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RESUMEN

Introduccién. Cryptosporidium parvum es un parasito zoonético altamente prevalente, asociado a enfermedad diarreica en po-
blacién inmunocomprometida, nifios y terneros menores de 30 dias. Esta infeccién puede ocasionar deshidratacion, alteracion
del estado de conciencia, retraso en el desarrollo global y, en algunos casos, la muerte del paciente. A pesar de la alta prevalencia
de C. parvum, no existen medicamentos completamente efectivos ni una vacuna aprobada para prevenir dicha enfermedad.
Objetivo. Realizar una revision de la literatura sobre candidatos vacunales contra C. parvum.

Método. Revision documental mediante la busqueda de la literatura de los Ultimos 20 anos, disponible en las bases de datos
PubMed central, WEB OF SCIENCE, Embase, REDALYC y LILACS.

Resultados. Las vacunas atenuadas, recombinantes, basadas en ADN, expresadas en vectores bacterianos y sintéticas han mos-
trado resultados prometedores en la induccién de inmunogenicidad contra los antigenos de C. parvum, siendo el antigeno de
superficie de 15 kilodaltons de Cryptosporidium parvum (cp15), el antigeno inductor de una mejor respuesta inmune celular y
humoral en el modelo murino estudiado.

Conclusion. Se espera que la incorporacion de nuevas técnicas para la seleccion de antigenos promisorios y la ejecucién de
una gran cantidad de ensayos in vivo, favorezcan el desarrollo de una vacuna totalmente efectiva contra C. parvum. Aunque el
camino para lograr este objetivo serd largo y dificil, se convierte en la mejor alternativa para controlar una de las enfermedades
de interés en salud publica, con mayor impacto en la poblacién inmunocomprometida.
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Advances in the development of an effective vaccine against Cryptosporidium
parvum: An review of the literature

ABSTRACT

Introduction. Cryptosporidium parvum is a highly prevalent zoonotic parasite, associated with diarrheal
disease in immunocompromised population, children and calves under 30 days. This infection is associa-
ted to dehydration, delayed global development and, in some cases, the death of the patient. Despite
the high prevalence of C. parvum, there are no fully effective medications and an approved vaccine to
prevent such disease.

Objective. To conduct a thorough review of the literature on vaccine candidates against C. parvum.
Method Documentary review by searching the literature of the last 20 years, available in the central
PubMed, WEB OF SCIENCE, Embase, REDALYC and LILACS databases.

Results. Attenuated, recombinant, DNA-based, expressed in bacterial vectors and synthetic vaccines
have shown promising results in inducing immunogenicity against C. parvum, being the Cryptospori-
dium parvum 15 kiloDalton surface antigen (cp15), the antigen inducer of a better cellular and humoral
immune response in the murine model studied.

Conclusion. It is expected that the incorporation of new techniques for the selection of promising
antigens and the execution of a large number of in vivo assays will favor the development of a fully
effective vaccine against C. parvum. Although the way to achieve this goal will be long and difficult, it
will become the best alternative to control one of the diseases with the greatest impact on the immu-
nocompromised population.

Key words: Cryptosporidium parvum, vaccines, synthetic, vaccines, DNA, vaccines, subunit, immunoge-
nicity, vaccine, CP15 protein.
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Avancos no desenvolvimento de uma vacina eficaz contra Cryptosporidium parvum:
uma revisao da literatura

RESUMO

Introducado. O Cryptosporidium parvum é um parasita zoonético de alta prevaléncia associado a
doenca diarreica em populacdes imunocomprometidas, criancas e bezerros com menos de 30 dias.
Essa infeccdo pode causar desidratacdo, alteracdo do estado de consciéncia, atraso no desenvolvi-
mento global e, em alguns casos, a morte do paciente. Apesar da alta prevaléncia de C. parvum, nao
existem medicamentos totalmente eficazes e uma vacina aprovada para prevenir a doenca.
Objetivo. Realizar uma revisao literaria dos candidatos a vacina contra C. parvum.

