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Resumen

La desnutricion y la infecciobn son dos grandes problemas para la salud mundial.
La manipulacién del sistema inmune usando la nutricion nos da una importante
posibilidad para mejorar la respuesta ante infecciones. Los micronutrientes, en
especial el zinc, tienen un papel muy importante al respecto V. Los estudios
realizados por mas de cuarenta aflos han demostrado que el zinc es de gran
importancia para el sistema inmune, es esencial para la inmunidad inespecifica
(neutrdfilos y células NK); para el desarrollo de los linfocitos B (afecta la respuesta
humoral primaria y secundaria) y afecta la fagocitosis y la produccién de citocinas

de los macréfagos (38

. Se ha reportado que durante estados deficientes de zinc
(relacionados a desordenes genéticos o metabdlicos, y a los ocasionados por los
habitos nutricionales) se deteriora la inmunidad celular, hay infecciones frecuentes
y graves, atrofia timica, anergia, reduccion en la proliferacion linfocitaria, entre
otras. La suplementacion con zinc en estos individuos estudiados revierten todas
estas manifestaciones ©.

La cisticercosis es una enfermedad con grandes implicaciones socioeconémicas y
de salud. Entre las distintas estrategias propuestas para el control de esta
parasitosis se desarrolla y evalla en condiciones naturales de transmision una
vacuna sintética (SP3vac), la cual genera una respuesta que se acompaifia por un
perfil inmunoldgico del tipo Th1 “®.

Como una alternativa experimental para el estudio de la cisticercosis se ha

adoptado el modelo murino utilizando el parasito Taenia crassiceps ¢ 6768,



La suplementacion con zinc en ratones permite el desarrollo de una respuesta
inmunolégica Thl mas eficiente durante los primeros dias de la infeccién que al
mantenerse parece controlar el crecimiento del parasito 6769,

Con el propésito de conocer el efecto del zinc sobre el efecto protector del péptido
GK1 se realiz6 el conteo de los parésitos viables en el peritoneo de los ratones de
cada grupo. La suplementacion con zinc por si misma disminuye la carga
parasitaria en un 50%. Al inmunizar a los ratones con el péptido GK1 y
suplementarlos con zinc, la carga parasitaria disminuye 66%.

Con el fin de conocer el efecto inmunoldgico del zinc sobre el péptido sintético
GK1, se evalud la proliferacion celular de los animales en experimentacion. Se
encontré que la suplementacion con zinc disminuye la proliferacion linfocitaria en
los diferentes grupos. Esta inhibicion puede deberse a que la prolongacion de la
suplementacion con 500mg/L de zinc a 9 semanas 0 un aumento en la dosis
(1000 mg/L), puede llegar a ser toxico y alterar reacciones bioquimicas y lo que
podria manifestarse como una inhibicion de la respuesta inmune en general St
en este caso, la disminucioén de la proliferacion celular.

Para evaluar el efecto del zinc sobre la produccion de anticuerpos anti-GK1 se
realizé un ELISA. Como resultado se obtuvo que la produccion de anticuerpos
anti-GK1, en los animales que fueron suplementados con zinc e inmunizados con
GK1, disminuye significativamente en comparacion a su control.

La resistencia a la cisticercosis murina esta dada por la respuesta Th1l inducida,

en este caso, por la suplementacion con zinc.



1. INTRODUCCION

El sistema inmunolégico es el encargado de reconocer lo propio Yy lo extrafo;
protege y mantiene libre de enfermedades al organismo activando una serie de
mecanismos de defensa en contra de los agentes infecciosos, en muchos de estos
procesos se requiere de una gran cantidad de nutrientes esenciales *.

El zinc es un elemento muy importante en el desarrollo de los individuos, tiene un
papel muy importante en diversas funciones fisiologicas, como el crecimiento, el
desarrollo y la maduracion sexual. Participa en la activacion de mas de 300
enzimas, algunas de ellas involucradas en la sintesis de DNA, la divisién celular y
la sintesis de proteinas y estabiliza la estructura tridimensional de mas de 1 000
factores de trascripcidn involucrados en la expresion de algunos receptores para
esteroides ©7.

La deficiencia de zinc ha dado como resultado dafio en varias funciones celulares,
por ejemplo disfuncién en la inmunidad innata, mayor susceptibilidad a infecciones
por bacterias, hongos y bacterias, atrofia timica, anergia, reduccion en suero de la
respuesta linfoproliferativa a mitdgenos y un decremento efectivo en las células Th

(8.9)

Las deficiencias nutricionales pueden ser la causa mas comun de

inmunodeficiencias secundarias en humanos 112,

En paises en vias de desarrollo, una gran parte de la poblacion infantil presenta
retardo en el crecimiento, asi como una alta incidencia de enfermedades
infecciosas, una causa puede ser la baja ingesta de zinc y de otros

micronutrimentos &%,



Los primeros estudios en humanos dan las evidencias de que el nivel nutricional y

(14)

el sistema inmune estan ligados “, lo que nos lleva a pensar que mejorando la

nutricibn del individuo podemos mejorar la respuesta inmune ante ciertas

infecciones 519,

La cisticercosis es una enfermedad infecciosa causada por la larva o cisticerco del
parasito Taenia solium se considera un problema de salud publica que afecta

a 1929 Estos paises se

principalmente a paises de Latinoamérica, Asia y Afric
caracterizan por tener condiciones nutricionales y sanitarias deplorables ademas
de ser una enfermedad emergente en paises desarrollados debido a la gran
movilizacién de inmigrantes ®Y. Su importancia radica en la alta frecuencia de
pacientes con neurocisticercosis, que es la forma mas grave y frecuente de la
enfermedad, en esta se puede producir crisis convulsivas, meningitis, deterioro

mental, etc. 1%%?),

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica informé de 198 casos de
cisticercosis hasta la semana 41 del afio 2004. Por otro lado, la frecuencia de la
cisticercosis porcina en rastros de México varia de 0.004% hasta 12%; sin
embargo, estas cifras pueden aumentar si se considera que 35% de la produccion
porcina es sacrificada sin inspeccion; en estos cerdos las frecuencias son de 1.4 a
7 por cada 100 cerdos diagnosticados por inspeccion visual, palpacion en lengua y

técnicas inmunologicas.



2. ANTECEDENTES

2.1 El Zinc

2.1.1 Generalidades

El zinc juega un amplio papel en las funciones corporales, es un componente
esencial de un gran numero de enzimas, incluyendo la anhidrasa carbédnica, la
carboxipeptidasa, la fosfatasa alcalina, la ADN polimerasa, la transcriptasa inversa
y el factor de prolongacion de la cadena proteica. Regula la maquinaria de
expresion de genes, esto afecta la estructura de la cromatina, la actividad de
numerosos factores de trascripcion y de las ARN polimerasas; algunos receptores
hormonales contienen asas digitiformes de zinc en los dominios que se unen al
ADN (23, 24,26).

El zinc es importante en las funciones inmunitarias celulares y desempefa un
papel en la resistencia celular al dano de los radicales libres mediante la
estabilizacion de las membranas celulares, reduciendo asi, el dafio de la
peroxidasa ©2°.

Se estima que un adulto contiene aproximadamente 1.6 g de zinc, donde las
concentraciones mas altas estan en los huesos, la prostata y la membrana
coroides del ojo. El 60% del zinc corporal esta en el musculo esquelético. Entre el

musculo esquelético y el hueso juntos contienen casi el 90% del zinc corporal ¢

Absorcion
Una vez que el zinc pasa al interior de los enterocitos, por un proceso de

transporte pasivo, parte de éste atraviesa la membrana basolateral mediante un



mecanismo que precisa del gasto de energia, ordinariamente ocurre un flujo
bidireccional de este mineral, tanto en el sentido mucosa-serosa como en la
direccién serosa-mucosa ©7.

Una parte del zinc se une a una pequena proteina ligadora de metales pesados
(metalotioneina) rica en cisteina. A mayor cantidad de zinc en la dieta, se induce el
gen del enterocito a producir mas metalotioneina, de esta manera esta proteina
regula la absorcion del zinc y el cobre.

