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Objetivo General
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4 - Establecer la relacién entre linfocitos B y el diagnéstico de la giardiasis.

viii



RESUMEN

Desde que Anton Van Leeuwenhoek descubriera a Giardia lamblia en los analisis
realizados en sus heces, se ha catalogado a éste parasito como un causante de
diarrea, originando una enfermedad llamada giardiasis o conocida como diarrea
del viajero.

Los sintomas que podrian presentarse en ésta parasitosis van desde un
dolor de estomago, diarrea, pérdida de peso y hasta mala absorciéon. Al nivel
mundial se generan 2.8 x 10® casos por afio, y en México mas del 50% de las
enfermedades parasitarias son causadas por Giardia lamblia, siendo los menores

de 5 anos la poblacién mas afectada.

La respuesta inmunolégica humoral en la eliminacién de la giardiasis es
importante, ya que los linfocitos B colaboran con otras células en la eliminacion de
la enfermedad. Su transformacion a célula plasmatica para la generacion de
inmunoglobulinas de la clase IgA es un potencial neutralizador de la infeccion,
pone de manifiesto la importancia de tal estirpe celular en la proteccion contra

dicha parasitosis, esto principalmente en nifios.

En el presente trabajo se realizd una medicion de los linfocitos B por
citometria de flujo en nifios parasitados con G. lamblia y se compard con la de

nifos no parasitados.

Los resultados mostraron diferencia significativa con respecto al control de
acuerdo al analisis por el Método de U-Mann Whinhey versién 20.0 utilizando
datos de valores absolutos (P= 0.019) en el nivel de linfocitos B (CD19+) entre los
nifios parasitados con G. lamblia unicamente. Sin embargo, el analisis para dato

porcentual muestra una tendencia de cambio estadistico.

Para proximos estudios, la busqueda de la activacion en células B por ésta
infeccion, realizando una comparacion de sintomaticos y no sintomaticos es
recomendada. Ademas, aumentar el numero de sujetos podria ayudar en la

claridad estadistica del estudio.



INTRODUCCION

Giardia lamblia es el parasito causante de la giardiasis, enfermedad que se
presenta generalmente en nifos menores de 5 afos, aunque también es conocida
como diarrea del viajero. Los sintomas que suelen presentarse son: dolor de
estdbmago, diarrea, vomito, pérdida de peso y mala absorcion, éstos podrian no
presentarse, razén por la que el hospedero no acude a una consulta medica
(Caccioy Ryan, 2008; Faulkner y cols., 2003).

La enfermedad parasitaria puede adquirirse con el consumo de quistes de
diferentes fuentes como alimentos y agua contaminada, ademas se ha visto que
también la practica de sexo anolinguo por los homosexuales es una fuente de
contaminacion. Después de ingerir los quistes, el tiempo de colonizacion puede
durar desde 7 hasta 12 dias. En poblaciones en vias de desarrollo como Asia,
Africa y Latinoamérica cerca de 200 millones de personas tienen giardiasis
sintomatica y 500 mil casos se reportan cada afio (Caccié y Ryan, 2008). En
México, la giardiasis es una de las parasitosis mas comunes, los reportes de
prevalencia varian del 3% al 50% y sin lugar a duda la poblacion con mas

afectacion son los nifios menores de 5 arfos (Cedillo-Rivera y col., 2009).

Algunos de los mecanismos fisicos que la region de las mucosas utiliza
para la eliminacién de microorganismos extrafios son en cierta forma inespecificos
y compartidos, ya que el movimiento peristaltico, la generacion de moco por las
células caliciformes y la funcién de las sales biliares son una forma de defensa
aunque de inicio no sea su actividad principal. Otros mecanismos pueden ser
mucho mas especificos, en los que la generacion de respuestas humorales y
celulares puede tener gran importancia en la eliminacion de la enfermedad
(Eckmann, 2003).



Aunque G. lamblia no se ha visto infiltrando la mucosa, existen algunos datos que
indican que se aloja en las criptas y causa dafio de los enterocitos ademas de una
probable infiltracién. Tal dafio iniciaimente es en principio por medios de
mecanismos sencillos, tales como la formacién de una barrera mecanica que
obstruye el paso de las moléculas que las microvellosidades de los enterocitos

necesitan absorber para nutrir al hospedero (Saki, 2011;Eckmann, 2003).