Método. Revisao documental, mediante pesquisa da literatura dos ultimos 20 anos, disponivel nas
bases de dados PubMed central, WEB OF SCIENCE, Embase, REDALYC e LILACS.

Resultados. Vacinas atenuadas, recombinantes e baseadas em DNA, expressas em vetores bacteria-
nos e sintéticos, mostraram resultados promissores na inducéo de imunogenicidade contra antigenos
de C. parvum, sendo o antigeno de superficie de 15 kilodaltons de Cryptosporidium parvum (cp15)
o antigeno indutor de uma melhor resposta imune celular e humoral no modelo murino estudado.
Conclusao. Se espera que a incorporagao de novas técnicas para a selecdo de antigenos promissores
e a execucao de um grande numero de ensaios in vivo favorecam o desenvolvimento de uma vacina
totalmente eficaz contra C. parvum. Embora o caminho para alcancar este objetivo seja longo e dificil,
torna-se a melhor alternativa para controlar uma das doencas de interesse na saude publica com
maior impacto na populacdo imunocomprometida.

Palavras-chave: Cryptosporidium parvum, vacinas sintéticas, vacinas de DNA, imunogenicidade da
vacina, antigeno CP15.
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la enfermedad diarreica representa aproxima-
damente el 10,5% de los 8 millones de muertes
que se registran anualmente, a nivel mundial, en
ninos menores de 5 anos. En orden de frecuencia,
la enfermedad diarreica es ocasionada principal-
mente por rotavirus, Cryptosporidium spp., Shigella
y Escherichia coli enterotoxigénica (1). De los an-
teriores, Cryptosporidium spp. es el Unico agente
etiolégico para el cual no se dispone de vacuna,
ni de un tratamiento totalmente efectivo (1,2).
Crypstosporidium parvum es un protozoo intrace-
lular zoondtico perteneciente al phylum Apicom-
plexa que afecta diversas especies animales, es-
pecialmente bovinos menores de 30 dias (3,4),
poblacion humana inmunocomprometida, como
pacientes con SIDA o cancer y también poblacién
infantil menor de 5 anos (5,6).

Los ooquistes de Cryptosporidium spp. son pe-
quenos, miden entre 4 a 6 um de didmetro y
tienen una forma esférica-ovoide. El ciclo de vida
de Cryptosporidium se completa dentro de un
solo hospedero, presentando dos fases: sexual y
asexual, para lo cual se llevan a cabo las siguien-
tes seis etapas de desarrollo: 1) desenquistamien-
to (liberacion de los esporozoitos), 2) merogonia, 3)
gametogonia, 4) fertilizacién y desarrollo del cigoto,
5) la formacién de paredes de ooquistes ambiental-
mente resistentes y 6) la esporogonia (7,8).
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Existe una amplia gama de mecanismos de trans-
misidn para este patdgeno, ya sea por la ingesta
de ooquistes a través del contacto con objetos
previamente expuestos a materia fecal, o por
el consumo de alimentos y agua contaminada
(9,10). Cada ooquiste contiene cuatro espo-
rozoitos, estos ooquistes son ambientalmente
estables, capaces de sobrevivir al tratamiento
rutinario de aguas residuales y resistentes a la
inactivacién con desinfectantes comiUnmente
utilizados para potabilizar el agua (2).