La absorcion de zinc se ve afectada por drogas tales como los diuréticos del tipo
de las tiazidas, antibiéticos como la tetraciclina y las fluoroquinolonas, quelantes
metales como la penicilamina, anticonvulsionantes como el valproato de sodio. El
alcohol también interfiere con la absorcion del zinc e incrementa su excrecion. El
uso a largo plazo de ciertos antihipertensivos como el enalapril y el captopril

también conducen a un déficit de zinc ©7).

Transporte

El zinc que sale de las células epiteliales por la membrana basal, pasa a los
capilares de la lamina propia de las vellocidades y se incorpora a la circulaciéon. En
el plasma, la albumina constituye el mayor transportador del zinc intercambiable
(60%), alrededor del 30% se une a una alfa-2-microglobulina y cerca del 10% se
encuentra ligado a aminoacidos como la histidina y cisterna, el 70% restante se
encuentra débilmente unido a la albumina la cual constituye el mayor
transportador de zinc intercambiable ©”). El total de zinc que esta en circulacion es
del 0.1% del total de zinc en ele cuerpo, es decir solo pasa por ahi para llegar a

las células y almacenarse. El zinc modifica la estructura de la alfa2-



microglobulina y aumenta su interaccidon con citocinas y proteasas, influenciando

de manera indirecta al sistema inmune ©7.

Almacenamiento y excrecion

El zinc no se almacena y se pierde facilmente en el organismo, solo una
pequena parte se encuentra en los enterocitos. En neonatos, el higado puede
contener cierta cantidad de reserva ©.
La mayor excrecion del zinc endégeno acontece por la via digestiva, ya sea en las
enzimas proteoliticas, de origen pancreatico, en la bilis o por la pérdida de células
epiteliales, al renovarse el epitelio intestinal ¢,
En orina se eliminan entre 0.4 y 0.6 mg: en los tegumentos y el sudor se pierde
cerca de 1 mg; en cada eyaculacion se pierde entre 0.6 y 1 mg. La leche humana

contiene entre 1y 2 pg/mL ©7),

Biodisponibilidad

El zinc que se encuentra en carne, higado, huevos y mariscos es mas facilmente
absorbido y retenido que el que esta contenido en los cereales ©
Los fitatos, oxalatos, taninos (polifenoles), la fibra dietética de los alimentos
vegetales y el calcio contenidos en algunos alimentos, interfieren con la absorcion
completa de este mineral. El exceso de hierro, cobre y calcio en la dieta o
administrados en suplementos como los que se prescriben durante el embarazo,

interactuan con el zinc y dificultan su absorcién .



Una vez que los procesos de digestion de los alimentos liberan el zinc, éste puede
unirse a algunos compuestos para formar complejos que favorecen su transporte a
través de las membranas de los enterocitos; aminoacidos como la histidina vy,
probablemente la metionina, actuan en este sentido; un compuesto de metionina-
zinc (monometionina de zinc) registra indices de absorcion mayores que los

obtenidos con sales de sulfato o de poliascorbato ©7.

Toxicidad

El zinc posee una toxicidad relativamente escasa (. Se sabe que dosis de 50 a
150 mg/dia, producen molestias leves de tipo gastrointestinal, dosis de 225 a 450
mg inducen el vémito y dolores mas agudos.
El principal problema del consumo via oral de zinc a largo plazo en dosis altas, es
la deficiencia de cobre. La ingesta de 60 mg/dia de zinc, si no se asocia a la

suplementacion también con cobre, conduce a una deficiencia de este ultimo.

Funciones Bioguimicas.
El zinc es un elemento esencial de diversas moléculas, enzimas, proteinas y
biomembranas. Es requerido para mantener la estructura normal y/o la funcion de

multiples enzimas, incluyendo las involucradas en la trascripcion y translacion de

(13

material genético y la division celular '®. Es necesario para las metaloenzimas

que se encuentran involucradas en el metabolismo energético, en la degradacion y

(28)

sintesis de las proteinas , en la sintesis de los acidos nucleicos, en la

biosintesis del grupo hemo, en el transporte del diéxido de carbono y otras

reacciones bioquimicas ©7),



En su forma idnica, el zinc participa en la conformacion de los polisomas durante
la sintesis de las proteinas. Contribuye a la estabilizacion de las membranas
celulares de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, protegiéndolos de la peroxidacion

inducida por metales pesados o por el oxigeno %>,

Funciones Fisiologicas.

El zinc puede contribuir a la estabilidad de la membrana, actuando a nivel del
citoesqueleto ?*. El zinc es fundamental en el metabolismo celular, con profundos
efectos en el sistema inmune y la mucosa gastrointestinal (' 26 34:3%)

Participa en la produccion de testosterona y otras hormonas sexuales,
involucradas tanto en la formacion de tejido como en la produccion de
espermatozoides . La prostata es uno de los tejidos con mayor concentracion de
zinc en el cuerpo. Concentraciones adecuadas de zinc protegen, a través de
mecanismos enzimaticos, contra la malignizacion de las células y estimulan la
apoptosis ©.

El zinc es necesario para la producciéon de neurotransmisores como la dopamina.
Las neuronas llamadas glutamatérgicas, cuyo principal neurotransmisor es el
glutamato, son ricas en zinc y estan distribuidas en la corteza cerebral, teniendo
relacion con las funciones cognitiva y de memoria ©.

Se considera que los llamados “dedos de zinc” juegan un papel muy importante en
la sintesis de proteinas especificas del sistema nervioso, y se asocia con los
procesos de aprendizaje y memoria ©.

El zinc interacciona con la vitamina A, preservando las funciones de este

nutrimento; sea porque el zinc forma parte de las deshidrogenasas involucradas



en el metabolismo de los pigmentos de la retina, dependientes de la vitamina A, o
bien porque el zinc es necesario para que el higado sintetice la proteina

trasportadora del retinol ¢,

Fuentes naturales de zinc

Se recomienda que los adultos deban ingerir 15 mg de zinc en su dieta. Se
estima que el pescado, las frutas, cereales refinados y los tubérculos, contienen
entre 1 y 5 mg/1000kcal: las carnes de cerdo y aves, la leche, el yogur y el queso
(bajo en grasa), los huevos, las nueces y los alimentos que contiene granos
integros, proporcionan entre 4 y 12 mg/1000 kcal: los crustaceos, los moluscos,
las visceras (rindn, corazén, higado), las carnes de cordero y res, los vegetales de

hojas verdes y las raices son los alimentos mas ricos en este mineral.

2.1.2 El zinc en etapas perinatales

Los diversos estudios realizados tanto en animales de experimentacion y en
humanos han mostrado la importancia del zinc durante la gestacion; en humanos
se requiere del 5 al 7 % del zinc total (100 mg) de una mujer no gestante. El 57%
se deposita en el feto y mientras que el 24% en el musculo uterino. Casi todas las
hormonas y enzimas involucradas en el embarazo son afectadas por la

30)

deficiencia de zinc ©%, pudiéndose presentar una labor de parto prolongada,

ruptura prematura de membrana, efectos teratogénicos M retardo en el

crecimiento intrauterino, en algunos casos muerte del embrién o feto %43 .



El zinc participa en el desarrollo y funcidon de varios 6rganos, higado, corazon,
pulmones, rifiones y cerebro ("), donde puede actuar como un neurotransmisor e
influenciar la divisidon celular, la maduracion y el crecimiento en etapas tempranas
de la vida fetal y asi determinar el desarrollo neuroldgico e intelectual {3031

La deficiencia de este micronutrimento tiene consecuencias inmunoldgicas para el
feto, las cuales pueden persistir en la infancia y se caracterizan por lesiones en la
piel, diarrea, baja tallay peso ©V.

