los dos 

2 h 

 

 

 

24 h 
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métodos de purificación utilizados. Los resultados mostraron 

que morfológicamente no hay importantes diferencias entre ambos 

métodos, observándose diferencias en la pureza del tipo celular 

obtenido. 

Aplicando el método de adherencia, los cambios 

morfológicos observados después de la tinción de MGG entre 

células adherentes en el día 1 y cMoDCs en el día 6 como se 

observa en la figura 18A parte izquierda. En el día 1, las 

células adherentes PBMC, son pequeñas y redondas, con un núcleo 

ovoide o en forma de riñón y un citoplasma expandido moderado. 

Después de 6 días de cultivo con cGM-CSF y cIl-4 (MoCDs – día 

6), los cMoDC "adherentes" son más grandes y muestran un 

citoplasma más expandido con proyecciones citoplasmáticas 

delgadas (dendritas) que irradian desde la superficie. En los 

perfiles de citometría de flujo, las células PBMC en el canal 

de monocitos en el día 0 aparecen con tamaño pequeño (FSC) y 

granulometría (SSC) mientras que en el día 6 observamos un 

fuerte aumento de ambos parámetros, confirmando los cambios 

morfológicos (Fig. 18B parte izquierda). Este protocolo permite 

obtener en el día 6, 1x106 cMoDC "adherentes" por cada 25×106 

PBMC en el día 0. La eficacia relativa de purificación 

partiendo del PBMC es aproximadamente 4%. Sin embargo, también 

se observó un número significativo de otros tipos de células, 

tales como linfocitos, células polimorfonucleares o plaquetas 

en el cultivo en el día 6. 

Usando el método de selección con partículas magnéticas 

con el anticuerpo anti-CD14 (protocolo anti-CD14, Fig. 18), se 

observaron cambios morfológicos similares entre las PBMC 

seleccionadas con CD14 en el día 1 y las cMoDCs seleccionadas 

en el día 6 (Fig. 18A, parte derecha). En el día 0, las células 

CD14 + son pequeñas, redondas con núcleo ovoide o en forma de 
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riñón y citoplasma expandido moderado, similares a las células 

obtenidas por el protocolo de adherencia en el día 1 del método 

anterior (Fig. 18). En el día 6, las células son más grandes y 

muestran numerosas proyecciones citoplásmicas delgadas (Fig 

18A parte izquierda). Estos resultados se confirmaron mediante 

citometría de flujo (figura 18 B parte izquierda). El protocolo 

MACS permite obtener 5x105 células CD14+ al día 0 partiendo de 

25 × 106 PBMC, y un total de 1x105 de cMoDC en el día 6. Por lo 

tanto, la eficacia relativa de obtención de número de PBMC 

iniciales es < 0,4%. Por otro lado, siguiendo el método de 

adherencia, se obtienen al día 6, 1 x106, pero con una eficiencia 

relativa del 4%. Sin embargo, estas células están contaminadas 

con linfocitos, plaquetas y polimorfonucleares. Si comparamos 

los dos protocolos, la pureza de las cMoDCs obtenidos con anti-

CD14 fue superior al 90%, lo cual nos permite trabajar con 

células dendríticas casi puras, aunque su número sea menor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5m 5m 10m 

Células adherentes día 1          cMoCDs día 6                       células CD14+ día 0      CD14+ MoCDs día 6  

PROTOCOLO DE ADHERENCIA PROTOCOLO DE ANTI-CD14  

Figura 18. Caracterización de cMoDcs. A) Cambios morfológicos observados 

observados por microscopía óptica con la tinción de May Grunwald Giemsa 

de células obtenidas por los métodos de adherencia y de selección por 

CD14+. B) Perfiles de citometría de flujo de células obtenidas por los 

métodos de adherencia y de selección por CD14+.Círculo rojo punteado 

indica las células purificadas por cada protocolo. 
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8.3 Efecto de las NPs funcionalizadas con MPLA sobre la 

viabilidad y activación de las cMoDCs 

De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 19, 

las formulaciones de nanopartículas con o sin MPLA no tienen 

efecto citotóxico sobre cMoDCs "adherentes"; la viabilidad 

celular fue superior al 90% en todos los casos. Las cantidades 

de MPLA no tuvieron ningún efecto significativo sobre la 

viabilidad celular. Se observó una disminución de la viabilidad 

celular de 86% con MPLA 0,2% (Fig. 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se estudió la expresión de los marcadores de activación 

de las cMoDCs seleccionadas por anti-CD14, en el día 7 de 

cultivo luego de 24 h de contacto con diferentes NPs. Los 

resultados en la tabla 5 muestran que 24 h después de 

incubación, la expresión de MHC-II, CD80, CD86 y CD40 aumenta 

claramente en la estimulación con LPS (control positivo) en 

comparación con el control negativo. Cuando comparamos las 

Figure 19. Viabilidad de cMoCDs de perro. Perfiles de citometría de flujo de 

viabiliadad obtenidos luego del teñido con Annexina V e Yoduro de Propidio 

de células cMoDCs luego de 48 h de incubación con NPs con diferentes 

cantidades de MPLA. La Annexina V está en el canal FL1-A y el yoduro de 

propidio en el FL2-A. 

        NP- blanco                 NP-MPLA 0,025%         NP-MPLA 0.05%            NP-MPLA 0,1%        NP-MPLA 0.2% 

95% de viabilidad           90% de viabilidad        91% de viabilidad        90% de viabilidad      86% de viabilidad 
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diferentes concentraciones de MPLA en las NPs vemos que todas 

las concentraciones observadas en la tabla 5 nos muestran un 

aumento de MHC-II. CD80 y CD40 al igual que el control positivo 

(LPS), pero que la única formulación que nos muestra un aumento 

claro de CD86 comparado a la estimulación con LPS son las NPs-

MPLA 0.025. Consideramos que ésta concentración es adecuada y 

el marcador de activación para nuestro modelo de CDs es CD86. 

Estos experimentos nos permiten concluir que las NPs con MPLA 

a una concentración de 0.025% son las más apropiadas para el 

desarrollo de una nanovacuna debido a que inducen una mayor 

activación de las cMoDCs. 

Esta formulación con 0.025% de MPLA se empleó en 

experimentos posteriores para ver su efecto en la activación 

de células dendríticas. 

 

 

 

Tabla 5. Porcentaje de células positivas para CD80, MHC II, CD40 y CD86 

24 horas después del contacto con PBS (control negativo), LPS y NPs-MPLA. 

 

8.4. Evaluación de la internalización de NPs en cMoDCs. 

Para evaluar la internalización de las diferentes 

formulaciones en las cMoDCs, las NPs se marcaron con óxido de 

hierro, que se puede visualizar mediante tinción de Perls que 

colorea de azul las NPs. Después de 2 h de incubación, los 

resultados mostraron que con NP-MPLA 0.1%, el hierro (tinción 

  PBS LPS 

NPs-MPLA 

0.025% 

NPs-MPLA 

0.05% 

NPs-MPLA 

0.1% 

NPs-MPLA 

0.2% 

CD80 91.5 95.1 94.5 94.2 95.5 88.8 

MHC II 90.5 95.5 94.5 93.9 96.6 94.4 

CD40 73.5 81 73.2 73.3 76.6 76.8 

CD86 42.5 70.3 64.1 54.6 44.9 43.1 
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azul) se observa principalmente en la superficie de las 

dendritas en forma de pequeños gránulos azules (aproximadamente 

0,2 μm de diámetro) con un tamaño compatible con el tamaño de 

las NPs formuladas (Fig. 20A1). El hierro parece estar presente 

en las NPs que se observan en la parte externa de las cMoDCs, 

que aún no están internalizados y degradados. Para las NP-

blanco, algunos de estos pequeños puntos azules se observan en 

el citoplasma (Fig.20B1). 

Después de 24 h de incubación, observamos en la condición 

NP-blanco, grandes acúmulos azules (alrededor de 1 a 2 μm de 

diámetro) en el citoplasma del 44% de las células contadas bajo 

microscopio óptico y pequeños acúmulos azules (alrededor de 

0,4 μm de diámetro) en el citoplasma del 7% de células (Fig. 

20B1), mientras que con las NP-MPLA se observan acúmulos azules 

grandes se observaron solo en el 5% de las células y pequeños 

acúmulos azules en el 41% de las células (Fig. 21B2-B3). Los 

gránulos son más grandes a las 2 h después del contacto, lo 

que sugiere una degradación de las NPs en las cMoDCs y una 

acumulación de hierro en las vacuolas endocíticas. El tamaño 

de los gránulos depende de la presencia o ausencia de MPLA. En 

el segundo experimento (optimización de la relación de carga 

de MPLA), los resultados mostraron que la cantidad de 

acumulación de hierro en cMoDC es mayor 48 h después del 

contacto (Fig. 20C) que a las 24 h (Fig. 20B). Con MPLA 0.1% y 

0.2%, las células están completamente llenas de acúmulos azules 

muy grandes, a veces con expulsión extracitoplásmica de hierro. 