Una vez ingeridos los ooquistes, en el intestino
delgado (ileon) se produce el desenquistamien-
to que da lugar a la liberacién cuatro esporozoi-
tos, los cuales buscaran invadir a los enterocitos.
Los esporozoitos se fijan a la superficie luminal
de los enterocitos y se diferencian asexualmente
en trofozoitos que producen dos tipos diferentes
de merontes por merogonia (11). Los merontes
tipo | producen ocho merozoitos que invaden las
células epiteliales vecinas y se convierten en me-
rontes tipo Il o completan otro ciclo de merontes
tipo I. Los merontes tipo Il producen cuatro mero-
zoitos dando lugar a los gamontes (microgame-
tos o macrogametos) (12). La fertilizaciéon entre
gamontes produce la formacién de un cigoto que
se convierte en un ooquiste que es excretado en
las heces(13) (Imagen 1).
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Imagen 1. Ciclo de vida de C. parvum. (1) El ooquiste es ingerido por el hospedero a partir de agua o
alimentos contaminados. Al ingresar al tracto gastrointestinal, cada ooquiste libera 4 esporozoitos que in-
fectan las células epiteliales y maduran dando lugar a las formas parasitarias de trofozoito, merontes tipo
I'y I, microgamentos, macrogametos y finalmente, un nuevo ooquiste (2), el cual al ser eliminado por las
heces del hospedero (3) puede infectar nuevas fuentes hidricas y alimentos, propagando asf la infeccion

de C. parvum.
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En el campo veterinario, la criptosporidiosis
induce diarrea acuosa profusa y deshidratacion,
asociada con altas tasas de morbimortalidad,
incremento en el costo de atencién médica ve-
terinaria e importantes pérdidas econdmicas
(14-16), con lo cual se afecta en gran medida el
desarrollo del sector agropecuario.

En los pacientes inmunocomprometidos se ha re-
portado diarrea persistente y una mortalidad 2
a 3 veces mayor en comparacién a la poblacién
general (17). Debido a la capacidad para conta-
minar ambientes por la eliminacién de ooquistes
a través de las heces y al acimulo de los mismos
en las fuentes hidricas; esto sumado a la resisten-
cia frente a la desinfeccién estandar con cloro,
Cryptosporidium parvum es considerado un proble-
ma de salud publica (18).

La prevalencia de Cryptosporidium parvum entre los
nifos con diarrea, en paises en vias de desarrollo
como Brasil, Colombia, Venezuela, Indonesia, Tai-
landia, Sudéafrica, Ghana y la India, varia entre el
3% vy el 37%; por el contrario, en las partes desa-
rrolladas del mundo como Gran Bretana, Estados
Unidos, Canadd, Australia y Dinamarca, represen-
ta solo el 1-4% de la diarrea infantil (19).

Entre las diversas infecciones oportunistas, Cryp-
tosporidium parvum es uno de los agentes comunes
para los individuos infectados por el VIH. La crip-
tosporidiosis sintomatica es mas comun en aque-
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llos pacientes con recuento linfocitos T CD4 <200
células / mm3 (20-22). Su prevalencia en estos
pacientes en América del Norte varia entre el
3,5% y 11,9%, mientras que en América del Sur
es del 4% al 22,8% (19).

A pesar de los recientes avances para el manejo
de infecciones de interés médico, no existe una
terapia efectiva para el control de Crypstospo-
ridium spp. en poblacion vulnerable (23), por lo
cual, esta infeccién puede ocasionar complica-
ciones médicas dadas por la deshidratacion, al-
teracion del estado de conciencia, retraso en el
desarrollo global y, en algunos casos, la muerte
del paciente (24,25). Teniendo en cuenta la pro-
blematica que representa la propagacién de C.
parvum para la salud humana y animal, diferentes
candidatos a vacuna han sido estudiados con el
fin de encontrar una solucién profilactica contra
esta enfermedad. En términos generales, los can-
didatos a vacuna contra C. parvum reportados a la
fecha se dividen en cinco categorias: 1. vacunas
atenuadas; 2. vacunas recombinantes; 3. vacunas
basadas en ADN; 4. antigenos expresados en vec-
tores bacterianos, y 5. vacunas sintéticas. En el
presente manuscrito se describen los estudios
mas representativos de los candidatos a vacuna
gue han tenido resultados prometedores y de los
cuales derivan nuevos ensayos experimentales.
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METODOLOGIA

Se realizd una revision exhaustiva de la literatura
sobre los candidatos a vacuna contra C. parvum.
La busqueda se hizo a partir de fuentes secun-
darias de informacién, es decir, articulos y libros
relacionados con esta patologia, publicados en
las bases de datos electrénicas como PubMed
central, WEB OF SCIENCE, Embase, REDALYC vy
LILACS. Con base en los Medical Subject Hea-
dings (MeSH), se seleccionaron las palabras clave
para la busqueda en idiomas espanol e inglés, en
combinacién con Cryptosporidium parvum, Vacci-
nes, Synthetic, Vaccines, DNA, Vaccines, Subunit,
Vaccine, CP15 protein.