Durante los primeros dos o tres meses de vida los lactantes humanos satisfacen
sus necesidades de zinc a partir de la leche materna, después del sexto mes, la

concentracion disminuye de manera gradual por lo que se requiere de una dieta

adicional que permita satisfacer las necesidades del infante ©7),

2.1.3 El zinc y el sistema inmune

En numerosos estudios se ha demostrado que el zinc es de gran importancia

para el sistema inmune, regula funciones de los linfocitos tales como la
mitogeénesis, y la sintesis de anticuerpos; participa en la activacion de células T y
NK (24, 29,32-34)_
La actividad de las células NK, la fagocitosis de macréfagos y neutrofilos y ciertas
funciones como la quimiotaxis y la generacidn de especies oxidativas son
afectadas por la disminucién de la concentracion de zinc in vivo ©3®). También se
ve disminuida la produccion de citocinas en macréfagos (3¢ 3728),

Este micronutrimento es el principal regulador in vivo e in vitro de la apoptosis en

linfocitos ®¥. Recientemente se ha incrementado el reconocimiento del papel del



zinc en la modulacién inmune y su influencia en el curso y término de infecciones

(2, 8,13, 17,18)

2.1.4 Deficiencia de zinc

Los resultados de mas de tres décadas de trabajos indican que la deficiencia de
zinc rapidamente disminuye la respuesta inmune mediada por células y
anticuerpos ©.

La deficiencia de zinc puede ser causada por sindromes severos relacionados al
mal funcionamiento de metabolismo y/o a defectos genéticos como la
acrodermatitis enteropatica  (causada por la mal absorcidon de zinc), el
alcoholismo, etc., y a causas nutricionales, las cuales son mas comunes e
importantes ('27).

La deficiencia de zinc que prevalece en los paises en vias de desarrollo se debe a
dietas pobres en alimentos de origen animal y altas en fitatos 2.

La deficiencia severa de zinc esta asociada a una severa malnutricién proteico-
calérica grave @, la cual estd asociada con un desajuste significante de la
inmunidad mediada por células, de la funcién fagocitica, del complemento, de las
concentraciones de IgA secretora y de la produccion de citocinas 2.

Una gran variedad de anormalidades inmunolégicas estan asociadas con la
deficiencia de zinc, como cofactor, el zinc influencia la secrecion de la timulina, en
estados deficientes de zinc hay una disminucién en los niveles de esta @, se

presenta también atrofia timica, linfopenia, una reduccion de la respuesta

linfoproliferativa a mitégenos, la disminucion de las células CD4+ y NK y anergia,
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lo cual trasladado a un individuo puede provocar infecciones por hongos, parasitos
y virus G941,

Los diferentes grupos de investigadores han relacionado los niveles bajos de zinc
en plasma con el alto riesgo a padecer enfermedades infecciosas % & 121339
Dado que la sintesis de proteinas depende de numerosas enzimas que contiene
zinc, y que el sistema inmunitario, la piel y el tracto gastrointestinal son tejidos con
un elevado ritmo de sintesis proteica son los mas afectados ©.

La deficiencia de zinc se asociada a anorexia, a crecimiento retardado,
acrodermatitis, alopecia, alteraciones en la piel, diarrea, funciéon inmunitaria
disminuida y retraso de la maduracién sexual (*2").

El zinc se necesita especialmente en el sistema inmunoldgico y en la médula
0sea, lo que explica en términos generales €l porque una deficiencia en zinc es
importante en los mecanismos de defensa (% 3940),

Los efectos de la deficiencia de zinc en células especificas del sistema inmune
son linfopenia en tejidos linfoides (central y periférico) y una disminucién en la
funcioén de los linfocitos B y T. La deficiencia de zinc reduce la actividad timica y
ademas hay disminucién en la produccion de la actividad biolégica de multiples
citocinas como: IL-1,1L-2;1L-3;IL-4,1L-6,IFN-y,IFN-c. , y TNF-g ¢433:35.36),

Una deficiencia mediana en zinc también muestra un desequilibrio en la funcién de
las células Th-1y Th-2 (102429, 33.36)

La células mas susceptible a la modulacién de zinc es el macréfago, que produce

IL-1ay B,IL-12, IFN-a, IFN-B. ©738),
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Hay diversos estudios que han demostrado que la deficiencia de zinc incrementa
la susceptibilidad a una gran variedad de patdégenos, se presenta una pobre
respuesta celular y humoral disminuyendo la capacidad del hospedero para
controlar infecciones ®'®. Evidencia clinica demuestra involucién timica, la cual
puede estar mediada por glucocorticoides ya que su concentracion en sangre se
incrementa en deficiencia de zinc 2.

Niveles adecuados de zinc contribuyen a la preservacion de la relacion CD4:CD8,
el cual es crucial en la infeccién por VIH durante su transicion a SIDA 487,

Se ha propuesto que los niveles de zinc se empleen como marcadores de

progresion de enfermedades, complementando con la cantidad de linfocitos CD4 y

los niveles de alfa-2-microglobulina &7,

En México, el consumo de alimentos de origen animal en la dieta es limitado, la
dieta de la poblacion rural y la urbana marginal se basa principalmente en maiz
frijol y ciertas verduras. Segun la encuesta Nacional de Nutricion realizada en
México en 1999, la prevalencia de la deficiencia de zinc en nifios menores de 2
afnos de edad alcanza un 33.9% y disminuye progresivamente hasta alcanzar una
meseta de 21.4 a 24.4% entre los 5 y 11 afios; la prevalencia de deficiencia de
zinc es significativamente mayor en los nifios de localidades rurales en todos dos
grupos de edad. La region sur del pais presenta los porcentajes mas altos (20.9%
a 51.7%), seguido de la region centro (19% a 30.6%), mientras que la regién norte

es la que presenta los porcentajes mas bajas (5.5% a 14.2%).
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2.1.5 Suplementacién con zinc

Se han llevado a cabo diversos estudios de suplementacién con zinc en mujeres
embarazadas, en uno de ellos fueron suplementadas con 25 mg de zinc al dia, se

encontrd una disminucion en la incidencia de complicaciones durante el parto “").

En nifos que presentaron de bajo peso al nacer y lesiones en la piel, se
suplementaron con zinc y se logro corregir las lesiones de la piel y favorecer el
crecimiento y desarrollo de las funciones inmunes, ademas de disminuir la

mortalidad infantil &% 2331,

La suplementacién con zinc durante los primeros meses de vida de nifios de baja
talla muestra beneficios significativos en el tratamiento y prevencion de diarrea,

enfermedades agudas crénicas y neumonia “?).

Otros estudios indican que la suplementacion con zinc ha logrado disminuir los

periodos febriles ocasionados por Plasmodium falciparum ©2.

En pacientes con hepatitis C presentan una alteraciéon en el metabolismo de
metales tales como el zinc, provocando una deficiencia del mismo, ocasionando
una alteracién en el balance Th1/Th2, se ha utilizado 34 mg de zinc por dia e

interferén como tratamiento, lo que cual se cree corrige esta alteracion (1%
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En otro estudio Prasad, et al, 2004 reporta que la suplementacion con 45 mg de

zinc y 2 mg de cobre por dia protege al individuo del estrés oxidativo.

La suplementacion oral con 500mg/L de zinc realizada en diversos estudios en el
Laboratorio de Investigacion en Inmunologia de la Facultad de Quimica de la
UNAM, empleando un modelo murino en etapas perinatales, arrojan como
resultado el aumento significativo en la proliferacion de linfocitos T, un aumento en
la capacidad fagocitica de macrofagos ©” y un incremento en la expresion de las
citocinas proinflamatorias IL-1 y TNF-a, e IL-12 (38 | 5 evaluacién de las
concentraciones de zinc en diversos tejidos como el utero, la placenta y el bazo
indica altos niveles del elemento debida a la suplementacion “3),

La suplementaciéon oral con zinc de ratones durante la gestacion y la lactancia
incrementa la resistencia en contra de la cisticercosis por Taenia crassiceps '©.

Estudios mas recientes sefialan que el zinc favorece la respuesta Th1, ya que la

produccion de IL-2 e IFN-gamma se incrementa con la suplementacion (.
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2.2 Cisticercosis

2.2.1 Generalidades

La cisticercosis, es una enfermedad parasitaria causada por el metacéstodo de
Taenia solium que se desarrolla en el intestino del humano, su unico huésped
natural definitivo (' 2 4449 E| principal huésped intermediario es el cerdo, en el
que los meta cestodos suelen localizarse tanto en los tejidos muscular, esquelético
y cardiaco, como en el encéfalo, en higado y rara vez en otros sitios "%, La
cisticercosis humana y la porcina tienen grandes implicaciones socioeconémicas y
de salud (1946-48),

En el humano la forma mas severa de la enfermedad es cuando el parasito se
instala en el Sistema Nervioso Central (SNC) causando la Neurocisticercosis
(NCC), la cual se caracteriza por una gran heterogeneidad de sintomas como
cefaleas desde leves a intensas, convulsiones, crisis epilépticas, trastornos en la
conducta e hipertension craneal, la gravedad de la NCC esta asociada a
caracteristicas propias del parasito y de su hospedero “%°0,

La NCC es una de las causas mas frecuentes de enfermedad neurolégica en
humanos, en México y en otros paises de América Latina, Asia y Africa ¢'49,

El desarrollo de la enfermedad persiste a causa de la deficiencia de factores
relacionados con la higiene, educacion e inspeccién sanitaria de carnes “®.