Después de la tinción de MGG las MoDCs son redondeadas, sin 

dendritas (Fig. 20D3-D4) se ven de color intenso y contienen 

numerosas vacuolas grandes (expresión de sufrimiento) con 

pérdida de la morfología típicas de las células dendríticas. 

Cuando se emplea MPLA 0.05% (Fig. 20C2) los acúmulos son 
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numerosos pero no llenan completamente las células y no son 

tan grandes, las dendritas son pequeñas pero aún son 

observables sus características morfológicas típicas, las 

células son ligeramente redondeadas pero no expresan un estado 

de sufrimiento marcado (Fig. 20D2). Menor concentración de MPLA 

(0.025%) da lugar a numerosos grupos azules pequeños e 

intermedios en el citoplasma de las células con dendritas 

largas y un aspecto morfológico normal (Fig. 20C1-D1), 

conservando la morfología típica de las células dendríticas. 

Estos resultados indican que la concentración de MPLA 0.025% 

es la más apropiada para el desarrollo de la nanovacuna. 
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Figura 20: (A - C):  cMoDCs con coloración de Perls. (D) cMoDCs teñidas con MGG.  A) luego de 2 hs de incubación  con:  
25µg/ml de NPs-MPLA (A1)  o  NPs blanco (A2);    B) luego de 24 hs de incubación con: NPs-blanco (B1), NPs-MPLA 0.1% 
(B2), o NPs-MPLA 0.025% (B3);  C) luego de 48 hs de incubación con: NPs-MPLA 0.025% (C1,) NPs-MPLA 0.05% (C2), 
NPs-MPLA 0.1%(C3) NPs-MPLA 0.2% (C4); (D) Luego de 48hs de incubación con : NPs-MPLA 0.025% (D1), NPs-MPLA 

0.05% (D2), NPs-MPLA 0.1% (D3), NPs-MPLA 0.2% (D4).              Grano azul  en contacto (0,2m);              grano  

internalizado ( 0,2m);                  acúmulos de 1-2 m,                     acúmulos de 0,4m.  
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8.5) Evaluación de la activación de las cMoDCs purificadas 

por MACS. 

8.5.1. Estudio de marcadores celulares de activación 

El análisis citométrico mostró que la mayoría de las PBMC 

sanguíneas, (alrededor del 60-70%) de las células expresan 

espontáneamente CD14, CD80, MHC II y CD40 a un alto nivel, pero 

no expresan CD86 (Fig. 21A). Después de la selección, una gran 

mayoría de las células CD14+ (más del 90%) expresan esos 

marcadores con la misma intensidad. Sorprendentemente, 

alrededor del 30% de estas células también expresan CD86 (Fig. 

20B), lo que sugiere que el proceso de selección positiva con 

la fijación del anticuerpo a anti-CD14 induce la activación 

celular. Este resultado se debe a que la proteína CD14 es, 

junto con TLR4, un receptor de LPS. Después de la 

diferenciación de cMoDCs (día 6), la expresión de CD14, CD80, 

MHC II y CD40 permanece positiva y alta para una gran mayoría 

de células (superior al 90%), mientras que la expresión de CD86 

disminuye significativamente, lo que sugiere un retorno a 

estado estacionario o la muerte de células activadas con CD86 

(Fig. 21C). Cuando las células se incubaron 24 h con LPS, la 

expresión de CD86 se detectó en aproximadamente el 75% de las 

células (Fig. 21E) mientras que en células no estimuladas 

(condición de PBS) un 8% de éstas expresaron CD86 (Fig.21D). 

Además, la expresión de CD80, MHC II y CD40 fue muy similar en 

porcentaje de células positivas a las observadas con PBS, se 

detectó un aumento de IFC (intensidad de fluorescencia celular) 

para todos estos marcadores. De hecho, entre las 2 condiciones 

(PBS versus LPS), la IFC aumenta 1.2 veces para CD80, 1.8 veces 

para MHC II y 1.7 veces para CD40. Estos resultados sugieren 

fuertemente que el LPS induce la activación y maduración de 

las cMoDCs como presentadoras de antígenos, razón por la que 
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pueden usarse como control positivo. Además, la expresión CD86 

es, en nuestro modelo, el marcador más confiable para mostrar 

evidencia de activación de cMoDCs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.5.2) Determinación del grado de activación de las cMoDCs 

por diferentes formulaciones  

Se realizó el estudio inmunofenotípico de las cMoDCs 

seleccionadas con anti-CD14 luego de 24 horas de incubación 

con las formulaciones NP-EgTrp, NP-EgTrp-MPLA, NP-MPLA y NP-

blanco. 

Figura 21. Activación de células dendríticas de cMoDCs . Perfiles de citometría de flujo de la expresión de CD14, 
CD80, CD86, MHC II y CD40 obtenidas de (A) PBMC, (B) células seleccionadas CD14+ al día 0, (C)  cMoDCs al día 6 
(D) cMoDCs 24 horas después de  incubación con PBS ( control negativo) o (E) LPS (control positivo). 
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Los análisis citométricos se muestran en la figura 22. La 

expresión de CD80 fue bastante similar tanto en porcentaje de 

células positivas como en intensidad de fluorescencia (IFC) 

después de la incubación con todas las formulaciones, y no fue 

significativamente diferente a la de las células no estimuladas 

(condición de PBS). De hecho, los porcentajes de células 

positivas fueron aproximadamente 92% para PBS, 93% para LPS y 

rango entre 93% y 97% para todas las formulaciones. El aumento 

del doble de IFC en comparación con PBS también fue muy similar 

y oscila entre 1.2 y 1.4 veces para todas las condiciones 

evaluadas, incluido el LPS. 

En el caso de MHC II y CD40, 3 ensayos compartieron 

resultados muy similares y uno de ellos tuvo porcentajes de 

células positivas alrededor de 20% debajo de los demás. Sin 

embargo, el desafío con las diferentes formulaciones da 

resultados similares. Para MHC II, los porcentajes de células 

positivas fueron de aproximadamente 87% para PBS y oscilan 

entre 90 y 98% para todo el resto de las condiciones probadas. 

También se observó un pequeño aumento de la IFC en comparación 

con el control negativo (entre 1.1 y 1.5 veces). 

Se obtuvo una evolución similar con el marcador CD40. La 

única diferencia es una clara disminución de la expresión con 

la condición de rEgTrp solo en comparación con PBS y todas las 

demás condiciones tanto en términos de porcentajes de células 

positivas como de aumento de IFC. Para CD86, se observó un 

aumento significativo después de un desafío con todas las 

formulaciones en comparación con PBS. De hecho, el porcentaje 

de células positivas fue de aproximadamente el 15% con PBS y 

entre el 34% y el 52% para todas las condiciones analizadas, 

incluido el LPS. Con respecto a la IFC, se observó un aumento 
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entre 1.4 y 3 veces para todas las formulaciones en comparación 

con PBS. 

Comparando todos los ensayos, NP-blanco y NP-EgTrp dieron 

resultados muy similares, mientras que la expresión de todos 

los marcadores de activación aumentó en presencia de MPLA. La 

formulación completa (NP-EgTrp-MPLA) proporciona el mejor 

resultado en comparación con todas las formulaciones probadas. 

Se observó un aumento en la expresión de CD86 tanto en 

términos de porcentaje de células positivas como de IFC después 

de la incubación con LPS y NP-MPLA.  
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A 

B 

Figura 22. Activación de células MoDCs en presencia de las distintas 

formulaciones. A)  Porcentajes de células positivas y B) incremento de 

intensidad de fluorescencia (IFC) comparado con PBS, para la expresión 

de CD80, CD86, MHC II and CD40. PBS como control negativo y LPS como 

control positivo. Se muestran cuatro ensayos. 
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8.6) Estudios clínicos de inmnunogenicidad de las diferentes 

vacunas nanos formuladas.  

En una primera etapa, para conocer el status 

parasitológico de los perros, se realizó un estudio de base 

antes de iniciar los experimentos, con bromhidrato de arecolina 

y al finalizar el experimento por medio de necropsia. Este 

estudio, con 4 perros por grupo, mostró que el parásito más 

frecuente encontrado fue Toxocara canis, seguido de 

Mesocestoides  sp y Uncinaria stenocephala. El único grupo de 

animales que no tenían parásitos al momento del estudio fue el 

grupo control (NP-blanco) (ver tabla 6).  

 

Formulaciones Parásitos encontrados al 
inicio del experimento 

Parásitos encontrados al 
final del experimento 

 

NP-blanco Ninguno Ninguno 

NP-EgTrp Toxocara canis 
Mesocestoides sp. 

Uncinaria stenocephala 

NP-EgTrp-MPLA 
 

Toxocara canis Toxocara canis 

NP-EgTrp-MPLA 
 

Toxocara canis Ninguno 

 

Tabla 6. Parásitos encontrados en los perros al comienzo y final del 

experimento 

 

 Posteriormente, se determinaron los niveles de 

anticuerpos generados contra EgTrp en, saliva, heces y suero. 