Fueron seleccionados todos los articulos en el
idioma inglés y espanol, publicados entre 1999
y 2019, se escogieron 82 articulos por titulo y
resumen, de estos se excluyeron 31 que presenta-
ban articulo completo, pero no incluian en forma
detallada los resultados de inmnunogenicidad y/o
proteccién final. En total, se analizaron 51 articu-
los que presentaban la informacién metodoldgi-
ca detallada para el desarrollo de los candidatos
a vacuna descritos.

RESULTADOS
Con base a la busqueda realizada, se presenta

a continuacion un analisis detallado del ciclo de
vida de C. parvum y los grupos de candidatos
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a vacuna mas representativos contra esta enfer-
medad (Tabla 1).

Candidatos a vacunas contra C. parvum
Vacunas atenuadas

Debido a la dificultad para propagar continua-
mente C. parvum in vitro, los intentos de atenuar
el parasito han sido limitados. Un método que
se ha utilizado es el tratamiento con irradiacién
gamma de ooquistes o esporozoitos (26,27).

Para evaluar la respuesta de inmunidad protecto-
ra contra la criptosporidiosis, ooquistes de la cepa
de Cryptosporidium parvum lowa se expusieron a
varios niveles de irradiacibn gamma (350-500 Gy)
y se inocularon en terneros de un dia de edad, en
los cuales se examinaron diariamente los signos
clinicos y paraclinicos de la enfermedad. Las dosis
mas altas de irradiaciéon (450 o 500 Gy) impidie-
ron el desarrollo de ooquistes, pero las terneras
permanecieron susceptibles a la infeccién por C.
parvum. Los ooquistes de Cryptosporidium parvum
expuestos a 400 Gy fueron incapaces de cual-
quier desarrollo medible, pero conservaron la
capacidad de provocar una respuesta protectora
contra la exposicion a este parasito. Estos hallaz-
gos indican que puede ser posible proteger a los
terneros contra la criptosporidiosis mediante ino-
culacién con ooquistes de C. parvum expuestos a
una irradiacion gamma de 400 Gy (28).
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Tabla 1. Resumen de resultados de los principales candidatos a vacuna contra C. parvum.