En la mayoria de las zonas rurales el fecalismo al ras del suelo es comun y los
cerdos deambulan por los pueblos y tienen acceso a la materia fecal humana, que

contiene segmentos o huevos de Taenia solium. La escasez de agua es la causa

principal de falta de higiene personal y en la preparacion de alimentos %),
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La poblacion desconoce el riesgo que conlleva el consumo de carne potencial y la
importancia que tienen los cerdos en la trasmisién de la enfermedad. El problema
de la inspeccion sanitaria de carne no ha sido solucionado por las autoridades de
salud, con excepcion de las plantas TIF y algunos rastros de las grandes
ciudades, o bien no se lleva a cabo o se efectua de forma superficial y en
ocasiones de manera corrupta (1922,

El parasito Taenia solium permanece durante muchos afos en el intestino del ser
humano. Los metacéstodos en el musculo del cerdo desencadenan una reaccion
inflamatoria a su alrededor entre el primer y tercer mes postinfeccion. En cerdos
infectados experimentalmente se ha observado que a partir de los dos primeros
meses después de la infeccion las células inflamatorias invaden al parasito y lo
transforman de vesicular a coloidal o caseoso. La reaccion inflamatoria es mucho
mas tardia en el tejido nervioso. Se ha observado que cuando los metacéstodos
en musculos ya estan caseosos y cuando ya solo se encuentran cicatrices, los del
encéfalo estan todavia vesiculares, con una reaccion inflamatoria muy leve. Este
hecho explica la longevidad de las larvas en forma vesicular en el sistema
nervioso central en los seres humanos ).

La rapidez de la destruccion depende probablemente de factores como el estado
nutricional del animal y su capacidad para producir la respuesta inmunolégica
efectiva (1929

En México se ha observado, sin embargo, que los parasitos son eliminados con
mayor rapidez, esto ultimo podria deberse a la ingestion de sustancias vermifugas,

por ejemplo, la semilla de calabaza y diferentes infusiones de hierbas (192022,
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En encuesta serologicas realizadas en México se ha establecid que la
seropositividad en la poblacion humana abierta es de 12%. De acuerdo a datos del
Instituto Nacional de Neurologia, 11% de todos los casos que ingresan con
trastornos neuroldgicos a este nosocomio, se deben a neurocisticercosis (%9

Los datos mas precisos recabados con base en registros de autopsias realizadas
en diferentes instituciones hospitalarias indican en la poblacién adulta de un 0.8%
hasta 3.5% de NCC. Ademas del impacto en la salud humana también presenta

implicaciones socioecondmicas consecuencia de la discapacitacion del paciente

asi como de los costos que implican su diagnéstico y el tratamiento ©.

El diagndstico de la neurocisticercosis en seres humanos de lleva a cabo por
métodos seroldgicos:ELISA o inmunoelectotransferencia (IET, Western Blot) y por
imagenologia-tomografia computarizada o RMN (19:20:49),

Debe tenerse claro que una campana para controlar la teniosis-cisticercosis en un
pais debe comprender: educacion de la poblacion (higiene personal, higiene para
preparar alimentos e instalacion obligatoria de letrinas en todos los hogares);
inspeccidn sanitaria de toda carne destinada para el consumo humano; combatir la
corrupcion en la compra y venta de animales y sus derivados %%,

La irradiacion de la carne con 0.3 kGy, es una tecnologia ya bien establecida y
permitida en muchos paises es otro método recomendable que tiene la ventaja de

inactivar varios agentes patdgenos al mismo tiempo, lo que beneficiaria en forma

importante a la salud de la poblacién en general ©V.
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2.2.2 Ciclo de vida de Taenia solium

El ciclo de vida de T. solium se puede dividir en dos etapas; la primera ocurre en el
hospedero intermediario y la segunda en el definitivo (Figura 1c). El ser humano es
el unico hospedero definitivo del gusano adulto y es el responsable de la infeccion

de los hospederos intermediarios humano y porcino @".

La primera etapa se inicia con la ingestién de los huevos de T. solium (Figura 1a)
por el hospedero intermediario. Las enzimas proteoliticas del estbmago e intestino
destruyen al embrioforo (una de las envolturas protectoras que protegen al
embridén para sobrevivir en el medio ambiente) liberando al embrién Se cree que
el embrién hexacanto activado (también conocido como oncosfera) atraviesa la
mucosa intestinal por la accion combinada de sus ganchos que desgarran el
tejido y de secreciones liticas que digieren la mucosa. Posteriormente, el embrion
alcanza los capilares sanguineos y linfaticos que lo llevan a diferentes 6rganos, en
donde se desarrolla hasta convertirse en un cisticerco

El cisticerco (figura 1b) es una vesicula translucida, ovoide o circular de 5 a 10 mm
de diametro con un pequefio gusano o escoélex metido hacia dentro (invaginado),
que puede permanecer en los tejidos del hospedero intermediario durante varios
afios, rodeado por una capsula de tejido conectivo. La vesicula esta llena de un
fluido transparente que contiene proteinas del parasito y del huésped. Cabe hacer
notar que el tegumento y la pared vesicular son el sitio de contacto del parasito
con el hospedero y desempefia un papel central en el mantenimiento de la

relacién hospedero-parasito ¢,
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El ciclo de vida continda cuando el ser humano consume carne de cerdo infectada
e ingiere uno o varios cisticercos viables. La masticacién, las sales biliares y las
proteasas digestivas destruyen la pared vesicular e inducen la salida o
evaginacion del escélex. Una vez evaginado, el escolex se fija en la pared del
yeyuno por medio de sus ventosas y ganchos rostelares. A partir de entonces el
escolex comienza a crecer y diferenciarse hasta convertirse en gusano adulto 7.
La tenia adulta mide entre 1.5 m y 5 m de longitud y su cuerpo esta formado por el
escolex, el cuello y el estrobilo. El estrébilo es una cadena de segmentos o
proglétidos que se desarrollan a partir del cuello. Los proglétidos poseen cientos
de testiculos y un ovario trilobulado, por lo que se piensa que se autofecunda para

(1)

producir hasta 50,000 huevos La contaminacion de aguas y alimentos con los

huevos es favorecida por el fecalismo al aire libre, el hacinamiento y la falta de

| 1929 Se ha demostrado que el principal factor de riesgo es la

higiene persona
presencia de un portador de tenia en el ambiente cercano. Un ciclo de vida se
cierra cuando el hospedero intermediario ingiere los huevos que contaminan

alimentos y agua (192",
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Figura 1a) Micrografia electrénica de barrido de un huevo de Taenia solium. E:
embrioforo, G: ganchos oncosferales, O: oncosfera. Figura 1b) llustracion
esquematica de la larva o cisticerco de Taenia solium. C: canal espiral, Ex:
escolex, P: pared vestibular, Pv: pared vesicular y V: espacio vestibular. Figura
1¢) Ciclo de vida de Taenia solium.
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2.2.3 La cisticercosis experimental murina por T. crassiceps

Taenia crassiceps es un cestodo que en su forma adulta puede encontrarse en los
intestinos de caninos (zorros) de Europa y Norte América. El cisticerco se

(52,53

reproduce de manera asexual por gemacién ). Esto ha facilitado enormemente

su estudio, ya que puede mantenerse en el laboratorio inoculando los cisticercos
en la cavidad peritoneal de un raton 3%,

Este modelo experimental es una fuente de antigenos que se utilizan en
inmunodiagnéstico de la enfermedad en humanos y para probar vacunas contra
la cisticercosis porcina por T solium ©%.