La participacion de los linfocitos B es de gran importancia para una
resoluciéon inmediata de la giardiasis, ya que se ha visto que a pesar de ser
independiente de una colaboracién de otras células como linfocitos T, ayuda de
forma sinérgica en la solucion del problema. Citocinas como la IL-6 contribuyen a
que los linfocitos B puedan transformarse a células plasmaticas y generar la
produccién de inmunoglobulinas, especialmente IgA, clase de inmunoglobulina
involucrada en la defensa de las mucosas (Langford, 2002; Stager, 1997; Amorim,
2010).

Puesto que existe una gran cantidad de informacion sobre la importancia de
los linfocitos B en la eliminacion de la giardiasis en roedores, se ha buscado la
forma de generar una vacuna para promover una respuesta de linfocitos B
protectora. Sin embargo, respecto al dato de las células B en humanos es poca la

literatura encontrada sobre todo en poblaciones infantiles.

Es por ello que una evaluacion de linfocitos B en nifios de edad preescolar
apoyaria sustancialmente en el conocimiento de su importancia en la parasitosis

por G. lamblia.



ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de los pequefios microorganismos, con lentes
rudimentarios realizados por Anton Van Leewenhoek, se ha buscado mejorar la

investigacién de lo desconocido (Vazquez y Campos, 2009).

Durante mucho tiempo el conocimiento de los protozoos fue desconocido,
pero gracias a la inquietud de grandes microscopistas como Van Leewenhoeck se
ha llegado al conocimiento de los protozoos que hoy conocemos como parasitos,
causantes de una gran variedad de enfermedades a nivel mundial.

Dentro de los parasitos patdgenos que mas problemas de salud ocasionan
a la sociedad se encuentran: Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Blastocystis
hominis, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis entre otros. En el
caso de los helmintos tenemos a Hymenolepis nana, Trichuris trichuria, Ascaris
lumbricoide y Enterobius vermicularis. La prevalencia de estos parasitos podria
variar dependiendo de la ubicacion geogréfica y la condicion econdmica, tal como
lo sefiala el estudio realizado a 272 nifios en edad de 2 a 14 afos en Mexico de
1997 a 1998 (Diaz, 2003).

Las enfermedades causadas por los parasitos patbgenos estan asociadas a
diarrea crénica. Giardia intestinalis (Giardia lamblia) es uno de los parasitos que
prevalecen a nivel mundial como causantes de enfermedades diarreicas. La
amebiasis es la primera causa de muerte por enfermedades parasitarias en el
mundo, con un gran impacto en continentes desarrollados donde causa de 40 a
100 muertes anuales. La cryptosporidiosis viene a ser comun en continentes en
vias de desarrollo y mas que nada en pacientes con  sindrome de

inmunodecificiencia adquirida (SIDA) y nifios menores de 5 afios (Rashidul, 2007).

En paises en vias de desarrollo la frecuencia de casos con una parasitosis
es mucho mas comun, aunque muchas veces las personas no acuden al hospital,

porque es posible que la presencia de parasito no ocasione sintomas. Algunos de



éstos parasitos por lo general suelen identificarse como no patégenos, esto es,
que al estar presentes en la region intestinal no ocasionan sintoma alguno de
dafio al hospedero. Dentro de éstos se puede mencionar a los siguientes:
Endolimax nana, lodamoeba bushni, Entamoeba coli, entre otros.

Giardiasis

La giardiasis es una enfermedad parasitaria causada por un parasito protozoo
conocido como Giardia lamblia, que se aloja en el intestino delgado de su
hospedero; éste es una causa muy comin de enfermedad diarreica en una gran
variedad de especies incluyendo al humano. La forma en coémo este protozoo
ingresa al organismo es por medio del consumo de quistes en agua o alimentos
contaminados. La poblacién que se ve mas afectada son los nifios menores de 5
afios y adultos mayores, ademas de las personas que viajan; es por ello que

también se les conoce a ésta parasitosis como diarrea del viajero.