Candidato a Tipo de Via de adminis-
Antigeno Participantes Principales resultados Ref.
vacuna vacuna tracion /Dosis
La administracion de ooquistes de
Ooquistes de C. 8 terneros
Vacuna Ooquistes de C. C. parvum expuestos a irradiacion
parvum Gam- Oral menores de 30 28
atenuada parvum irradiados gamma > 450 Gy previene la inva-
ma-Irradiated dias de edad
sion del parasito.
Vacuna Antigeno de es- -Intra-muscular La inmunizacion intra-nasal de las
200 ratones
basada en porozoito de C. -Intra-nasal proteinas Cp12-Cp21 en ratones
Cpl2/Cp21 BALB/cde 5-7 31
ADN parvum de 12y 21 (100 pug/ redujo en 77.5% la generacion de
semanas de edad
kDa (cplly Cp21) 3 dosis) nuevos ooquistes de C. parvum.
El ADN plasmidico puede pro-
Vacuna
Antigeno de es- Intra-nasal 5ratones BALB  porcionar alta respuesta humoral
basada en
CP15-ADN ADN porozoito de C. (50 pg/ / chembrade8  (titulos de anticuerpos IgG: 1600) 33
parvum de 15 kDa 3 dosis) semanas de edad  y celular a las infecciones por C.
parvum en mamiferos.
La vacunacién con ADN de Cp23
Vacuna indujo una reduccién del 50-60%
Antigeno de es- Subcutanea 20 ratones
basada en en el desprendimiento de oocis-
Cp23 porozoito de C. (100 pg/ hembra de 6-8 35
ADN tos, lo que indica una proteccién
parvum de 23 kDa 3 dosis) semanas de edad
parcial contra la infeccién por C.
parvum.
La inoculacién oral con S. Typhi-
murium SL3261 recombinante
Salmonella 100 ug por via
Antigeno de es- puede inducir alta respuesta de
typhimurium  Vacuna que subcutdnea/
porozoito de C. 16 ratones anticuerpos especificos al antigeno
atenuada que  usa vectores 2 dosis, seguido
parvum de 23 kDa C57BL/ 6 de 6-8 Cp23 0 Cp40 de C. parvum en 40
codifica los de bacterias por inmuniza-
(cp23) y 40 KDa semanas de edad ratones.
antigenos Cp23  atenuadas cién oral con
(Cp40) 30% de anticuerpos IgA contra
y Cp40 Salmonella.
Cp23 detectados en suero y
mucosa (heces).
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Candidato a Tipo de Via de adminis-
Antigeno Participantes Principales resultados Ref.
vacuna vacuna tracion /Dosis
Antigeno de es- P23 es un antigeno importante que
porozoito de C. Subcuténea estimula las respuestas inmunita-
C.parvum p23  Vacuna re-
parvum de 23 kDa (120 pg/ 20 cabras rias del huésped, principalmente 48
recombinante combinante
(cp23) expresado 2 dosis) en la produccién de anticuerpos

en E. coli

especificos bajo infeccién natural.

Fuente: Autor
Vacunas basadas en ADN

Los métodos basados en ADN implican la admi-
nistracién de un plasmido que codifica un anti-
geno particular. El pldsmido es absorbido por
las células huésped y el antigeno se expresa y se
expone al sistema inmune. Varios estudios recien-
tes han evaluado las vacunas basadas en ADN
para las proteinas de Cryptosporidium parvum 2
(P2), C. parvum 12 (Cp12), C. parvum 15/60 (Cp15
/ 60), C. parvum 23 (Cp23) y C. parvum 21 (Cp21),
sin embargo, CP15 ha sido la mas estudiada por
diferentes autores (29-32).

La primera vacuna de ADN reportada codifica un
antigeno de esporozoito de C. parvum de 15 kDa
(CP15-ADN), clonado en el plasmido pcDNA3se.
A partir de esta vacuna, un grupo de ratones
BALB/c de ocho semanas de edad fue inmuniza-
do por via intranasal, con lo cual se produjo una
respuesta especifica y duradera de IgA anti-CP15
en las secreciones intestinales y de IgG especifica
en suero, 3 meses y 1 ano después de la primera
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inoculacién de ADN. Los ratones inmunizados
con ADN de CP15 también desarrollaron una res-
puesta proliferativa de linfocitos T especificos de
antigeno, tanto en el bazo como en los ganglios
linfaticos mesentéricos. Estos resultados indican
que el ADN plasmidico puede proporcionar un
medio poderoso para provocar respuestas humo-
rales y celulares intestinales a las infecciones por
C. parvum en mamiferos (33).

En otro ensayo, para estudiar las respuestas in-
munitarias humorales y celulares inducidas por
la proteina de esporozoito de C. parvum CP15 /
60, se inyectd por via intramuscular el plasmi-
do recombinante que contiene el gen CP15 / 60
en ratones BALB/c. Las respuestas inmunes hu-
morales y celulares se detectaron en diferentes
momentos después de la inmunizacién. Los re-
sultados experimentales han demostrado que el
plasmido recombinante puede inducir respuestas
inmunitarias especificas y, por lo tanto, proteger
a los ratones del reto con los ooquistes, lo que
sugiere que el pldasmido recombinante podria ser
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un candidato potencial de la vacuna de ADN (34).
Por otra parte, la administracion de una vacuna
de ADN que codifica C. parvum Cp15 y Cp23 dio
como resultado la induccién de respuestas in-
munitarias Th1, asi como una mayor resistencia
a la infeccién (29). La eficacia de las vacunas de
ADN también se ha demostrado mediante la ge-
neracion de respuestas inmunitarias especificas
de Cp23: los ratones inmunizados con ADN de
Cp23 desarrollaron proteccion parcial contra la
infeccion por C. parvum, como lo demuestra la
reduccién> 60% en la eliminacién de ooquistes
después del reto (35).