Ademas, la cisticercosis experimental murina por T. crassiceps es un sistema
experimental que nos ayuda a estudiar los factores biolégicos y genéticos
involucrados en la susceptibilidad o resistencia del hospedero hacia la infeccion, la
modulacion de los mecanismos de la respuesta inmune celular y humoral, asi

como la naturaleza de las células inflamatorias e inmunocompetentes involucradas

y los cambios endocrinoldgicos ocurridos en el hospedero durante la infeccion ©*

56)

2.2.4 Inmunologia de la cisticercosis
2.2.4.1 Inmunidad humoral.

La presencia de los cisticercos en los tejidos del hospedero humano o porcino

induce la formacion de una respuesta inmune.

21



Se ha encontrado que la respuesta humoral no participa con la destruccion del
metacéstodo. En la cisticercosis experimental los anticuerpos anti-GK1, inducidos
por la vacunacion afectan la capacidad de los cisticercos en transformarse en
gusanos adultos ©7).

Algunos estudios han mostrado que el tiempo promedio para la aparicién de los
sintomas después de la infeccion en los pacientes es de 7 afios y puede llegar
hasta los 20 afios. En la cisticercosis humana se presenta altos niveles de IgG,
sin embargo, estas moléculas no se relacionan con el dafio a los cisticercos.

En la cisticercosis porcina, la superficie del cisticerco, asi como la capsula
inflamatoria formada por el hospedero, estan cubiertas por inmunoglobulinas del
cerdo, se ha descrito una molécula de 55 kDa que se une a la region Fc 1920,

Los estudios sobre el mecanismo inmune de proteccion se han realizado
principalmente en modelos experimentales de rata y ratén. En estos modelos se
ha encontrado que el mecanismo de proteccion dependera de la etapa de
desarrollo del parasito. En rata y ratdon se ha visto que la resistencia natural a la
infeccion por oncosferas de T. taeniaeformis tiene componentes humorales. Esta
resistencia se detecta en suero a partir de la segunda semana de infeccion. Existe
evidencia de que el mecanismo de resistencia depende del complemento. Sin
embargo, después de la primera semana se pierde parte de la susceptibilidad del
parasito a este mecanismo humoral de ataque. No obstante, después de esta
etapa es posible inducir resistencia con extractos de cisticercos; la resistencia, si
bien es humoral, depende de un perfil de isétipos diferente al producido después
de la infeccion oral. Por otra parte, la IgA se ha involucrado en la resistencia

natural transferida de ratas madres a sus crias durante la lactancia (%2,
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2.2.4.2 Inmunidad celular

El hospedero es capaz de producir un infiltrado inflamatorio, cuyo perfil molecular
es complejo y puede eventualmente eliminar al parasito. Por ejemplo, en el
humano, en la cisticercosis meningea, una de las formas relativamente benignas
de la enfermedad, la reaccion inflamatoria es, en general, escasa y el infiltrado
estd compuesto por linfocitos, células plasmaticas y epiteliales, pocas veces
células gigantes y rara vez se observan eosindfilos. En contraste, en el caso de la
neurocisticercosis, la reaccion inflamatoria esta constituida por numerosas células
inflamatorias entre las que se identifican linfocitos, células plasmaticas, algunos
cuerpos de Russell, células epitelioides, numerosas células gigantes, pocos son
polimorfonucleares y eosindfilos. El caso de la respuesta del cerdo es diferente, en
la cisticercosis porcina en musculo esquelético, los eventos celulares durante la
destruccion del parasito sugieren un proceso secuencial comenzado por los
eosindfilos. Una vez iniciada la destruccion, se incrementan los macrofagos,
células epitelioides, asi como células gigantes que invaden la cavidad para
fagocitar el exudado y los restos de la larva. Los linfocitos forman agregados
similares a foliculos, simultaneamente los eosindéfilos parecen retirarse de la region
mas interna del proceso inflamatorio y se observan dispersos entre los demas
elementos de la reaccion granulomatosa (1% 29:69),

Las personas infectadas pudieran tener mayor susceptibilidad a otras

enfermedades, lo cual puede sugerir cierta inmunodeficiencia. Se ha descrito que

la proliferacion celular a mitdgenos se encuentra disminuida en pacientes con
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cisticercosis . En algunos estudios se ha reportado un factor de ARN que inhibe la
activacion de linfocitos por fitohemaglutinina. Sin embargo, se ha encontrado que
los extractos del metacéstodo de la T. solium pueden ser mitogénicos para
linfocitos de raton.

La cisticercosis causada por Taenia crassiceps induce un inmunosupresion
temprana hacia la respuesta linfoproliferativa a ConA ©). Se ha reportado también
que algunos antigenos de excrecion/secrecion del cisticerco de T. crassiceps

pueden inducir la apoptosis de linfocitos T CD4+ 79,

2.2.4.3 Mecanismos de evasion

Se ha propuesto que el cisticerco emplea varios mecanismos para evadir la
respuesta inmune del hospedero y sobrevivir por largos periodos. Entre los
mecanismos propuestos se pueden mencionar (19 20: 52 58:59)

1) secrecion de antigenos inmunodominantes para desviar a los anticuerpos lejos
de la superficie ("cortina de humo")

2) enmascaramiento de la superficie con moléculas del hospedero

3) modulacion o supresion de la respuesta inmune del hospedero

4) establecimiento del parasito en hospederos inmunosuprimidos y

5) alojamiento en lugares inmunolégicamente privilegiados, como el sistema

nervioso.
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2.2.5 Vacuna

Entre las distintas estrategias propuestas para el control de la cisticercosis por T.
solium, se ha desarrollado y evaluado en condiciones naturales de transmision la
vacuna sintética SP3vac, la cual esta constituida por 3 péptidos sintéticos GK1,
KETc1Y KETc12, provenientes de la superficie del parasito “®%®). En el modelo
murino estos péptidos provienen de una biblioteca de cDNA de Taenia crassiceps

(4662) " Estudios previos demostraron que el péptido GK1 presenta una mayor

inmunogenicidad que los otros dos péptidos 8%

2.2.5.1 El péptido GK1

El péptido GK1, es una secuencia de 18 aminoacidos
(GYYYPSDPNTFYAPPYS(A) que se expresa en diferentes etapas del ciclo de
vida de T. solium contiene al menos 1 epitopo reconocido por células B “4).

GK1 ha demostrado su capacidad para inducir una respuesta humoral contra los
antigenos y péptidos de T. crassiceps sin necesidad de una proteina
transportadora 7.

Estudios hechos empleando inmunofluorescencia revelan que los anticuerpos anti-
GK1 reaccionan contra la proteina nativa del tegumento de T. crassiceps y
también contra las estructuras anatomicas de T. solium (huevos, cisticercos, tenia,
etc.) (63) GK1 también contiene, al menos, un epitopo para células T, el cual es
capaz de estimular la proliferacion de células T CD8+ y pocas T CD4+. El

sobrenadante de las células estimuladas con mitdgenos contiene altos niveles de

IFN-y y bajos niveles de IL-4 “7).
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Resultados similares fueron obtenidos en la produccion intracelular de citocinas, lo
cual nos indica que GK1 tiene la capacidad de inducir una respuesta inmune
inflamatoria.