La distribucion global de G. lamblia ocasiona 2.8 X 10® casos por afio,
siendo una de las parasitosis intestinales mas comunes en paises en vias de
desarrollo como Asia, Africa y América Latina, donde 200 millones de individuos
se presentan cursando con una giardiasis sintomatica y se presentan 500 mil
casos nuevos cada afno (Caccio y Una-Ryan, 2008).

En ciudades como Bangladesh, Nigeria, Pert y Guatemala se reportan altos
indices endémicos. En el caso de México, puede liegar hasta un 50%; De los
cuales los nifios de 1 a 5 afos de edad presentan particularmente un alta
prevalencia de hasta el 42% (Cedillo-Rivera y col., 2009). Estos datos fueron el
resultado de un estudio de 3 461 muestras de 32 estados obtenidas del Banco
Nacional de Suero del Ministerio de Salud en México, con una edad poblacional de

1 a 98 afios en cada Estado y de diferente nivel socioecondmico (figura 1).
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Figura 1. Seroprevalencia de G. lamblia en México basado en la clasificacion

regional de desarrollo econémico (Cedillo-Rivera, 2009).



Recientes aportaciones del Centro Epidemiolégico Nacional, muestran informacion
hasta la semana 21 del 2011 (tabla 1), la cual refleja que México, por tener una
gran variedad de sistemas climaticos y ser un pais en via de desarrollo, puede
albergar una gran cantidad de enfermedades como la amebiasis y la giardiasis,

entre otras, causadas por diferentes especies de parasitos.

Giardia lamblia

Giardia lamblia es un organismo que exhibe una organizacion intracelular muy
simple, sin mitocondrias ni peroxisomas, en una peculiar estructura bilobular. En la
altima década se ha convertido en uno de los protozoos mas estudiados por la
capacidad que tiene de parasitar numerosas especies, incluyendo a mamiferos
como el humano.

De acuerdo a la gran investigacion realizada en el analisis filogenético del
acido ribonucleico ribosomal (ARNr), se ha podido determinar que éste organismo
en su clasificacion es eucariético en una forma muy primitiva, la cual surgié poco
después de una divergencia entre procariontes y eucariontes, antes de que éste

Gltimo adquiriera mitocondrias (Rodney, 2001).

A través de un microscopio rustico elaborado por un microscopista holandés
de la ciudad de Delfin, llamado Anthony Van Leewuenhoek, fué como se cree
empezaron los primeros conocimientos de éste microorganismo. Los dibujos
realizados por éste investigador, al observar en sus heces diarreicas a lo que él
llamaba “animalucos”’, indican que se trataba de G. lamblia. Esta informacion se
enriquecié con la descripcion de la sintomatologia de la enfermedad. Tales
resultados fueron enviados y resguardados celosamente por la Royal Society of
London el 4 de noviembre de 1681 (Vazquez y Campos, 2009).

En 1859 un médico Checo llamado Wilhelm Lambl describié con gran detalle al
organismo visto por Van Leewuenhoek, y lo consider6 parte del género

Cercomonas y es asi como él lo nombré Cercomonas intestinalis.



Tabla 1. Casos de amebiasis y giardiasis en algunas entidades federativas hasta la
semana epidemiologica 21 del 2011 (SINAVE, 2011).

Entidad Entidad
Federativa Amebiasis Total Federativa Giardiasis Total
M/F M/F

México 7585 / 9997 17582 Sinaloa 314 / 394 708
Chiapas 6102 / 8582 14684 Veracruz 326 / 324 650
Guerrero 6550 /7782 14332 Chiapas 254 / 346 600
Oaxaca 5992 / 8267 14259 Distrito Federal 245/ 354 599
\eracruz 5985 / 7656 13641 México 250 /338 588
Tabasco 3561 / 4066 7627 Yucatan 286 / 265 551
Distrito Federal 2668 / 3693 6361 San Luis Potosi 142 | 267 409
Jalisco 2866 / 3363 6229 Oaxaca 165 /211 376
Yucatan 2642 / 3068 5710 Jalisco 151 /150 301
Sinaloa 2304 / 3291 5595 Tamaulipas 127 /1 166 293
San Luis Potosi 1436 / 2047 3483 Guerrero 172 /95 267
Morelos 1355 /2009 3364 Sonora 106 /131 237
Tamaulipas 1238 / 1554 2792 Campeche 123/108 231
Campeche 1105/ 1110 2215 Morelos 113 /99 212
Sonora 749 /1009 1758 Tabasco 94 /108 202