En la figura 23 se muestran los precedimientos seguidos para 

la extracción de las muestras. 
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Los animales dosificados con NP-blanco en el tiempo 0 

dieron una respuesta positiva a IgA en suero, indicando que en 

los animales hay IgA sistémica contra la EgTrp. Sin embargo, 

se observa un aumento de IgA en heces producida por la NP-EgTrp 

a lo largo del experimento (Fig. 24A). Con respecto a los 

niveles de IgE en sangre (Fig. 24D) no se observa un aumento 

claro de los anticuerpos específicos contra EgTrp desde que 

los niveles de anticuerpos de los animales controles negativos 

aumentaron. 

A B 

C D 

Figura 23. Procedimientos de extracción de saliva y muestra de 

los animales. A-B) nanovacuna en forma de cápsula de color 

amarillo que con NPs liofilizadas en su interior; C-D) planilla 

y tubos para la extracción de sangre y extracción de saliva 
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Figura 24.  Estudios de inmunogenicidad en perros vacunados con NPs. A) 

IgA en suero; B) IgA en saliva; C) IgA en heces; D) IgE en suero. En 

ordenadas: tiempos 0, 7, 14,21 luego de la vacunación con las NPs; en 

abcisas: niveles de anticuerpos. 

 

Cuando analizamos los niveles de IgG1 e IgG2 observamos 

un predominio en la concentración del sub-isotipo IgG2 sobre 

el IgG1 (Fig. 25). Sin embargo llama la atención que el control 

negativo de NPs sin antígeno produzca un incremento de los 

niveles de anticuerpos. 

 

 

 

 

 

NP-blanco 

NP-EgTrp 

NP-EgTrp-MPLA 

NP-EgTrp-MPLA-CS 

IgG1 día 0 IgG1 día 21 IgG2 día 0 IgG2 día 21 

Figura 25: Niveles de anticuerpos IgG1 e IgG2 al día 0 y 21 del 

experimento. 
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En suma, el análisis de los niveles de los diferentes 

isotipos de anticuerpos mostraron un incremento que no es 

uniformes en los diferentes isotipos siendo claro el aumento 

de IgA en heces producida por las nanopartículas NP-EgTrp, y 

en saliva con NP-EgTrp-MPLA 

Es interesante y promisorio el aumento observado de los 

niveles de IgA en heces y saliva de los animales vacunados. 

 

8.7) Estudio clínico piloto de vacunación y desafío. 

Este ensayo piloto de vacunación y desafío con 4 perros, 

mostró una reducción del número de tenias de E. granulosus en 

los animales vacunados comparados con el control (figura 26). 

El porcentaje de reducción del número de parásitos en los 

animales vacunados comparados con el control fue de 94.5% 

(tabla 7). Estos resultados son prometedores debido a que el 

número de tenias establecidas en el intestino de los animales 

vacunados fue de un 5% indicando que la vacuna tiene un efecto 

importante en la reducción de la infestación con E. granulosus 

(Fig. 27).  
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Tabla 7.  Ensayo de vacunación en perros. Porcentaje de expulsión de E. 

granulosus en animales vacunados 

 

Los intestinos de los perros vacunados mostraron una 

hemorragia intensa en la parte anterior del duodeno y las 

placas de Peyer hipertrofiadas sugiriendo una estimulación de 

la inmunidad comparada con el control no vacunado, no 

observándose la presencia de parásitos macroscopicamente (Fig. 

27). En los intestinos de los perros no vacunados, se observa 

Animales Número de 

animales  

Número de 

tenias 

 Tenias en 

el intestino 

(%) 

Tenia 

expulsadas 

(%) 

Control  2 104130 100  0 

Vacunados 2 5740 5.5 94,5 

 

Vacunados Controles 

N
ú
m
e
r
o
 
d
e
 
t
e
n
i
a
s

 

Figura 26. Ensayo de vacunación en perros. Número 

de tenias de E. granulosus obtenidas por autopsia 

de animales vacunados con NP-EgTrp 
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una leve inflamación y alto número de tenias fijadas a la 

mucosa en la primera porción del intestino delgado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Observación macroscópica de los intestinos. 

A) perros no vacunados; B) perros vacunados.  

A B 
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DISCUSIÓN 

1) FORMULACIÓN Y CARACTERIZACIÓN 

 Los sistemas de “delivery” aplicados a las vacunas via 

oral de mucosas están dirigidos a proteger los antígenos 

durante el pasaje gastrointestinal conservando la integridad e 

inmunogenicidad de los antígenos. El uso de adyuvantes que 

permiten el direccionamiento a células específicas del sistema 

inmune tales como las células dendríticas, también mejora la 

respuesta inmunológica específica. En la pasada década, el uso 

de nanopartículas como sistema de "delivery" de vacunas se ha 

incrementado exponencialmente (Mora Huertas et al., 2010; Zhao  

et al., 2014). 

 El objetivo principal de este trabajo fue el desarrollo 

de una nanovacuna oral contra el platelminto parásito E. 

granulosus para proteger a los cánidos de la Echinococcocis y 

a los humanos de la Hidatidosis.  

 En una primera etapa, desarrollamos un sistema de 

“delivery” de antígenos usando NPs de polímeros biodegradables 

con el objetivo principal de proteger a los antígenos durante 

el pasaje por el tracto gastrointestinal y activar el sistema 

inmune de la mucosa intestinal. Los antígenos seleccionados 

fueron dos proteínas musculares recombinantes de E. granulosus, 

EgTrp y EgA31, debido a que en un trabajo piloto previo, usando 

ambas proteínas y Salmonella enterica serovar thyfimurium como 

sistema de “delivery” se obtuvieron niveles de protección por 

encima del 80% en perros desafiados con protoescólices (Petavy  

et al.,2008).  
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 En este contexto, al considerar el desarrollo de un nuevo 

sistema de “delivery” para una vacuna oral, decidimos 

desarrollar una nueva vacuna encapsulando los antígenos 

mencionados en nanopartículas poliméricas (nanovacuna). 

 Para el desarrollo de esta nanovacuna usando 

nanopartículas, nos propusimos formular NPs seguras, 

biodegradables y fácilmente administrables a los perros, con 

condiciones de tamaño y carga iónica que brindaran una buena 

interacción con el mucus intestinal y las células dendríticas, 

que protegieran al antígeno manteniendo su inumnogenicidad y 

que fueran capaces de activar las células dendríticas para 

desarrollar una buena respuesta adaptativa protectiva. 

 Las nanovacunas en base a nanopartículas prometen ser muy 

útiles ya que tienen fuertes ventajas como la protección del 

antígeno durante el pasaje gastrointestinal, el “delivery” del 

antígeno y la estimulación del sistema inmune, todas ventajas 

ampliamente reportadas en la bibliografía (Mora-Huertas  et 

al., 2010; Fichter  et al 2015; Kaur  et al., 2017). Un índice 

de su valor es el gran aumento en las publicaciones científicas 

referentes a la utilización de nanopartículas en el desarrollo 

de vacunas demostrando el interés de esta tecnología (Zhao  et 

al., 2014). 

 El tamaño y la carga de la superficie de las NP es un 

parámetro importante a considerar en el diseño de estos 

sistemas. El tamaño de las NPs tienen una impacto directo sobre 

el desarrollo de respuesta inmune (Stano  et al., 2012).  

 En este contexto, hemos desarrollado NPs con un tamaño 

entre 200 y 300 nm teniendo en cuenta que las células M 

internalizan bien partículas de menos de 1 µm como fue 

demostrado para la captura de NPs-PLGA por las placas de Peyer 
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murinas (Shakweh  et al., 2005). Por otro lado, NPs con un 

tamaño de alrededor de 200 nm indujeron una buena respuesta de 

células CD4+ en modelos murinos y desarrollaron una buena 

respuesta a nivel de mucosa nasal y pulmonar, mientras NPs más 

grandes y más chicas no lo hicieron (Stano  et al., 2012). 

Hasta el momento no se han reportado estudios de interacción 

de NPs biodegradables con el sistema inmune de mucosas en 

caninos. 

 Para el desarrollo de las NPs utilizamos el ácido 

poliláctico (D-L) (PLA), aprobado por la FDA para su uso en 

nanopartículas biodegradables (Zhao  et al., 2014). Este 

polímero fue previamente empleado en nanopartículas mostrando 

interesantes propiedades fisicoquímicas para interactuar con 

células presentadoras de antígenos (Tyler et al., 2016). 

 Por otro lado, incorporamos el MPLA como adyuvante y 

activador de células dendríticas, un potente ligando del 

receptor tipo Toll 4 (TLR-4) presente en estas células 

(Steinhagen  et al., 2010, Venezia et al., 2017). Esta molécula 

ha sido aprobada por la FDA (USA) para ser usada en las vacunas 

comerciales contra el virus HBV de la hepatitis B (Fendrix) y 

HPV del papiloma humano (Cervarix, de Glaxo Smith Kline y 

Vervarix de Merck) (Tritto  et al., 2009; Mbow  et al., 2010; 

O`Hagan  et al., 2010). El MPLA se obtiene del LPS de las 

membranas de bacterias Gram - , pero es mil veces menos tóxico 

que el LPS natural (Johnson  et al., 2009). Datos recientes 

indican que la adición de un agonista de TLR4, el MPLA, 

adsorbido en alumbre, aumentó considerablemente la respuesta 

inmune de una vacuna contra el HPV (Gianinni  et al., 2006). 