La proteccion inducida después de la inmunizaciéon, sus propiedades
fisicoquimicas y su presencia en todos los etapas del desarrollo de T. solium, dan
a GK1 la oportunidad ser un candidato para formar parte de la vacuna contra la

cisticercosis 863,

La vacuna se desarrollo y se probé inicialmente en un modelo experimental de
cisticercosis murina donde se obtuvieron resultados promisorios de proteccion
para su posterior evaluacién en cisticercosis porcina ¢

En el cerdo indujo una elevada capacidad protectora tanto en términos de
animales totalmente protegidos como en el numero vy viabilidad de los parasitos
instalados en el animal vacunado, respuesta que se acompano por un perfil

inmunoldgico del tipo Th1 4,

2.2.6 La respuesta Th

En 1986 Mosma y colaboradores comenzaron una revolucién conceptual al dividir
las células T cooperadoras (Th) en dos poblaciones: Th1 o respuesta de tipo
celular caracterizada por la produccion de IFN-y e IL-2, comunmente relacionada
con la eliminacion de parasitos intracelulares y la respuesta de tipo Th2 o
respuesta de tipo humoral caracterizada por la produccion de IL-4 e IL-10,

relacionada con la eliminacion de parasitos extracelulares "V (Figura 2).
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Se ha comprobado que la respuesta Th2 juega un papel critico en la defensa del
hospedero contra infecciones causadas por helmintos, principalmente las
causadas por nematodos intestinales. Sin embargo, varios estudios han
demostrado que algunas infecciones ocasionadas por helmintos no son
controlados por este tipo de respuesta, por ejemplo, se ha reportado que la IL-12
controla  la infeccion por Schistosoma Mansoni ©”. En la cisticercosis
experimental murina causada por Taenia crassiceps, la respuesta Th2 se ve
favorecida, postulandose como una respuesta Th1 en la fase temprana de la

infeccion y hace un cambio a Th2 conforme se incrementa la carga parasitaria y

58, 65,70)

el tiempo de infeccion ¢ . Estos resultados sugieren que la respuesta Th1 es

importante para evitar el establecimiento del parasito ©¢’?.
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Figura 2. Respuesta inmune Th. Las células T cooperadoras (Th) se dividen en
dos poblaciones: Th1 o respuesta de tipo celular caracterizada por la produccién
de IFN-y e IL-2 y la respuesta de tipo Th2 o respuesta de tipo humoral
caracterizada por la produccién de IL-4 e IL-10.
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3. Justificacion

Los estudios previos realizados en el laboratorio de Investigacion en Inmunologia
han demostrado que la suplementacién oral de ratones con zinc durante la
gestacion y la lactancia es capaz de incrementar la resistencia en contra la
cisticercosis causada por el cisticerco de Taenia crassiceps. Esta infeccion en
condiciones naturales de ingesta de zinc, se acompafa por una respuesta Thl en
tiempos tempranos que hace un cambio a Th2 conforme avanza el periodo de
infeccion (3 semanas). En animales suplementados con zinc, se induce una clara
respuesta Thl la cual se mantiene 30 dias después de la infeccion. Asi, la
suplementacion con zinc permite el desarrollo de una respuesta inmunoldgica Thl
mas eficiente durante los primeros dias de la infeccion que al sostenerse parece
controlar el crecimiento del parasito. Considerando que la resistencia a la
cisticercosis pueda inducirse por suplementacion oral con zinc 'y por vacunacion, y
gue en ambos el comin denominador es la generacidbn de una respuesta
inmunolégica del tipo Thl, es posible que se pudiera inducir una respuesta

protectora mas eficiente por inmunizacién de animales tratados con zinc.

4. Hipotesis
La vacuna sintética presentara& mejores niveles de proteccion cuando se
administre en ratones, que por la suplementacion en etapas embrionarias y

perinatales con zinc, permita que predomine un perfil Th1.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la capacidad protectora de la vacuna sintética contra la cisticercosis
murina en ratones con un perfil inmunolégico Thl predeterminado por la ingestion

de zinc.

Objetivos Particulares

Evaluar el efecto de la vacuna contra la cisticercosis murina en animales

suplementados con zinc midiendo la carga parasitaria.

Evaluar el efecto de la vacuna contra la cisticercosis murina en animales

suplementados midiendo la respuesta celular.

Evaluar el efecto de la vacuna contra la cisticercosis murina en animales

suplementados midiendo la respuesta humoral.
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6. Material y Métodos

6.1 Modelo Bioldgico

Para realizar este estudio se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c AnN
de entre 4 y 6 semanas de edad (Fragoso G, et al 1996). Los animales se
mantuvieron en condiciones de bioterio. Se alimentaron ad libitum con alimento
comercial (Lab Diet 5015 PMI Foods Inc St Louis MO, USA), con una concentracion de

74 ug de Zn/g de alimento.

6.2 Grupos Experimentales

Se utilizaron 6 grupos de 10 hembras. Tres de los grupos provienen de hembras
que fueron suplementadas durante la gestacion y lactancia con acetato de zinc
(Mallinckrodt, Kentucky, USA) en el agua de beber en una concentracién de 500
mg/L (estudios realizados reportan que el consumo de agua en este modelo
experimental es aproximadamente de 5 mL de agua por dia, por lo tanto los
animales suplementados con zinc reciben 2.5 mg de zinc, los otros tres grupos

provienen de hembras no suplementadas.

6.3 Vacuna Sintética

La vacuna fue el péptido sintético GK1 diluido en saponina. GK1 es uno de los tres
componente de SP3Vac, esta compuesto por 18 aminoé&cidos
(GYYYPSDPNTFYAPPYS(A) y se expresa en las diferentes etapas del ciclo de

vida de T. solium “* 4863
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Grupo Tratamiento Inmunizado
con:
I Zn- GK1
Il Zn+ GK1
1] Zn- Adyuvante
v Zn+ Adyuvante
\Y Zn- -
VI Zn+ -

Tabla 1. Grupos experimentales

6.4 Inmunizacion

Los grupos | y Il se inmunizaron, via subcutanea (aguja para insulina de 27G x 13

mm BD PLASTIPAK), con el péptido GK1 a una dosis de 10 pg/ mL, utilizando

como adyuvante saponina (Sigma,St Louis, MI, USA) a una dosis de 10ug/mL.

Los grupos Ill y IV se inyectaron, via subcutdnea, con saponina a una dosis de

10pg/mL. Los grupos V y VI no fueron inmunizados.

Diez dias después de la primera inmunizacién los animales recibieron una

segunda dosis.
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SUPLEMENTACION CON 500 mg/L de ZINC

GESTACION LACTANCIA POST-DESTETE | VACUNACION | INFECCION
(3 SEMANAS) (3 SEMANAS) (1 SEMANA) (20 DIAS) (30 DIAS)

10 dias
22 Inmunizacion? ! i
BALB/c AnN con 4 y obtencion de Infeccién con
semanas (_1e e_d,ad 1 suero3 cisticercos  suspendidos
1alnmun|_z§1C|on2 en 0.7 mL de PBS por via
y obtencion de || intraperitoneal*
suero® 10 dias obtencién de suero 3
Sueros antes de la |I
primera inmunizacion 30 dias
y antes de infectar #
Cultivo de células Cosechay cuenta
esplénicas® parasitaria

Figura 2. Tiempo de suplementacién y diagrama del modelo experimental.
! Los grupos II, IV y VI provienen de hembras que fueron suplementadas durante la gestacion y
lactancia con 500 mg/L acetato de zinc, los otros tres grupos provienen de hembras sin
suplementar.  Los grupos | y Il se inmunizaron, via subcutanea con el péptido GK1 (10 png/mL),
utilizando como adyuvante saponina (10ug/mL). Los grupos Il y IV se inyectaron, via subcuténea,
con saponina (10pg/mL). Los grupos V y VI no fueron inmunizados. Diez dias después de la
primera inmunizacién los animales recibieron una segunda dosis de la vacuna o adyuvante. ® Sé
sangro via retrorbital, se separ6 el suero y se congelé a—-20°C. Con estas muestras se realizo un
ELISA, para medir la cantidad de anticuerpos producidos por el hospedero. * Después de un
periodo de infeccion se colectaron los cisticercos de la cavidad peritoneal, se realiz6 el conteo de
los cisticercos utilizando un microscopio y asi se establece la carga parasitaria. > Se evalud la
inmunidad celular de los diferentes grupos de tratamiento sin infectar. Se obtuvieron macréfagos
peritoneales y células esplénicas para estimularlas con antigenos especificos y no especificos, y
asi, medir la capacidad de los linfocitos para proliferar.
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6.5 Obtenciéon de muestras bioldgicas

Todos los ratones de los grupos experimentales se sangraron antes de la primera
inmunizacion, antes de la segunda inmunizacion y antes de la infeccion. Se separ6

el suero vy se congel6 a—-20°C.

6.6 Infeccion Experimental

Los cisticercos para la infeccidon y la preparacion del antigeno fueron obtenidos de
la cavidad de un ratén hembra infectada de 3 a 6 meses con la cepa ORF (de
rapido crecimiento) de Taenia crassiceps aislada por Freeman en 1962.