Permaneciendo asi por algun tiempo hasta que Kofoid y Christiansen propusieran
el nombre de Giardia lamblia en 1915. Por el afio de 1952 Filice elaboré una
publicacion donde describia detalladamente a éste parasito y propuso tres
especies para ser usadas, conforme a la morfologia del cuerpo medio; G.
duodenalis, G. agilis y G.muri. A pesar de la propuesta dada por Filice, Giardia
lamblia ha sido utilizada en muchas de las literaturas médicas y cientificas hasta el
dia de hoy (Rodney, 2001). Después de generar controversia entre los
investigadores para definir el nombre de especie para los protozoos hallados, y
que posteriormente fuera definido el origen al que pertenecian conforme a su
hospedero y morfologia, se generd gran interés por continuar con el estudio de
este parasito. Ademas, gracias al surgimiento de nuevas herramientas de
investigacién muchos investigadores se enfocaron a definir la genética de éstos y
otros al estudio especifico de su patogenicidad (Rodney, 2001, Vazquez y col.,
2009) La generacion de microscopios de resolucion mas definida como el
electronico, se llegd al descubrimiento de nuevas especies encontradas en aves
tales como G. ardeae en garzas y G. psittaci en pericos. Recientemente la
aplicacion de procedimientos como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR:
Polimerase Chain Reaction), ha resuelto la disyuntiva de no poder cultivar
algunas de las especies encontradas en hospederos y poder de esta forma
caracterizar genéticamente muestras tanto ambientales, como las obtenidas de
heces fecales de mamiferos (Thompson, 2008).

Aspectos Biolégicos

Giardia lamblia es un protozoo eucaridtico con sus nucleos y membrana bien
definida, cuenta con un citoesqueleto relativamente desarrollado y sistema de
endomembranas polifuncionales; sin embargo no posee nucléolos ni peroxisomas
como los eucariontes. Su clasificacion taxondmica muestra que pertenece a la
clase Zoomastogophorea (tabla 2), puesto que posee flagelos con medios de

locomocidn, ademas de axostilo, dos nucleos y simetria bilateral.



Tabla 2. Taxonomia de Giardia lamblia (Vazquez y col.,2009)

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Orden Diplomanadida
Familia Hexamitidae
Geénero Giardia

Especie Lamblia




Tomando en cuenta la variacion morfoldgica, la posicion de cuerpos mediales, la
forma del parasito y la relacién del disco suctor con el tamafio total del trofozoito,
se ha dividido al género en tres especies: Giardia agilis (anfibios), Giardia muris
(roedores y aves), Giardia lamblia (mamiferos como el perro, gato, ganado y el
hombre). Dentro de este ultimo la morfologia de giardias comunes es indistinguible
para muchos mamiferos, por lo que tiene la capacidad natural de adoptar dos
formas: trofozoito (forma inmévil), y quiste (forma infectante) (Vazquez y Campos,
2009).

Trofozoito. Son en forma de pera de aproximadamente 20 mu de longitud
y 15 mu de ancho (figura 2). El citoesqueleto incluye un cuerpo mediano, cuatro
pares de flagelos (anterior, posterior, caudal y ventral) y un disco ventral. Tiene
dos nucleos sin nucléolo localizados delante y son simétricos con respecto al eje
largo. Las vacuolas lisosomales, asi como granulos ribosémicos y el glucoégeno, se
encuentran en el citoplasma. En la membrana citoplasmatica se han encontrado

un gran numero de glicoproteinas de superficie mediante lectinas.

Los complejos mecanismos de hidro-adhesion conferidos por el disco suctor
le proporcionan al parasito la posibilidad de adherirse a la mucosa intestinal y
como la composicién de éste son microtibulos espirales, reciben a los flagelos
que expiden fluidos desde la cavidad, bajo el disco hacia el canal ventral y
exterior.