En la formulación de las NPs, nosotros utilizamos el MPLA sin 

sales de aluminio. Las sales de aluminio son adyuvantes con 

potente estimulación de la respuesta humoral del tipo Th2 
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mediante la inducción de producción de IL4 y el bloqueo de la 

respuesta celulare Th1 mediante secreción de IL10 (Tritama  et 

al., 2018; Oleszycka  et al., 2018) 

 Teniendo en cuenta que la respuesta inmune protectora 

contra parásitos luminales está asociada a respuestas Th2 de 

anticuerpos, con predominio de IgE sería interesante agregarle 

sales de aluminio a las NPs en futuras investigaciones. 

 La eficacia del MPLA cuando es incluido en un sistema de 

nanopartículas poliméricas ha sido demostrada en modelos in 

vitro e in vivo, particularmente en vacunación oral de mucosas 

(Sarti  et al., 2011; Elamanchili  et al., 2007) [23,24].  

Además, los efectos del MPLA asociado a NPs en la activación 

de macrófagos caninos han sido descriptos (Guldner  et al., 

2016).  

 Hemos demostrado en este trabajo que el MPLA en una 

concentración de 0.025% no daña a los macrófagos murinos ni a 

las células dendríticas derivadas de monocitos caninos 

(cMoDCs). La inclusión del MPLA en la NPs, no alteró ni el 

porcentaje de encapsulación de los antígenos, ni la integridad 

e inmunogenicidad de los mismos. Tampoco se observó que hubiera 

cambios en el tamaño y potencial Zeta de las NPs comparado con 

las NPs sin MPLA. Finalmente nuestros resultados demuestran 

que el MPLA no interfiere con los métodos de conservación 

desarrollados. 

 Un factor fundamental en el desarrollo de este tipo de 

vacunas es asegurar la entrega eficiente del antígeno a las 

células inmunes de la mucosa del dudodeno y yeyuno del perro 

en los que el pH es mayor a 5.5 independientemente de la dieta 

ingerida (Grayzel y Miller, 1928; HogenEsch, Felsburg 1992). 

El sistema de “delivery” de antígenos debería ser sensible al 
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pH intestinal de manera tal de que la cápsula que recubre las 

NPs las libere en la primera porción del duodeno, para ser 

internalizadas por las células M de la mucosa intestinal y 

luego por las células dendríticas (des Rieux  et al., 2009). 

Nuestros resultados demostraron que el recubrimiento de las 

NPs formuladas y recubiertas con EUDRAGIT- L100 luego de 

sometidas a un pH de 6.8 no alteró el tamaño de las NPs ni la 

integridad de los antígenos con un alto porcentaje de 

conservación de los antígenos encapsulados. 

 La eficacia en la conservación de los antígenos con las 

NPs-PLA, que hemos obtenido, frente a las condiciones “in 

vitro” del aparato gastrointestinal, está en concordancia con 

la protección obtenida para la insulina usando como polímero 

PLGA, sistema que mostró más del 60% de conservación de la 

insulina luego de aplicar condiciones de incubación similares 

a las que empleamos en este trabajo (Jain  et al., 2012). 

 El epitelio intestinal es una barrera importante en el 

pasaje de las NPs a la lámina propia y al tejido linfoide de 

las mucosas (Devriendt  et al., 2012). Este hecho, además del 

tránsito gastrointestinal, produciría una disminución 

importante en la eficacia de las vacunas de mucosas.   Dado 

que el mucus intestinal tiene carga global negativa, para 

aumentar la mucoadhesividad de nuestro sistema de NPs, 

funcionalizamos las NPs con CS, cargando las NPs positivamente 

para aumentar la adhesividad a la mucosa intestinal, no solo a 

las células M, sino a todo el epitelio intestinal (Barbate  et 

al., 2013; Devriendt  et al., 2012). El CS es un polisacárido 

catiónico natural que se obtiene por medio de la desacetilación 

de la quitina, y ha sido ampliamente estudiado para ser 

aplicado en vacunas de mucosas (Xia  et al., 2015). Se ha 

reportado que el CS no sólo aumenta la adhesión de NPs al 
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epitelio intestinal, sino que también favorece la apertura de 

las  “tight junctions” de la barrera epitelial intestinal 

permitiendo el transporte paracelular lo que aumenta la entrega 

del antígeno a la células dendríticas (Primard  et al., 2010; 

Sonaje  et al., 2012). En el presente trabajo, el recubrimiento 

con CS fue optimizado para obtener NPs con carga positiva 

asegurando las interacciones electrostáticas de las NP-CS con 

el mucus, favoreciendo la mucoadhesividad en el duodeno. Esta 

porción del intestino del perro es la que recibe la carga 

parasitaria total del quiste ingerido por el perro. Es por ello 

que la estimulación de la inmunidad contra este parásito en el 

intestino delgado es una buena estrategia para desarrollar una 

vacuna eficiente contra E. granulosus. La caracterización de 

las NP luego del recubrimiento con CS mediante el sistema de 

análisis empleado (Zetasizer) confirmó que las NPs presentaban 

una carga positiva indicando la incorporación de las CS a las 

NPs formuladas. Estos resultados son comparables a los 

obtenidos por otros autores (Gupta et al., 2011; Li  et al., 

2012; Barhate  et al., 2013), pero siguiendo otra metodología 

desarrollada en ésta tesis. Siguiendo la metodología empleada 

por éstos autores, obtuvimos una pérdida de más de un 90% en 

la eficiencia de encapsulación comparada con la formulación 

sin CS (resultados no mostrados) por lo que buscamos de un 

método alternativo descripto en materiales y métodos. Mientras 

los arriba mencionados autores incorporaban el CS durante la 

formulación, disolviéndolo en la solución de PVA nosotros 

incorporamos el CS luego de obtenida la NPs. Las pruebas “in 

vitro” realizadas en éste trabajo a diferentes pH nos mostraron 

que el comportamiento del CS fue similar. 

 El tamaño de las NPs luego de agregar el CS aumentó 

superando los 300 nm con un potencial Zeta positivo mayor a 30 
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mv y una superficie uniforme. Estos resultados están en 

concordancia con Li y col. (2012) que habiendo incluido CS a 

nanopartículas formuladas con PLA por otra metodología 

obtuvieron NPs con un potencial Zeta de 36 a 43 Mv y un tamaño 

de 133 nm a 352 nm, pero con una superficie de NPs menos 

uniforme y más rugosa. Nuestros resultados además, están en 

concordancia con las observaciones obtenidas usando NPs-PLGA 

recubiertas con CS para el delivery intranasal de la toxina 

del tétanos en dónde la incorporación de CS no alteró la 

eficiencia de encapsulación, la integridad ni la 

inmunogenicidad del antígeno (Vila  et al., 2002; Ghalavand  

et al., 2018). Nuestros experimentos al igual que los 

desarrollados por Ghalavand y col. (2018) mostraron que el CS 

no altera la E/E, integridad, ni la inmunogenicidad del 

antígeno.  Por otro lado se ha reportado el uso de CS como 

adyuvante para vacunación subcutánea en ovejas contra E. 

granulosus usando el antígeno EG95 (Umair  et al., 2017). Los 

resultados obtenidos por estos investigadores mostraron que en 

la inoculación subcutánea el CS tenía un efecto adyuvante 

importante potenciando la respuesta inmune dependiente de 

anticuerpos. Hasta el momento no se han reportado vacunas 

orales para ser usadas en caninos usando CS en su composición. 

Estos resultados apoyan que la incorporación de CS a las NPs 

es una estrategia muy prometedora para el desarrollo de vacunas 

orales. 

 El empleo de cultivos de macrófagos murinos J774 y células 

dendríticas de perro derivadas de monocitos sanguíneos, nos 

permitió estudiar el efecto del MPLA y el CS sobre la 

internalización de las NPs. Ninguno de los dos adyuvantes 

tienen un efecto citopático ni en macrófagos ni en las cMoCDs, 

si bien el CS altera levemente la internalización de las NPs 
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en las células dendríticas de perros. A pesar de este último 

resultado, aún consideramos que la funcionalización con CS es 

una buena estrategia ya que su empleo favorece de todos modos 

la adherencia al mucus intestinal. De acuerdo a nuestros 

experimentos el CS no se elimina totalmente debido a las 

condiciones de pH intestinal asegurando la interacción NPs 

mucus intestinal.  

 La potenciación de la respuesta inmune de mucosa usando 

CS ha sido previamente demostrado en la generación NPs-PLGA-

Hepatitis B para administración intranasal (Pawar  et al., 

2013) y en vacunas experimentales usando antígenos de la 

membrana B de Brachyspira hyodysenteriae encapsulados en 

micropartículas de PLGA (Jian  et al., 2014) las cuales 

desarrollaron altos niveles séricos de IgG y IgA. 