Mas recientemente, un estudio evalu6 a la protei-
na acida ribosomal P2 (CpP2) de C. parvum como
potencial candidato a vacuna, a partir de la inmu-
nizaciéon subcutanea en el oido de ratones con el
ADN que codifica para esta proteina, clonado en
el vector pUMVC4b. Se concluyd que el antigeno
CpP2 es capaz de proporcionar un medio eficaz
para provocar respuestas humorales y celulares y
tiene el potencial de generar inmunidad protec-
tora contra la infeccién por C. parvum, pero puede
requerir el uso de vectores o adyuvantes alterna-
tivos para producir una respuesta mas potente y
equilibrada (36-38).

Uso de vectores de bacterias atenuadas

Los vectores bacterianos son muy prometedo-
res para la administraciéon del antigeno de una
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vacuna, ya que pueden provocar respuestas in-
munitarias protectoras contra patégenos bac-
terianos, virales y protozoarios en ratones vy
humanos (39).

La cepa SL3261 de la vacuna de Salmonella ente-
rica serovar Typhimurium atenuada se utilizo, por
primera vez, como un sistema de administracion
de antigenos para la inmunizacién oral de ratones
contra dos antigenos de C. parvum, Cp23 'y Cp40,
subclonados en el sistema vectorial pTECH1. Los
ratones se inocularon por via oral con una dosis
Unica de SL3261 / pTECH-Cp23 o Cp40, respec-
tivamente; de esta forma, se demostré la esta-
bilidad del plasmido tanto in vitro como in vivo.
Se detectaron anticuerpos especificos de inmu-
noglobulina G (IgG) en suero contra el antigeno
Cp23 o0 Cp40 35 dias después de la inmunizacion,
ademas, se detectaron anticuerpos IgA en suero y
IgA en la mucosa (heces) en el 30% de los ratones
inmunizados con Cp23. Se demostré que una
sola inoculacion oral con S. fyphimurium SL3261
recombinante puede inducir respuestas de an-
ticuerpos especificos contra el antigeno Cp23 o
Cp40 de C. parvum en ratones, lo que sugiere que
la Salmonella recombinante es un sistema de ad-
ministracion factible para una vacuna contra la
infeccion por C. parvum (40).

En otro estudio, se administraron 2 antigenos

en ratones, Cp15 y profilina de Cryptosporidium,
en un régimen heterélogo de refuerzo primario
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como fusiones con citolisina A (ClyA) en un vector
de vacuna viva de Salmonella; a partir de alli, se
encontrd que estos antigenos fueron potentes en
la induccién de respuestas inmunes humorales y
celulares (41).

Otro sistema de vectores utilizado para la entrega
del antigeno Cryptosporidium spp. es Toxoplasma
gondii (42). La inmunizacion de ratones con T.
gondii que expresa el antigeno C. parvum P23 dio
como resultado altos niveles de IgG en suero,
predominantemente 1gG1, que es caracteristica
de una respuesta inmune TH2 (43,44). En otro
estudio, Lactobacillus casei se utilizé para admi-
nistrar C. parvum P23 a ratones y genero niveles
aumentados de interferon gamma (IFN[J), inter
leucina 6 (IL-6), inmunoglobulina G (IgG) en suero
e inmunoglobulina A (IgA) fecal (45,46).