En condiciones estériles se obtuvieron los parasitos y se lavaron tres veces con
PBS (Buffer de Fosfatos pH 7.2). Los ratones fueron infectados con 10
cisticercos (de 2 mm de didmetro, sin gemas) suspendidos en 0.7 mL de PBS por
via intraperitoneal, se utilizd6 una aguja de 25G x 16 mm (BD YALE No Cat 302572

Méx).

6.7 Carga Parasitaria

Después de un periodo de infeccién de 4 semanas se colectaron los cisticercos
localizados en la cavidad peritoneal de cada uno de los ratones de los diferentes
grupos experimentales, se realizé el conteo de los cisticercos utilizando un

microscopio y asi establecer la carga parasitaria “* 83,
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6.8 Proliferaciéon linfocitaria

Se evalud la inmunidad celular de los diferentes grupos de tratamiento sin infectar
de acuerdo al siguiente protocolo. En condiciones de esterilidad se obtuvieron
macrofagos peritoneales y células esplénicas y fueron resuspendidas en medio
RPMI 1640 (Hyclone, No. Cat. B-0304-Ax,UTA) suplementado con L-glutamina
(0.2mM), aminoacidos no esenciales (0.01mM), penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 pg/ml) y suero fetal bovino al 10% (Hyclone, No. Cat SV30014-
01). Se determina el nimero de células por medio de una camara de Neubawer.
En todos los casos se observo una viabilidad celular mayor al 95% utilizando la
exclusion del colorante vital azul tripano (Flor Laboratorios, USA). La suspension de
linfocitos se ajustdé a una concentracién de 4 x 10%mL y la suspensién de
macréfagos se ajustdé a una concentracién de 2 x 10° células/mL. De cada
suspension se tomo6 50 pL y se colocaron en una placa de 96 pozos (Costar No Cat
3596, USA). Por cada raton se utilizaron 12 pozos, 3 pozos se estimularon con
medio RPMI, los siguientes 3 con Concanavalina A a una concentracion de 5
pg/ml (No. Cat 2490, Méx), los 3 siguientes con AgTs a una concentracion de 10
pg/ml (Instituto de Investigaciones Biomédicas) y los ultimos 3 pozos con el péptido
GK1 a una concentracién de 10 pg/ml (Instituto de Investigaciones Biomédicas). Las
células fueron incubadas a 37°C en una atmosfera humeda con 5% de CO, de.
Después de 48 horas de incubacion las células son pulsadas con 1 pCi por pozo
de Timidina tritiada (Amersham Life Science, Little Chalfont, U.K.) durante 18 horas.
Se midio la incorporacion de la marca radioactiva utilizando un contador de
centelleo 1205 B-plate  (Wallac Oy,20101 Turku 10, Finland). Los resultados

obtenidos se dan en cuentas por minuto.
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6.9 Deteccidén de anticuerpos por ELISA

Para evaluar la formacion de anticuerpos en los diferentes grupos de tratamiento
se realizo el siguiente protocolo “* Se sensibilizé6 una placa de 96 pozos (Nunc,
Roskilde, Denmark) con 100 pL por pozo de antigeno (fluido vesicular del
cisticerco de T. crassiceps) diluido 1:100 en amortiguador de carbonatos pH=9.6
durante una hora a 37°C o toda la noche a 4°C. Los pozos son lavados 3 veces
con una solucion de PBS/Tween 0.3% e incubados con 100 uL PBS/BSA 1%
durante una hora a 37°C. Se lavo la placa y se incubo con 100uL de suero
problema diluido 1:100 en PBS/BSA 1% durante una hora a 37°C. Se lavo la
placa y los anticuerpos especificos fueron detectados con 100uL del conjugado
a-lgG unido a peroxidasa alcalina (Sigma,St Louis, MI, USA) en dilucion 1:6000 en
PBS-BSA1%, se dejo incubar durante una hora a 37°C. Se lavo la placa y se
adiciono 100 pL del sustrato paranitrofenilfosfato diluido en amortiguador de
dietanolamida a una concentracion de 1mg/mL por pozo, se incubo a 37°C
aproximadamente 20 minutos. Se detuvo la reaccion con 50 uL por pozo de
H,SO, 0.2 M. Los valores de absorbancia se miden a 405 nm en un lector de

ELISA (Opsys MR).

6.10 Analisis estadistico
Se utilizo la prueba ANOVA para diferencias entre la poblacion y la prueba t de
student para las diferencias entre grupos, con un nivel de significancia (P< 0.05).

Se utilizo el software GraphPad Prism 3.0.
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7. RESULTADOS
A. Efecto del zinc sobre la capacidad protectora del péptido sintético GK1

medido como carga parasitaria.

Con el propésito de conocer el efecto inmunolégico del zinc sobre el efecto
protector del péptido GK1 contra la cisticercosis murina experimental se realizé el
conteo de los parasitos viables en el peritoneo de los ratones suplementados con
zinc.
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Grafica 1. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la carga parasitaria en a) ratones
inmunizados con GK1 (10 pg/ratén), b) inmunizados solo con el adyuvante (10 ug/raton),
c) ratones control (sin vacunar). * p< 0.0001
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B. Proliferacién Celular

Con el proposito de conocer el efecto inmunologico del zinc sobre el efecto
protector del péptido GK1 contra la cisticercosis murina experimental se evalu6é la
proliferaciéon celular de los animales en experimentacion, los resultados que se

obtuvieron son los siguientes:
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Grafica 2. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la respuesta proliferativa de
células esplénicas estimuladas in vitro con Concanavalina A (5 pg/mL), determinado por la
incorporacién de [*H] timidina tritiada, en animales a) inmunizados con GK1: b)

inmunizados con saponina; ¢) sin inmunizar. * p< 0.05.
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Respuesta celular a antigenos especificos

1250 Antigeno Total de T. solium

1000

750

H TdR cpm

500

250

0
Cl/Zn- ClzZn+ Ady/Zn-  Ady/Zn+  VaclZn-  Vac/Zn+

b)
1250- GK1
1000-

750+

500

*H TdR cpm

250

0
C/zZn- ClZn+ Ady/Zn-  Ady/Zn+  Vacl/Zn-  Vac/Zn+

Gréfica 3. Efecto de la suplementaciéon con zinc sobre la respuesta proliferativa de
células esplénicas estimuladas in vitro con a) con AgTs (10 ug/mL); b) con GK1 (10

ng/mL), determinado por la incorporacion de [*H] timidina tritiada. * p< 0.05.
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Respuesta celular sin estimulacién antigénica

1250 =
1000 =
750 -

500 -

3H TdR cpm

250 =

0
Control/Zn- Ady/Zn- Vac/Zn- Vac/Zn+

Grafica 4. Efecto de la suplementacién con zinc sobre la respuesta proliferativa de
células esplénicas sin estimulacion in vitro de animales inmunizados con GK1 y de
animales de los grupos control, determinado por la incorporacion de [*H] timidina tritiada
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C. Deteccion de anticuerpos por ELISA

Con el proposito de conocer el efecto inmunologico del zinc sobre el efecto
protector del péptido GK1 contra la cisticercosis murina experimental se realizé un
ELISA, los resultados son los siguientes:
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Gréfica 5. Efecto de la suplementacion con zinc sobre la produccién de anticuerpos anti-
GK1 en a) ratones inmunizados con GK1(10 pg/mL); b) ratones inmunizados con
saponina (10 pg/mL); ¢) en ratones sin inmunizar. * p< 0.0001.

40



8. DISCUSION

La deficiencia de zinc es un problema grave en nuestro pais. Los efectos
relacionados con este problema se reflejan en la salud y particularmente en el
sistema inmune.

Trabajos previos de Prasad, Shankar, Dardenne, etc., han demostrado que la
deficiencia de zinc incrementa la susceptibilidad a una gran variedad de
patdgenos; presenta una respuesta celular y humoral disminuida, y afecta la
capacidad del hospedero para controlar las infecciones.

La cisticercosis es wuna enfermedad con grandes implicaciones
socioeconomicas y de salud. Considerando el papel de los cerdos como
hospederos intermediarios en el ciclo de vida de Taenia solium, grupos de
investigacion se han dedicado a desarrollar una vacuna efectiva que prevenga
la cisticercosis porcina como medio para reducir la transmision a humanos y
cerdos “7).