 Para asegurar la estabilidad de la nanovacuna durante su 

almacenamiento las NPs fueron  liofilizadas con el agregado de 

un protector e incluidas en cápsulas para  facilitar la 

administración oral a los perros. Para producir las cápsulas, 

se utilizó el recubrimiento con Eudragit® L100-55. Este es un 

material soluble a un pH por encima de 5.5 pero resistente al 

pH gástrico como ha sido mostrado en nuestros ensayos in vitro 

y en concordancia con otros investigadores (Khan  et al., 1999; 

Xu  et al., 2018). Una aproximación similar se ha empleado para 

una vacuna oral experimental usando un antígeno recombinante 

de Helicobacter pylori. NPs-PGLA recubiertas con Hidroxipropil 

metilcelulosa ftalato, un polímero biodegradable sensible al 

pH, fueron empleadas para inmunizar ratones en forma oral con 

muy buenos resultados (Tan  et al., 2017). El uso de Eudragit® 

L100-55 para recubrir nanopartículas de CS fue utilizado para 

desarrollar un sistema que realizara el “delivery” de antígenos 

a nivel de placas de Peyer (Xu  et al., 2018). Estos autores 
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prepararon partículas de un tamaño de 558.2 ± 35.6 nm, con una 

eficiencia de encapsulación del 90.38% ± 9.12, buena 

estabilidad y gran resistencia a las degradación enzimática y 

ácida, produciendo altos niveles de IgG e IgA en un modelo in 

vivo usando ratas.  

 En esta primera etapa de nuestros experimentos diseñamos   

NPs de tamaño y carga adecuada, que presentaron gran eficiencia 

de encapsulación, conservaron la integridad e inmunogenicidad 

de los antígenos EgTrp y EgA31, así como una adecuada 

funcionalización con MPLA y CS que no altera las 

características mencionadas de las NPs y los antígenos. 

Demostramos también que el CS le confiera una carga positiva a 

las NPs y sobre todo que los antígenos están protegidos de las 

condiciones del estómago e intestino del perro. La 

caracterización de las NPs formuladas nos permitió demostrar 

que el sistema es adecuado para encapsular, conservar y 

proteger los antígenos. 

 Una vez formuladas las NPs iniciamos estudios de 

internalización e inmunogenicidad in vitro (activación de CDs) 

en cultivos de células dendríticas, y estudios de 

inmunogenicidad y eficacia in vivo en ensayos clínicos en 

perros. 

 

2) INTERNALIZACIÓN Y ACTIVACIÓN DE cMoDCs 

 Para desarrollar una respuesta inmune a nivel de mucosas 

mediante una vacuna suministrada vía oral debemos evitar el 

desarrollo de tolerancia inmunológica (Holmen y Cerkinsky, 

2005). Uno de los mecanismos del desarrollo de tolerancia es 

la generación de células T reguladoras (CD4+CD25+) que suprimen 

las respuestas inmune protectoras (Wu et al., 2003) La 
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activación y la expansión clonal de estas células T reguladoras 

depende de las células dendríticas. Para evitar el desarrollo 

de células T reguladoras que inhiban las respuestas inmunes 

protectivas como las inducidas por las vacunas, es necesario 

activar células dendríticas e incrementar la buena presentación 

de antígenos (Feller et al 2013). 

 En el desarrollo de estos sistemas, una buena comprensión 

de la interacción de las células dendríticas con las NPs es 

esencial en el desarrollo eficaz de nanovacunas (Zhao  et al., 

2010). A modo de ejemplo, se ha descrito que las 

características físicas de las NPs influyen sobre la captura 

por las células dendríticas y macrófagos activados y en la 

presentación de antígenos a las células T, por las vías de 

clase I (MHC I) o de clase II (MHC II) dependientes (Reddy et 

al., 2006).  

 Varios estudios han sido llevados a cabo in vitro para 

caracterizar la interacción de diferentes tipos de NPs con 

células dendríticas de ratón o humanas (Redy et al., 2006; Zhao 

et al., 2014). En contraste, pocos estudios se han realizado 

sobre células caninas, siendo mayoritarios aquellos que 

emplearon macrófagos (Derman et al., 2015; Guldner et al., 

2016). Según la bibliografía disponible es la primera vez que 

se demuestra la interacción de las células dendríticas caninas 

con NPs – PLA biodegradables y que se observa claramente la 

capacidad de activación de las CDs o inmunogénicidad in vitro 

de las NPs+PLA+MPLA.  

 Las DCs de perro al igual que las DCs humanas y de ratones 

pueden ser generadas in vitro a partir de monocitos sanguíneos 

(PBMC) luego de estimularlos con IL-4 y GM-CSF recombinantes. 

Para ello, los monocitos sanguíneos son aislados por 

centrifugación en gradiente de densidad, y purificados por su 
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habilidad de adherirse a los frascos plásticos de cultivo o 

por el uso de partículas magnéticas unidas a anticuerpos 

específicos para moléculas presentes en la superficie de los 

monocitos, usando el sistema MACS (magnetic microbead 

technology) (Qeska  et al., 2013). Estos dos métodos han sido 

empleados en este trabajo para generar células dendríticas 

derivadas de monocitos de perro (cMoCDs).  En ambos protocolos, 

a los 6 días de cultivo, las cMoDCs inmaduras mostraron 

prolongaciones celulares típicas de las CDs y un gran núcleo 

lobulado. Con respecto al inmunofenotipo, con los dos 

protocolos usados, las células obtenidas expresaron 

fuertemente CD14. Por otro lado, las células obtenidas por el 

método MACS (anti-CD14) mostraron una alta expresión de CD80 y 

CD40 y MHCII al final de la etapa de diferenciación.  

Nuestros resultados son consistentes con lo mostrado por 

otros autores en la literatura disponible. Se ha descrito que, 

en contraste con las cMoDCs humanas o de ratón, las células 

dendríticas de perro inmaduras mantienen la habilidad de 

expresar CD14 luego de la diferenciación (Bonnefont-Rebeix  et 

al., 2006; Gutzwiller  et al., 2010; Qeska  et al., 2013), 

mientras que las células maduras, luego de estimuladas con GM-

CSF e IL-4 expresan altos niveles de CD40, MCH II y CD80 (Ibisch  

et al., 2005; Gutzwiller  et al., 2010).  

Durante la etapa de selección de monocitos, observamos 

sorprendentemente que la selección por CD14 empleando la 

tecnología MACS, indujo la expresión de CD86 en las células 

positivas al día 0. Esta observación sugiere que el uso del 

anticuerpo primario anti-CD14 para marcar a los monocitos 

sanguíneos indujo una activación basal de los monocitos 

aislados evidenciado por la expresión de las moléculas co-

estimuladoras CD80 los cuales son marcadores de activación.  
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La activación de las células dendríticas responde a la 

interacción de sus receptores de superficie (TLRs) con sus 

ligandos y se caracteriza por la expresión de las moléculas 

co-estimuladoras CD80, CD86, CD40 y del complejo mayor de 

histocompatibilidad de tipo II (MHC-II) (Tizard, 2009). 

Nuestros resultados se explican desde que CD14 es un co-

receptor para LPS junto a TLR4. Durante el proceso de 

diferenciación, esta expresión decrece hasta alcanzar un nivel 

basal al día 6, momento en el cual se estimulan las cMoDCs por 

medio de LPS o NPs.  

Durante mucho tiempo se ha reportado que caracterizar 

específicamente la activación las células dendríticas caninas 

ha sido difícil. Varios autores reportaron que CD86 se expresa 

durante la diferenciación y que es un marcador confiable de la 

activación de las cMoDCs (Bonnefont-Rebeix  et al., 2006; 

Gutzwiller  et al., 2010; Qeska  et al., 2013).  

 Nuestros resultados indican que luego de las 24 h de 

incubación con el ligando del receptor TLR-4, LPS, se observa 

la expresión de CD86 en las cMoDCs y un aumento en la expresión 

de CD80, MCH II y CD40, de acuerdo con los resultados previos 

descritos en CDs humanas, de ratón y caninas (Qeska et al., 

2013). De esta manera decidimos usar en nuestros experimentos 

LPS como control positivo de activación y CD86 como marcador 

de activación de CDs. 

 Para estudiar el efecto del MPLA en la internalización 

del de las células cMoDCs, marcamos las NPs con  óxido de 

hierro. Los resultados obtenidos mostraron que las NPs son 

eficientemente internalizadas por las células caninas. El 

hierro se detectó en las células luego de las 2 h de contacto 

como pequeños gránulos 0,2 µm en la superficie de las células; 

la internalización se hizo evidente y masiva después de las 24 
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h de contacto y continuó hasta las 48 h. Luego de 24 h de 

contacto se observan acúmulos azules de hierro, grandes y 

pequeños, siendo mayor el número de células con acúmulos 

grandes cuando son incubadas con NPs-blanco y mayor el número 

de células con acúmulos pequeños en las incubadas con NP-MPLA. 

Estas diferencias sugieren que el MPLA induce una vía diferente 

de degradación. Por otro lado, la presencia de gránulos de 

mayor tamaño que aquellos observados a las 2 horas sugiere que 

las NPs probablemente fueron degradadas quedando el hierro 

secuestrado en las vesículas fagolisosómicas en dónde deberían 

degradarse las NPs.  