En frotis directo, sobretodo de heces de pacientes de diarreas intensas, es
posible la observacién del movimiento rapido de los trofozoitos, el cual es
resultado de la intensa actividad de los flagelos, éste movimiento y la inflexion que
en los trofozoitos produce el disco ventral, los hace facilmente identificables en

preparaciones himedas con fines diagnosticos (Saleh, 2010).
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Figura 2. Trofozoito de Giardia lamblia (univalle.edu.)
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Quiste. Al teiiir con lugol parasitolégico al quiste de G. lamblia, se observa
una estructura ovoide incolora que tiene cuatro nucleos. Los nuecleos sonde 5a 7
6 10 mu de diametro y estan cubiertas por una pared de 0.3 a 0.5 my de espesor y
compuestos de una capa exterior filamentosa y una capa membranosa interior
(figura 3). ElI componente carbohidrato de la porcion exterior es
predominantemente galactosamina en forma de N-acetilgalactosamina (GalNAc).
La respiracion del quiste es estimulada por etanol, mientras que en trofozoitos es
la glucosa (Vazquez y Campos, 2009; Rodney, 2001).

En el interior del quiste y en su periferia se aprecia un extenso sistema
lacunar, lleno de una sustancia de baja densidad electrénica. También cercana al
area nuclear es posible observar axonemas de flagelos, de manera habitual en
nimero de 8. Cuando algunos axonemas estan situados alrededor pueden verse
como flagelos libres dentro del sistema lacunar del parasito (Vazquez y Campos,
2009).

Ciclo Biolégico. La parasitosis conocida como giardiasis tiene sus inicios
con la ingestion del parasito G. lamblia en su forma infectiva, en una cantidad
entre 10 y 100 quistes. Su ciclo de reproduccion biolégica (figura 4) es sencillo y
solo tiene dos fases, la forma de quiste (infectiva) como ya se ha mencionado, y la

forma de trofozoito o forma inmovil.

El mecanismo por el cual un sujeto puede infectarse es variable. Una
defecacién normal de un paciente con una infeccién moderada puede presentar
hasta 300 mil quistes; esto sin contar que la defecacion pudo ser en el suelo y la
diseminacién de los quistes via aérea afecta a mas de uno. La contaminacion
puede darse por tener mala higiene ya sea por no lavar las frutas y verduras a la
hora de ingerirlos. No lavar las manos antes y después de ir al bafio es una mas
de las formas en donde el humano puede parasitarse. No hay que olvidar que las
ciudades en vias de desarrollo son los lugares que tienen mucho mayor grado de
presencia parasitaria, siendo uno de los riesgos de contaminacion las costumbres

higiénicas de estas ciudades.
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Figura 3. Quiste de Giardia lamblia (univalle.edu)
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Figura 4. Ciclo de vida de Giardia lamblia (www.CDC.gov)
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La costumbre de algunas personas de tener animales como mascotas, tales como
perros y gatos, y no solo en el patio sino dentro de sus casas, es otra posible
fuente de infeccion, ya que son potenciales reservorios de parasitos que podrian
afectar al humano.

Se ha visto que en agua a 21°C, quistes de G. lamblia pueden sobrevivir
hasta por un mes, y hasta por dos meses en condiciones de 8°C. Sin embargo,
estos quistes no pueden resistir temperaturas mayores a 50°C durante 15 minutos,
incluso existe una gran resistencia a los desinfectantes que contienen cloro
(Brandonisio, 2006).

No hay que olvidar que también el contacto con objetos como juguetes,
pasamanos, monedas, incluyendo las practicas sexuales oro-fecal, las cuales son
mas comunes en la comunidad homosexual son potenciales fuentes de
contaminacién. La posibilidad de vectores mecanicos como medios de transmision
es algo que sucede con algunos artrépodos, puesto que se ha demostrado que los
quistes de este protozoo, pueden permanecer por varios dias en el intestino de
cucarachas; y que también son capaces de atravesar el intestino de las moscas

sin alteracion alguna.