Vacunas recombinantes

En un estudio reciente se realizo la clonacion y ex-
presion del gen gp40/ 15 de C. parvum para pro-
porcionar proteinas recombinantes expresadas
en Escherichia coli. La secuencia del gen gp40/ 15
se extrajo del GenBank y se cloné en el Plasmido
PET28a +. Como resultado, la reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) de colonia y los métodos de
digestion enzimatica mostraron un fragmento
de 921 pb. Se realizaron titulaciones de los anti-
cuerpos en suero, obtenidos de ratones inmuni-
zados con esta proteina recombinante, los cuales
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fueron significativamente mas altos (P <0,0001)
que los del grupo control, ademas, la titulacién
de anticuerpos en el grupo de estudio con cuatro
inyecciones fue significativamente mayor que la
de las tres inyecciones (P <0.05). Por lo anterior,
se considera el potencial uso de esta proteina en
el desarrollo de vacunas recombinantes y kits de
diagndstico contra C. parvum (47).

En otro ensayo, se aislaron ooquistes de Cryp-
tosporidium de terneros infectados naturalmen-
te; para este caso, los ooquistes se purificaron y
caracterizaron como C. parvum por PCR anidada;
adicionalmente, para obtener la proteina P23
recombinante, se aislé el ARNm de las muestras
obtenidas y sintetizé6 el ADNc. Como resultado,
la secuenciacién del producto de PCR presentd
100% de identidad con las secuencias P23 conoci-
das en GenBank; por otra parte, el ADNc de doble
cadena P23 se clond luego en el vector de expre-
sion pGEX-5X-2 y se preparo la proteina recombi-
nante P23. El andlisis de transferencia mostré que
P23 podria ser reconocido por el suero positivo
de C. parvum; ademas, el suero de cabra inmuni-
zada con la proteina P23 recombinante también
reconocié una banda de proteina con aproxima-
damente 23 kDa en lisados preparados a partir de
los ooquistes.

Dado que P23 es una glucoproteina de superficie
inmunodominante expresada en la fase tempra-
na de la infeccion, y los epitopos inmunogénicos
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se encuentran en su cadena residual de secuen-
cia de aminoacidos, la proteina recombinante
P23 podria recomendarse como un candidato
favorable para la vacunacion contra la infeccién
por C. parvum (48).

Por otra parte, los resultados de un andlisis ge-
némico comparativo indicaron que los genes
que codifican dos proteasas similares a la insu-
lina de C. parvum (INS19 e INS20), cgd6 5510 y
cgd6_5520, se pierden en muchas especies de
Cryptosporidium. Estos genes fueron expresados
de forma recombinante en Escherichia coli para la
preparacién de antisuero. Una proteina de ~ 180
kDa de INS20-19 fue especificamente reconocida
por el antisuero policlonal anti-INS19 en lisado de
esporozoitos; asimismo, se observé que INS20-19
es probablemente una proteina con alta expre-
sién en la regiodn apical de los esporozoitos y la
neutralizacién de la proteina condujo a una re-
duccion parcial de la carga de parasitos en culti-
vos de células HCT-8 y MDBK a las 24 h. Tomados
en conjunto, estos hallazgos respaldan la partici-
pacion de INS20-19 en la invasion o el proceso de
desarrollo temprano de C. parvum (49).

Vacunas sintéticas

Para evaluar la respuesta inmune humoral indu-
cida contra péptidos derivados de Cryptospo-
ridium parvum CP15 (antigeno de superficie de
esporozoito de 15 kDa) y proteinas CSL (antigeno
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de tipo circumsporozoito), un estudio tuvo como
objetivo realizar pruebas preliminares en ratones
albinos suizos (ICR) inmunizados con péptidos de
estas proteinas. Los péptidos se identificaron y
caracterizaron utilizando herramientas bioinfor-
maticas y se sintetizaron quimicamente, ademas,
se determind la respuesta de anticuerpos y se
midio el efecto neutralizante de los anticuerpos
en cultivo celular; sin embargo, a pesar de que
todos los péptidos estudiados fueron capaces de
estimular la produccién de anticuerpos, se de-
tectaron anticuerpos neutralizantes derivados de
CP15. Por lo tanto, se recomiendan estudios adi-
cionales destinados a evaluar aun mas el potencial
de los péptidos como candidatos a vacunas (50).