 Las partículas exógenas, moléculas o patógenos son 

adquiridos por las células por diferentes vías de endocitosis 

ya sea pinocitosis o fagocitosis. Las vías pinocíticas incluyen 

endocitosis mediada por caveolina (partículas entre 50-80 nm), 

mediada por clatrina (partículas menores a 150 nm), y 

macropinocitosis (0,5 a 5 micras). Las partículas mayores a 

500 nm son también internalizadas por fagocitosis (Khalil  et 

al.2006). Las células presentadoras de antígenos internalizan 

partículas de alrededor de 200 nanómetros vía pinocitosis, 

mientras que aquellas de 1 μm son capturadas vía 

macropinocitosis o fagocitosis (Zhao  et al., 2014; Derman  et 

al., 2015). 

 Las NPs desarrolladas en este trabajo tienen un tamaño de 

alrededor de 300 nm por lo que esperaríamos que el mecanismo 

de internalización sería de pinocitosis. Las NPs con un tamaño 

entre 20 y 200 nm son preferentemente internalizadas por las 

DCs mediante mecanimos de pinocitosis, mientras que los 

macrófagos emplean mecanismos de macropinocitosis y 

fagocitosis para la captura de partículas más grandes, entre 

05 y 5 micras (Xiang  et al., 2006). 
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 En el modelo celular A549, NPs-PLA son internalizadas por 

la vía de pinocitosis mediada por clatrina (Macedo da Luz, 

2017). Por otro lado Blander y Medzhitov (2004) demostraron 

que la activación y regulación de la fagocitosis es dependiente 

de múltiples pasos que incluyen internalización y maduración 

del fagolisosoma. Los mismos autores observaron dos modos de 

maduración del fagosolisosoma, constitutivo e inducible. Su 

principal diferencia dependía de la capacidad de la carga para 

activar la señalización via TLR.  Nuestros resultados indican 

que el MPLA estaría activando los mecanismos de pinocitosis 

evidenciado por la acumulación de hierro en partículas 

pequeñas. Las nanopartículas desarrolladas presentan un tamaño 

adecuado para la internalización por las cMoDCs. Foged y col. 

(2005) mostraron en DC humanas, empleando partículas 

fluorescentes, que el tamaño óptimo de partículas para una 

rápida y eficiente adquisición era menor a 500nm y que la 

internalización ocurría en una forma concentración-tiempo  

dependiente. Estos resultados fueron confirmados por 

Elamanchili y col. (2004) en macrófagos de ratón se 

internalizaban a las 2 h de contacto y a las 24 h se acumulaban 

en los lisosomas. Resultados similares se obtuvieron con 

macrófagos caninos y nanopartículas de PLGA (Derman  et al., 

2005). Estos autores demostraron que péptidos cargados en NP-

PLGA eran fagocitadas por macrófagos caninos duplicando la 

producción de óxido nítrico (NO) en contraste con el péptido 

libre, sugiriendo que el sistema NPs producía una activación 

de los mismos. Guldner y col. (2016) observaron que PLGA/OVA-

FITC se localizaba dentro del citoplasma de la mayoría de los 

macrófagos caninos 2 h después del contacto in vitro, y que la 

internalización continuaba hasta las 24hs. Estudios in vivo, 

mostraron que en ratones NPs-PLGA de alrededor 300 nm generaban 

una mejor maduración de las DC y una respuesta antigénica más 
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eficiente que las NPs-PLGA de un tamaño de alrededor de 1µm 

(Joshi et al., 2013; Xiang  et al., 2016). 

 El tamaño de las NPs que hemos desarrollado, de alrededor 

de 300nm, permitió una eficiente internalización por las 

células dendríticas de perros, lo cual ha sido demostrado por 

primera vez en el mundo. 

 El adjuvante es un factor que afecta la internalización y 

activación de las células presentadoras de antígenos (Oh  et 

al., 2014; Gutjahr  et al., 2016). Las NPs desarrolladas con 

el agregado de MPLA, produjeron una buena activación de las 

células dendríticas comparadas con las NPs sin MPLA. Estos 

resultados están de acuerdo con lo encontrado por otros autores 

(Elamanchili  et al., 2004). Estos autores observaron en un 

modelo murino que los marcadores de activación tenían mayor 

expresión cuando las NPs contenían MPLA. En el mismo modelo, 

Margaroni  y col. confirmaron el efecto adjuvante del MPLA en 

la co-encapsulación de NPs-PLGA con MPLA (Margaroni  et al., 

2016). La formulación completa empleada por ellos indujo una 

expresión más significativa de CD40, CD80, CD86 y MHC clase II 

en DCs de ratones, y una más eficiente producción de IL-12 y 

IL-10 que las NPs-PLGA sin MPLA. Además, esas DC promovieron 

la activación de células T y el desarrollo de una respuesta 

efectora (Margaroni  et al., 2016). Weilhammer  y colaboradores 

observaron que la conjugación de MPLA a nanoliproteína (NPL) 

aumentaba significativamente la expresión de moléculas co-

estimuladoras,  en células dendríticas y la producción de 

citoquinas (IL-6, TNF-α, MIP-1α y RANTES) comparada con la 

inyección de NLP sola (Weilhammer  et al., 2013). Sarti  et 

al., mostraron que la formulación completa  PLGA-MPLA-OVA 

inducía una respuesta IgG  mayor que la OVA en PBS o PLGA-OVA 

sin  MPLA. Más aún títulos significativamente altos de IgA se 
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generaban con la formulación completa, proporcionando la 

capacidad de inducir inmunidad de mucosas (Sarti  et al., 

2011).  

 Para optimizar la cantidad de MPLA a emplear en nuestros 

estudios y evitar el efecto tóxico del mismo, ensayamos 4 

concentraciones (0.2%, 0.1%, 0.05% y 0.025%). Cuando se 

incubaron durante 48 horas las cMoDCs con concentraciones de 

MPLA de 0.1% y 0.2%, se observó que las células estaban 

completamente llenas de óxido de hierro, a veces con gran 

exocitosis de hierro extra citoplasmático, sugiriendo 

sufrimiento o alteración celular. Las NPS que contenían 0.025% 

fueron bien internalizadas y no tuvieron impacto en la 

viabilidad de las células. Luego de 48 horas de incubación, 

las células tenían un aspecto morfológico compatible con 

células dendríticas saludables, sin alteraciones 

citoplasmáticas observables al microscopio que nos indicaran 

sufrimiento o daño celular, por lo cual seleccionamos esta 

concentración de 0.025% para seguir nuestros estudios.  La 

ausencia de efectos tóxicos en las células con concentraciones 

de MPLA empeladas (250 ng/ml para NPs y entre 62 ng/ml y 500 

ng/ml en el medio de cultivo coincide con la literatura 

(Nkabinde  et al., 2014; Macedo Da Luz  et al., 2017). Más aún, 

Ismaili y col. (2002) no encontraron efectos tóxicos en células 

dendríticas derivadas de monocitos humanos así como de células 

T de sangre periférica aún a 100 µg/ml de MPLA. Por otro lado, 

estudios realizados con células A549 mostraron que las 

concentraciones de NPs-PLA entre  2 y 200 μg/mL o 

concentraciones de NPs-PLGA entre  0.01 y 4 mg/mL  no tenían 

efecto sobre la viabilidad (Grabowski  et al., 2013; Macedo Da 

Luz  et al., 2017). Esta ausencia de toxicidad de NPs-PLGA fue 

confirmada por Nkabinde  et al usando células  Caco-2 y Hela 



119 

 

aún con concentraciones altas (5.8 mg/ml) (Nkabinde  et al., 

2014).   

 La formulación de NPs desarrolladas es la más adecuada 

para la internalización y activación de las CDs.  Es así que 

estudiamos también el efecto de las distintas formulaciones en 

la activación de las cMoDCs obtenidas por el sistema MACS 

evaluando la expresión de los marcadores CD40, CD80, CD86 y el 

complejo MHCII.  Analizamos por citometría de flujo la 

expresión de estas moléculas luego de 24 horas de incubación 

con las formulaciones NPs-blanco, NPs-MPLA, NPs-EgTrp, la 

formulación completa NPs-EgTrp-MPLA, el antígeno recombinante 

EgTrp y LPS como control positivo de activación celular. 

Nuestros resultados mostraron que la expresión de todos los 

marcadores excepto CD86, estaba aumentada en las células 

inmaduras antes del contacto. En el caso de CD86, se detectó 

una expresión alta después de la incubación con el control 

positivo LPS y con las formulaciones analizadas. En particular, 

el porcentaje de células positivas frente a NP-MLA y NPs-EgTrp-

MPLA fue levemente superior al control positivo. Asimismo, el 

incremento de fluorescencia de las células positivas fue 

notorio en presencia de la formulación completa sugiriendo una 

buena activación de las células. Por otro lado, el antígeno 

recombinante cuando fue aplicado solo no indujo la activación 

de CD86, sugiriendo que el antígeno recombinante EgTrp no es 

un buen activador de cMoDCs lo que hace evidente la necesidad 

del uso del sistema de “delivery” desarrollado, para ser 

suministrado como vacuna oral.  