Después de la ingestion de los quistes, éstos sufriran un cambio al ser
recibido por el estbmago, conocido como desenquistamiento, donde el pH bajara
hasta 2, y ya que solo soporta entre 6.4 y 7.4 de la acidez gastrica, surge el
trofozoito tetranucleado en la parte alta del duodeno dando lugar a dos trofozoitos
binucleados. Ahora bien, los trofozoitos ubicados en el duodeno inician una
multiplicaciéon por medio de un proceso longitudinal que tras el curso de 7minutos
a 5 horas generan una gran poblacién para establecerse en su habitat que es el
duodeno y yeyuno; aunque en ocasiones es posible encontrarlos en regiones del
intestino grueso y vesicula biliar. La fijacion de éste por medio de su disco suctor
es la clave para el inicio de su replicacion, pero en cierta forma se dan
desprendimientos de trofozoitos probablemente por el movimiento peristaltico de la

zona donde se alojan y nuevamente comienza el enquistamiento. Este empieza
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por la retraccion de los flagelos para mas tarde ser rodeados en su pared quistica,

proceso que ocurre en las porciones bajas del ileon (Rodney, 2001)

La excrecién del parasito puede ser tanto en forma de quiste como
trofozoito, dependiendo de qué tan acelerado se encuentre el transito intestinal.
Para el caso de los trofozoitos que son excretados, su forma de vida es nula
puesto que no logran sobrevivir al ambiente. No asi para los quistes que estaran
listos para enfrentar las condiciones climaticas y esperar un tiempo hasta

encontrar un nuevo hospedador.

Patogénesis

Ya que G. lamblia es una de las causas mas comunes de brotes de enfermedades
diarreicas transmitidas por agua, se habia buscado la forma de controlarlo pero no
se sabia como es que este protozoo actuaba y cual era su mecanismo de
patogenicidad. Hoy en dia con los avances aportados por grandes investigadores
se hace referencia a muchos de los cuales pueden ser las vias por las que causa

problemas de infeccién intestinal.

G. lamblia generalmente se encuentra colonizando la superficie apical del
enterocito y a menudo penetra en las criptas intestinales. Aunque no se
consideraba un organismo invasor de la mucosa, se han mostrados evidencias
que sefalan que el trofozoito si la invade, situacion considerada como muy rara.
Por ello, el hablar de la patologia de este protozoo implica tomar en cuenta el
curso de la enfermedad, desde la adquisicion de la misma con la ingestion de los
quistes, la presencia de los sintomas y el transporte que lleva a la manifestacion
de una diarrea aguda o cronica; factores que pudieran estar relacionados con este
cambio que se manifiesta en el hospedero. Dentro de dichos factores consideran
la genética del parasito, el medio ambiente predisponente a la infeccidn, asi como

la carga parasitaria (Farting, 1997).
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Puede formarse una barrera mecanica con la colonizacion del intestino delgado, la
cual lleva a una disminucién entre la materia absorbida y la regién afectada. El
hospedero se ve afectado por los millones de trofozoitos que recubren las
microvellocidades y evitan que los nutrientes necesarios puedan ser absorbidos de
la manera mas eficiente, tales como las vitaminas A, D, E, Ky B12, asi como los
acidos grasos y carbohidratos. Los espacios donde los enterocitos estan todavia
libres de esta barrera, de alguna manera tienen que contribuir al aporte de la
absorcion que el resto de ellos no puede realizar y es como puede haber cambios
en su estructura, generando un crecimiento del mismo y una mejor superficie con
posibilidades de absorber mucho mas nutrientes (Farting, 1997; Vazquez y
Campos, 2009).

Es evidente que la adherencia de los trofozoitos ocasiona un dafio al tejido
epitelial del hospedero. Se ha visto a través de microscopia electrénica que ésta
union provocada por el disco suctorio es muy fuerte. La composicion principal de
éste es a base de una proteina llamada tubulina, aunque existen otras como
actina, miosina y tropomiosina que forman parte de la cresta lateral. La
participacién de éstas proteinas, ademas de sustancias que pudiera segregar el
parasito, como tiol proteinasas, podrian de igual forma danar el epitelio. Estudios
recientes aseguran que ademas de las fuerzas mecanicas ejercidas por el
trofozoito, también puede presentarse ayuda de fuerzas hidrodinamicas (Castillo-
Romero y col., 2009; Fartin, 1997; Sousa y col., 2001).