CONCLUSIONES

Dado que las opciones de tratamiento farmaco-
l6gico son limitadas para la criptosporidiosis, y
pueden no ser tan efectivas para individuos in-
munodeficientes, la investigacion en vacunas
continta siendo el pilar cientifico para prevenir
esta devastadora enfermedad.

Comprender en detalle las interacciones hués-
ped-parasito y los elementos esenciales de la in-
munidad de Cryptosporidium spp. puede conducir al
desarrollo de inmunoterapias o vacunas efectivas. El
aumento continuo en los datos de la secuencia del
genoma de C. parvum podria facilitar la identificacion
y caracterizacién de posibles antigenos vacunales.
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Una vacuna ideal contra Crypstosporidium deberia
proporcionar una respuesta inmunitaria rapida
y duradera en todas las personas vacunadas, ser
ampliamente protectora contra las especies y
subtipos mas comunes del organismo, prevenir
la transmisién de enfermedades y ser facilmente
accesible, estable y econdémica.

Sin embargo, antes de que se pueda lograr el de-
sarrollo de una vacuna hay que superar diferen-
tes obstaculos cientificos, logisticos y econémicos
asociados. Se requiere la seleccién de epitopes
altamente inmunogénicos y de regiones conser-
vadas del parasito que estén implicadas en los
procesos de invasidn a enterocitos. Asi mismo, se
requiere un mayor numero de estudios in vitro e
in vivo con distintos modelos animales (bovinos y
ratones) que permitan obtener resultados feha-
cientes de seguridad y eficacia para el inicio de
ensayos clinicos en humanos.

Por otra parte, seria interesante el analisis de una
vacuna multiepitope, pues, aunque la mayoria de
los estudios de vacunas se han centrado Unica-
mente en antigenos del estadio esporozoito de C.
parvum, es probable que existan otros candidatos
prometedores expresados en el estadio merozoi-
to que, al trabajarse en conjunto, sean capaces
de bloquear el ciclo de vida del parasito en cual-
quiera de sus etapas.
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Para identificar nuevos objetivos potenciales de
vacuna, los investigadores deberian centrarse
también en las formas de detectar proteinas ne-
cesarias para la infeccién y que puedan inducir
respuestas inmunitarias protectoras mediadas
por células. Es importante tener en cuenta que
muchas de las proteinas implicadas en la unién
e invasién de C. parvum sufren una modificacion
postraduccional extensa, particularmente la gli-
cosilacion. Estas modificaciones se pueden reque-
rir para la funcién y el potencial inmunogénico de
la proteina y, por lo tanto, es importante tenerlas
en cuenta al disefar un cribado de antigenos de
Cryptosporidium.

Ademas, la seleccion de antigenos, en funcién de
su capacidad para provocar una éptima respuesta
inmune celular, deberia ser un factor clave en la
identificacién de candidatos a vacunas. También,
es probable que se necesite una vacuna que in-
corpore multiples antigenos para asegurar una
proteccién 6ptima.

Muchos avances nuevos en las técnicas de vacu-
nacién, como el uso de vacunas de ADN, vacunas
sintéticas (basadas en minimas subunidades)
nuevos vectores que estimulan la inmunidad de
la mucosa y el uso de oligonucleétidos como ad-
yuvantes, también pueden facilitar el desarrollo
de vacunas contra esta enfermedad.
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Se espera que la incorporacién de nuevas técni-
cas para la seleccion de antigenos promisorios
y la ejecucién de una gran cantidad de ensayos
in vivo, favorezcan el desarrollo de una vacuna
totalmente efectiva contra C. parvum. Aunque
el camino para lograr este objetivo sera largo y
dificil, se convierte en la mejor alternativa para
controlar una de las enfermedades de interés en
salud publica con mayor impacto en la poblaciéon
inmunocomprometida.
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