  También en nuestros ensayos quedó demostrado que las 

NPs-blanco tienen un efecto adyuvante, lo que reafirma nuestra 

convicción de usar el polímero PLA para la formulación de las 

NPs. 
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 En nuestro modelo de DC “in vitro” determinamos que las 

NPs desarrolladas tenían capacidad para activar células 

dendríticas y que potencialmente podrían ser usadas en el 

desarrollo de vacunas en general y de vacunas contra el cestode 

Echinococcus granulosus en particular.  A pesar de que la 

vacunación oral tiene numerosas ventajas, la degradación de 

los antígenos vacunales, su baja captura por el tejido linfoide 

del tracto gastrointestinal y el desarrollo de tolerancia vía 

células dendríticas pueden ser una problema importante a 

resolver en esta nueva generación de vacunas (Mata-Haro  et 

al., 2007; Sarti  et al., 2011; Fichter  et al 2015). Hemos 

desarrollado nanopatículas que protegen a los antígenos y que 

tienen la capacidad de llegar al sistema inmune de la mucosa 

intestinal y activar el sistema inmune. Por eso en los próximos 

experimentos realizaremos estudios de inmungenicidad y de 

protección in vivo, en ensayos clínicos en perros. 

 

3) ESTUDIOS CLÍNICOS DE INMUNOGENICIDAD Y PROTECCIÓN 

 Los primeros estudios clínicos realizados en el marco de 

este trabajo, fueron estudios de inmunogenicidad de las 

diferentes formulaciones. Se vacunaron perros Beagle con una 

dosis de NPs vía oral sin desafiarlos con E. granulosus. 

Pretendimos, de esta forma, obtener información acerca de la 

capacidad de las NPs desarrolladas para activar el sistema 

inmune sistémico y de mucosas. Antes de realizar las 

vacunaciones se realizaron estudios parasitológicos a los 

animales. De acuerdo a los mismos se observó la presencia de 

parásitos antes y al final del experimento, (ver resultados). 

Considerando que en el día 0 observamos anticuerpos anti-

tropomiosina al igual que en el día 21, creemos que los 

resultados positivos encontrados, incluso en algunos controles 
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negativos, son debidos a la estimulación del sistema inmune 

por estos parásitos, teniendo en cuenta que todos los helmintos 

tienen en su soma parasitario proteínas musculares. Estas 

proteínas están asociadas al desarrollo de alergias, y por lo 

tanto son capaces de activar el sistema inmune adaptativo y 

desarrollar memoria inmunológica, (Sereda et al., 2008; Tyagi 

et al., 2015; Navarrete-Perea et. al., 2017; Carballo y 

Coronado, 2018; Vogt et. al., 2018). Probablemente esto 

explique porqué los animales del grupo control presentaron 

niveles de anticuerpos anti-tropomiosina detectables. La 

tropomiosina es una proteína muy conservada y está presente en 

helmintos parásitos como por ejemplo en M. corti, en Ascaris 

sp, O. volvulus, S. mansoni, T. canis T. colubriformis, H. 

contortus y O. Ostertagi, y T. spiralis (Sereda  et al., 2008; 

Koziol  et al., 2011; Zhu  et al., 2014). 

  Según nuestra experiencia profesional, en estudios 

epidemiológicos y experimentales con perros, sabemos que es 

difícil mantener a los animales libres de parásitos sobre todo 

libre de T. canis. La alta resistencia a los parasiticidas y 

algunos químicos que se utilizan para la limpieza de los boxes 

donde se encuentran los animales, es determinante (Moreno  et 

al 2004). Como consecuencia los huevos permanecen viables y 

los perros se pueden re-infectar. Datos epidemiológicos avalan 

esta afirmación (Cabrera et. al; 1995-1996; Felsmann M.2017). 

Esto nos creó un importante problema experimental a la hora de 

evaluar la respuesta porque la ingestión de huevos larvados T. 

canis, permanecen en los animales como larvas hipobióticas 

(estado de resistencia) (Nijsse et. al; 2016) y desarrollan 

altos niveles de anticuerpos específicos (Zwickl et al; 2018). 

Estos autores encontraron altos niveles niveles de IgE e IgG 

específica contra antígeno somático de larvas III de T. canis 
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dentro de las cuales las proteínas musculares paramiosina y 

tropomiosina son las predominantes. En nuestros experimentos 

observamos una respuesta de IgG así como IgE en sangre. Como 

se observó IgE en los animales que fueron vacunados con las 

NPs sin antígeno, no podemos afirmar que la respuesta sea 

debida a la vacuna. Estos datos nos indican que los antígenos 

musculares activan células B para producir IgE y linfocitos T 

y por lo tanto inducen memoria en el sistema inmune, lo cual 

es el objetivo de las vacunaciones (Guo et al., 2016). Estos 

resultados indican que las proteínas que empleamos para 

nuestros experimentos son apropiadas para ser utilizadas en 

vacunas desde el momento que activan el sistema inmune 

adaptativo (linfocitos B y T) y por lo tanto desarrollan 

memoria inmunológica, con inmunidad de larga duración. En 

general, las fuertes respuestas de Th2/IgE durante las 

infecciones por helmintos están asociadas con síntomas 

alérgicos, que probablemente (pero no exclusivamente) dependan 

de la inmunomodulación inducida por parásitos (Carballo y 

Coronado, 2018), como Ascaris sp, Estrongilus sp, Anisakis y 

echinococcosis sp. Además, hay evidencia de que las 

helmintiasis (por ejemplo, ascariasis) pueden aumentar los 

síntomas en pacientes alérgicos.  La tropomiosina de A. 

lumbricoides (Asc l 3) tiene una fuerte actividad alergénica 

asociado al asma en humanos con reactividad cruzada con las 

tropomiosinas de los ácaros del polvo doméstico (HDM) (Carballo 

y Coronado, 2018). Esto sugiere que en nuestros experimentos 

la presencia de otros parásitos pudiera también desarrollar 

una reactividad cruzada de anticuerpos con las proteínas 

musculares de E. granulosus encapsuladas en las NPs. 

 Son pocos los trabajos publicados en dónde se utiliza 

vacunación vía oral con diferentes sistemas de “delivery” de 
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antígenos, contra el cestode E. grannulosus. El grupo de P. 

Desplazes, inmunizó perros por vía oral con esporas de Bacilus 

subtilis formadoras de biofilms expresando en su superficie 

rEgTrp y rEgA31 (Vogt  et al., 2018). Los animales vacunados 

desarrollaron una respuesta específica de anticuerpos del 

isotipo IgG pero no IgA, sugiriendo que no hubo estimulación 

del sistema inmune de mucosas. En nuestros experimentos usando 

los mismos antígenos recombinantes obtuvimos una buena 

respuesta de IgA en saliva y en heces sugiriendo que hubo 

activación del sistema inmune de mucosas.  Creemos que esta 

diferencia entre los experimentos de Vogt y col. y nuestros 

experimentos se debe quizás, a que al encapsular los antígenos 

en las NPs, estos quedan protegidos del ambiente enzimático 

intestinal y además tiene la capacidad de activar el sistema 

inmune de mucosas. Nosotros observamos un incremento de IgA en 

las heces pero no en los sueros sugiriendo una estimulación de 

la inmunidad de mucosa pero sin aparente activación de la 

inmunidad sistémica por las NPs-EgTrp.   

 La respuesta inmune Th2 se ha descrito como el principal 

mecanismo de expulsión de parásitos de la luz intestinal, 

mediante el desarrollo de una reacción de hipersensibilidad de 

tipo I mediada por IgE (reacción alérgica) (Harrison  et al., 

1998; Clife  et al., 2005; Artis, 2006; Anthony  et al., 2007; 

Webb  et al., 2007; Hübner  et al., 2010). Al igual que Kouguchi  

y colaboradores, no encontramos un incremento de IgE asociado 

a la vacunación con nanopartículas. Este hecho reafirma la 

ausencia esperada de una respuesta inmune sistémica.  

 En el análisis de la respuesta de los isotipos de IgG 

(IgG1/IgG2) a nivel sistémico se observó un claro predominio 

del isotipo IgG2 típico de las respuestas Th1 a diferencia de 

la respuesta de IgA a nivel de mucosas que es claramente Th2. 
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Nuestro experimento de inmunización, y de acuerdo al isotipo 

de inmunoglobulina detectada por ELISA contra el antígeno 

rEgTrp, sugiere que tenemos una respuesta sistémica del tipo 

Th1 y una respuesta de mucosas del tipo Th2, básicamente 

podríamos decir que tenemos una respuesta mixta Th1/Th2.  

 Son necesarios más experimentos para poder asegurar 

categóricamente que nuestro sistema de NPs biodegradables 

inducen una respuesta mixta Th1/Th2. Deberíamos realizar 

estudios de citoquinas expresadas por linfocitos obtenidos de 

animales vacunados y no vacunados para determinar el tipo de 

respuesta T generada como fue estudiado por Rossi y col. 