En trabajos anteriores del laboratorio de investigacién en inmunologia se habia
demostrado que el zinc disminuye 50% la carga parasitaria ', se utilizé un
modelo experimental murino, se suplementé con 500 mg/L de zinc en el agua
de bebida durante la gestacion y la lactancia. Se reporté que el zinc
incrementa la resistencia en contra de la cisticercosis causada por el cisticerco
de Taenia crassiceps. En Toledo et al 1999, se menciona que la respuesta
generada contra el péptido GK1 protege al hospedero contra la cisticercosis

murina, ya que se genera tanto la respuesta celular como la humoral. Se
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Indica, ademas, que los niveles de proteccion contra la cisticercosis
experimental murina se encuentran entre el 40y el 70%.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio nos indican que la
suplementacion con zinc le confiere una proteccion al hospedero del 49%. La
combinacién del suplemento con zinc mas la inmunizacién con GK1 le da a
nuestro modelo experimental una proteccion del 67% (Grafica 1).

Los ratones suplementados con 500 mg/mL de zinc por periodos mayores a 9
semanas presentan una resistencia a esta parasitosis mayor, comparada
con sus controles. Una posible explicacion sobre el incremento en la
resistencia puede atribuirse a que la suplementacion con zinc durante la
gestacion puede afectar el desarrollo del sistema inmune, promoviendo de
manera indirecta el desarrollo de un mayor repertorio antigénico dentro de la
inmunidad innata, lo cual puede ayudar a controlar esta parasitosis. Ademas,
se sabe que los requerimientos de zinc durante estas etapas aumentan, por lo
que los niveles de zinc tienden a disminuir. La suplementacion puede ayudar a
restablecer los niveles de zinc y lograr el mantenimiento de una respuesta
inmune mas eficiente en contra de agentes infecciosos, como en la
cisticercosis murina. La resistencia a la cisticercosis murina esta dada por la
respuesta celular Th1, este perfil le confiere al hospedero proteccion al evitar

el establecimiento del parasito ).

Entre las anormalidades bioquimicas e inmunolégicas mas importantes que
se presentan en animales deficientes de zinc se encuentra la respuesta

celular disminuida, la cual puede ser ocasionada por dafios en la integridad

42



de la membrana celular, ya que este metal la estabiliza y ademas juega un
papel muy importante como modulador de la sefializacion celular (72)

En este trabajo vemos que la proliferacién celular, en los tres tratamientos,
producida en respuesta a la estimulacion con ConA (Grafica 2) aumenta en los
grupos que fueron suplementados con zinc, comparado con sus controles.

En cuanto a la estimulacion in vitro con el antigeno total del parasito (grafica
3a) los resultados muestran que en los animales inmunizados con el péptido
GK1 y suplementados con zinc la proliferacion celular disminuye
significativamente. En los animales suplementados con zinc e inmunizados con
saponina la disminucion en la proliferacion celular también es significativa,
comparando con los controles. Solo en los animales sin inmunizar y
suplementados con zinc se nota un aumento en la proliferacién pero la
diferencia entre ambos grupos no es significativa.

En la grafica 3b se observa que la proliferacién celular, producida por la
estimulacion in vitro con el péptido GK1, en animales suplementados con zinc
e inmunizados con la vacuna disminuye significativamente. La proliferacién
celular en animales suplementados con zinc e inmunizados con saponina
también disminuye y la diferencia es significativa. En los animales sin
inmunizar y suplementados con zinc se nota un aumento en la proliferaciéon
pero la diferencia entre ambos grupos no es significativa.

Fragoso et al 2001, reporta que la proliferacion celular en ratones infectados
con Taenia crassiceps aumenta con la suplementacion con zinc.

En Lastra et. al 2001, se menciona que el zinc tiene una accién mitogénica

sobre linfocitos esplénicos de ratones suplementados (500mg/L) durante 6
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semanas. La suplementacion con 500 mg/L de zinc durante 6 semanas
aumenta la produccion de las monocinas IL-1, IL-12, TNF-a y de las linfocinas
IFN-y e IL-2, en tanto que la suplementacion durante 9 semanas disminuye IL-
1, IL-12 y aumenta TNF-a ®®. Se menciona también que la prolongacion de la
suplementacion con 500mg/L de zinc durante 9 semanas o el aumento de la
dosis (1000 mg/L) puede inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias, la
apoptosis, la modulacién de la sefializacion celular y desestabilizar la
membrana, lo que a la larga, puede llegar a ser toxico. Esta toxicidad puede
alterar reacciones bioquimicas y manifestarse como una inhibicién de la
respuesta inmune en general ©7).

Mocchegiani, et al 2000 indican que el zinc es muy importante en la fase
GO0/G1 del ciclo celular y que altas dosis del elemento (900uM) ocasiona un
arresto en el ciclo celular. La administracion de zinc debe ser cuidadosamente
monitoreada para obtener efectos 6ptimos sobre la respuesta inmune.

Segun Spolski et. al 2000, la disminucién de la proliferacion celular en la
cisticercosis murina por T. crassiceps se debe a ciertos antigenos de
excrecion/ secrecion del cisticerco °®°%). Estos antigenos también interfieren en
la produccion de IFN-gamma e IL-4, ademas de favorecer la apoptosis de los

linfocitos T 5859,

En la Gréfica 5 vemos que la produccion de anticuerpos anti-GK1 en los
animales que fueron suplementados con zinc e inmunizados con GK1,
disminuye significativamente en comparacion a sus controles, En los animales

inmunizados con saponina y suplementados con zinc la produccién de
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anticuerpos se eleva, pero esta diferencia no es significativa. En los animales
sin inmunizar y suplementados con zinc la produccion de anticuerpos se ve
disminuida, pero no es significativamente diferente.

Se podria especular que los bajos niveles de anticuerpos inducidos por la
inmunizacion con GK1, pueden ser consecuencia de la suplementacién con
zinc, durante 6 semanas aumenta la produccion de IL-1, IL-12, TNF-a y de
IFN-y e IL-2 teniendo como resultado un perfil Th1 durante la primer dosis de
la vacuna, en tanto que al prolongar la suplementacion a 9 semanas (los
niveles de IL-1, IL-12 disminuyen y los de TNF-a aumentan ®®. Toledo, et al
1999, reportan la presencia de anticuerpos especificos anti-GK1, después de
la inmunizacion de ratones con el péptido mas adyuvante, sin embargo, se
menciona también que GK1 tiene poca inmunogenicidad. En Garcia, et al
2001 se menciona que los anticuerpos producidos por la inmunizacion con el
adyuvante solo proporcionan un efecto protector. Se llegé a la conclusion que
estas inmunoglobulinas son inespecificas y que posiblemente son derivadas de
la expansion clonal, por lo tanto no ayudan en la resistencia a la cisticercosis.
Los anticuerpos producidos por el péptido GK1 son mas efectivos en cuanto a
la reduccion de la intensidad de la infeccion?’. Se ha reportado que los
anticuerpos anti-GK1 afectan negativamente la viabilidad de los cisticercos, ya
que destruyen las larvas en etapas tempranas de la infeccion®®. La
inmunoterapia con GK1 en cerdos infectados puede disminuir la transmision
potencial del parasito.

Probablemente la suplementacion con zinc esta exacerbando la inmunidad

innata y es ella quien controla la infeccién.
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9. CONCLUSIONES

La suplementacién con zinc favorece la polarizacién de la respuesta inmune hacia

Thi.

La suplementaciéon con zinc afecta la inmunogenicidad y la capacidad protectora

del péptido GK1 en cisticercosis experimental murina por Taenia crassiceps.

La resistencia a la cisticercosis murina esta dada por la respuesta celular Thi,
este perfil le confiere al hospedero proteccién al evitar el establecimiento del

parasito.

La resistencia a la cisticercosis murina podria estar dada, también, por los
anticuerpos inducidos por la inmunizacion con el péptido GK1, los cuales

destruirian a las larvas del parasito en etapas tempranas de la infeccion.

La prolongacién de la suplementacion con 500mg/L de zinc durante 9 semanas o0

el aumento en la dosis (1000 mg/L) puede inhibir la respuesta inmune en el

hospedero, incluso el efecto puede llegar a ser toxico.
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