(2012). Estos autores demostraron que una infestación con 

protoescólices de E. granulosus desarrolla una clara 

polarización de tipo Th2 a nivel de las mucosas. Esta 

polarización probablemente activa mecanismos que desarrollan 

una primera expulsión de parásitos que evitarían el desarrollo 

de una infección crónica. Posteriormente los mismos autores 

demostraron que frente a varias infecciones y reinfecciones el 

animal se hace resistente a la reinfestación por E. granulosus 

y en ese momento la polarización Th2 cambia y se transforma en 

mixta Th1/Th2. 

 En otros experimentos de inmunización oral Petavy y col. 

(2008) vacunaron perros con una cepa mutante de Salmonella 

atenuada como vector para que produjera las mismas proteínas 

empleadas en esta tesis y en los ensayos con biofilms ya 

mencionados. La diferencia entre estos tres experimentos es el 

sistema de “delivery”. El sistema utilizado por Petavy y col. 

desarrolla un granuloma rico en células mononucleares desde 

dónde las salmonellas producen los antígenos, en un 

microambiente de citoquinas del tipo Th1; una respuesta no 

asociada a los mecanismos de expulsión de parásitos 
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intestinales. Los autores observaron un aumento de plasmocitos 

con presencia de IgA en el tejido linfoide intestinal, pero no 

describen la presencia de anticuerpos IgA específicos en las 

heces o saliva. A su vez no encontraron niveles aumentados de 

IgG, IgA e IgE en el suero, comparados con los controles 

negativos lo que sugiere que no hubo respuesta sistémica. 

Nosotros observamos un aumento de IgA en saliva y en heces, 

sugiriendo una respuesta específica de mucosas y sistémica de 

anticuerpos específicos a predominio de IgG2. Aunque Petavy  y 

col. observaron un aumento de células T y B a nivel del tejido 

linfoide intestinal indicativo de activación de respuesta 

inmune adaptativa a nivel de las mucosas, no necesariamente 

tiene que ser específica para EgTrp o EgA31. Si bien se observó 

inflamación a nivel intestinal en los perros vacunados, ésta 

pudo ser una respuesta hacia la Salmonella. Estos resultados 

demuestran claramente que la eficacia o capacidad protectora 

de las vacunas de mucosas tampoco depende únicamente de los 

niveles de anticuerpos. 

 El grupo de Kouguchi y col. (2013) realizó experimentos 

de inmunización con antígenos de E. multilocularis vía nasal 

(4 dosis) con un total de 500 µg total del antígeno SRf1 por 

animal, y 3 dosis vía oral por animal, usando una capsula 

entérica con 15 mg de antígeno mezclado 100 mg de la subunidad 

B de la toxina del cólera por animal. Estos autores evaluaron 

la respuesta sistémica de anticuerpos y no observaron aumento 

de anticuerpos durante el proceso de inmunización, pero sí 

observaron un aumento de IgG e IgA en suero luego del desafío 

de los animales con las tenias.  A pesar de la vacunación con 

grandes dosis de antígenos empleados por éstos investigadores 

por vía oral no pudieron observar aumento de IgA en saliva o 

en heces y tampoco de IgE en suero, a diferencia de nuestros 
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experimentos en donde pudimos detectar IgA en saliva y heces, 

e IgE en suero. Estos autores no demostraron que su vacuna 

estimulara la inmunidad de mucosas, pero obtuvieron un buen 

porcentaje de protección (87,6%). El antígeno por ellos 

empleado, es también una proteína localizada nivel de las 

ventosas, el rostello de las tenias Echinococcus 

multilocularis, al igual que las proteínas musculares EgTrp y 

EgA31 de Echinococcus granulosus. Esto sugiere que los 

antígenos ubicados en esos lugares del parásito son buenos para 

inducir inmunidad protectora y potencial desarrollo de vacunas 

contra éstos y otros cestodes.  

 Por otro lado ensayos de vacunación usando tropomiosina 

de la filaria Acanthocheilonema viteae, helminto que produce 

infección tesidual, asociados a adyuvantes que desarrollan 

respuesta Th1, e inducen protección (Hartman et al., 2006), 

mientras que el uso de adyuvante de aluminio que desarrolla 

respuestas tipo Th2  y anticuerpos protectores no desarrollaron 

protección. Estos estudios demuestran que la tropomiosina en 

condiciones especiales puede desarrollar una respuesta no 

alergénica e inducir protección contra parásitos tesiduales. 

Esta proteína muscular muestra una gran versatilidad en el 

desarrollo de inmunidad protectora lo que la hace un buen 

candidato para el desarrollo de vacunas contra parásitos tanto 

tesiduales como luminales. 

 En nuestro estudio piloto de vacunación y desafío, 

observamos una reducción del número de parásitos comparados 

con el control. Consideramos éste, un resultado muy prometedor, 

aunque es necesario utilizar un mayor número de animales para 

asegurar su efecto protectivo. Otros estudios de vacunación 

usando antígenos musculares y tegumentarios mostraron niveles 

de protección entre un 70 y 80% para E. granulosus y de 86.7% 
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para E. multilocularis, respectivamente (Petavy et. al., 2008 

Kouguchi  et al 2013). 

La observación macroscópica de los intestinos de los animales 

vacunados muestran un proceso inflamatorio intenso, 

coincidiendo con lo observado en los ensayos de vacunación 

oral, empleando Salmonella como sistema de “delivery”, Petavy 

et al (2008). En los experimentos mostrados en éste trabajo 

usando nanopartículas se observó una estimulación de la 

inmunidad de mucosa debido a la detección de IgA específica, 

no comprobándose en los trabajos mencionados de Petavy et al 

(2008) y Kouguchi et al (2013. Si no tenemos IgA en realidad 

no podemos asegurar que la respuesta es una respuesta de 

mucosas y mediada por células T, podemos estar frente a una 

estimulación inespecífica de la respuesta inmune y no una 

respuesta específica mediada por epitopes B y T como son las 

respuestas que debieran generar las vacunas.  

 Los antígenos musculares tropomiosina y paramiosina son 

compartidos por varias especies de helmintos parásitos. Estos 

parecerían buenos inmunógenos y eventualmente podrán 

desarrollar una buena respuesta inmune contra helmintos del 

perro e incluso aquello de potencial zoonótico. En éste sentido 

el desarrollo de una vacuna utilizando antígenos compartidos y 

conservados nos permitiría desarrollar una vacuna universal 

contra varios helmintos intestinales del perro de interés 

médico y veterinario. Eso nos indica la importancia de seguir 

trabajando en ésta dirección. 

 Finalmente creo firmemente que nuestros resultados 

indican que las NPs desarrolladas son capaces de inducir una 

respuesta de anticuerpos a nivel de mucosas y sistémica, y 

reducir el establecimiento de las tenias en el intestino del 

hospedero definitivo. Será necesario pasar al siguiente nivel 
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de experimentación empleando un mayor número de animales, para 

comprobar estos resultados primarios sumamente alentadores. 
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CONCLUSIONES 

1) Desarrollamos un sistema de transporte de antígenos usando 

nanopartículas para el desarrollo de una vacuna oral 

contra el cestode Echinococcus granulosus para ser 

aplicada en perros. 

 

2) Encapsulamos la tropomiosina (EgTrp) y la paramiosina 

(EgA31) recombinantes de E. granulosus en nanopartículas 

biodegradables con una alta eficiencia de encapsulación, 

y conservación de la capacidad inmunogénica e integridad 

de los antígenos. 

 

3) Las nanopartículas desarrolladas protegen a los antígenos 

recombinantes rEgTrp y rEgA31 de las condiciones gástricas 

e intestinales. 

 

4) Desarrollamos un método de conservación con NPs 

liofilizada e incluida en capsulas de protección gástrica 

e intestinal para resistir las condiciones adversas del 

aparato gastrointestinal. Esta formulación de 

conservación permite guardar la vacuna a temperatura 

ambiente sin alterar los antígenos durante mucho tiempo. 

 

5) Bifuncionalizamos las NPs agregándole CS y MPLA sin 

alterar la integridad y la capacidad inmunogénica de los 

antígenos rEgTrp y rEgA31. 

 

6) El agregado de las moléculas CS y MPLA a la formulación 

de las nanopartículas permitirá a las NPs adherirse a toda 

la superficie intestinal y aumentar la capacidad de las 

mismas para llegar al tejido linfoide de la mucosa.  
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7) Por primera vez se demostró como las NPs usando el 

polímero biodegradable Acido Poli-Lactico (PLA) con el 

agregado del adyuvante MPLA en su formulación pueden 

activar células dendríticas de perros y aumentar moléculas 

co-estimuladoras imprescindibles para activar linfocitos 

T.  

 

8) Los ensayos clínicos de inmunogenicidad de la nanovacuna 

oral indicaron que la nanovacuna era capaz de estimular 

la inmunidad de mucosa debido al aumento de IgA observado 

en saliva y heces y una respuesta mixta Th1/Th2 sistémica 

de acuerdo a la relación de isotipos de IgG2 e IgG1. 

 

9) Un estudio piloto de eficacia mostró un 94.5 % de de 

expulsión de tenias y esa expulsión está asociada a un 

fuerte proceso inflamatorio observado a nivel intestinal.  

 

10) En ésta Tesis por primera vez se desarrolló una 

nanovacuna contra parásitos para ser administrada por vía 

oral en perros. 
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