Dada la posibilidad de la intensidad del dafio que pudiera provocar la
colonizacion de este microorganismo, en un esfuerzo por recuperar la normalidad
de las microvellosidades de las criptas, se han realizado pruebas en jerbos
(Meriones onguiculatus) para demostrar que puede haber una regeneracion de
enterocitos. Se ha visto que, cuando esto se presenta, los enterocitos son
inmaduros en su funcion y su produccion de enzimas (disacaridasas). Asimismo,
se ha sefialado que esta disminuciéon de microvellocidades y deficiencia de
disacaridasas esta regulada por los linfocitos T (CD8+) y no por el parasito. Por

otra parte, un estudio informé que la colonizacién del intestino de jerbos de
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Mongolia, aumenté la absorcion macromolecular en el yeyuno durante la fase

aguda de la enfermedad, no asi en la etapa de eliminacion del protozoo (Chin y
col., 2002)

En un estudio realizado en Kirkuk, Iraq a 997 nifios de 1-12 afios de edad,
para determinar los cambios biogquimicos generados por la infeccion por G.
lamblia, encontraron una disminucion de los valores obtenidos para glicemia,
colesterol, proteinas totales, albumina y magnesio en sangre periférica (Yahya y
col., 2007). La explicacion de ésto estriba en que el parasito requiere de todos
estos compuestos para su sobrevivencia, principalmente los lipidos, que
conjuntamente con las sales biliares provocan la liberacion de moco a la corriente
intestinal. También Saki en el 2011, encontré una diferencia significativa en los
valores de algunos lipidos al realizar un perfil en suero, encontrando que a
diferencia de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), el colesterol, triglicérido y
lipoproteinas de baja densidad (LDL) se encontraron en niveles mas bajos que el
grupo control. También se ha visto que los niveles de hierro sérico, zinc y
superoxido dismutasa son significativamente bajos en una giardiasis cronica,
generandose consecuentemente el dafio debido a la gran cantidad de radicales
libres (Mustafa y col., 2003).

Ademas de la irritacion de la mucosa intestinal, la celularidad intraepitelial
seguramente sufre cambios cuando hay un dafio a cualquier escala en el intestino
delgado; empezando por la regién de la lamina propia, la cual presenta nichos de
linfocitos B y células plasmaticas que normalmente producen anticuerpos contra
los parasitos entre ellos G. lamblia. Los linfocitos T también contribuyen en la
defensa contra G. lamblia ya que, los de clase CD8+ muestran una especificidad
para éste, tal y como lo mostraron las pruebas realizadas por Singer y Nash en el
2000.

La variacion antigénica se considera como otro de los mecanismos
patogénicos de este protozoo, y es que ante la presencia del sistema inmunitario
para su eliminacion, tiene que buscar formas de sobrevivencia y una de las

estrategias es la variacion en sus antigenos. Algunos de los antigenos mas
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comunes son, VSPA6 (CRP170) de 170 KDa y VSP1269 (CPR68) de 68 KDa
(Rodney, 2001; Eckmann, 2003).

Factores que Predisponen a una Giardiasis

Dada la facilidad con la que G. lamblia coloniza la regién del intestino delgado de
un hospedero, es posible que en algunos casos sea mucho mas evidente la
enfermedad cronica, mientras que en otros no, incluso gran parte de la poblaciéon
es asintomatica. Puede haber algunos factores que contribuyan a la gravedad del
problema al momento de estar en contacto con este protozoo. A continuaciéon se
muestran algunas de las posibles razones o factores que podrian permitir la
ausencia o manifestacion de la enfermedad diarreica (Torres y col., 2000; Rodney,
2001; Eckmann, 2003):

Edad: Los nifios menores de 5 afios no han tenido contacto con la gran variedad
de microorganismos a su alrededor y ademas su sistema inmunitario esta, en
muchos casos, aun madurando. Por ello son mas susceptibles a una infeccion y la
manifestacién de ésta. Los adultos mayores también pueden presentar un cambio
al infectarse con protozoos como G. lamblia ya que su sistema inmunitario a pesar
de tener una memoria de informacién amplia sobre agentes extrafnos, este no es
capaz de despertar la cantidad de células necesarias para contribuir a la

eliminacién del parasito.

Estado nutricional: El buen funcionamiento de nuestro sistema inmune requiere
de un organismo bien nutrido, para estar preparado al enfrentarse a antigenos
desconocidos para el organismo. La falta de nutrientes en la etapa de la nifiez
podrian dar pie a una endemia y morbilidad de una serie de enfermedades, entre
éstas la giardiasis. La aportacion de zinc, hierro y acido félico ayudaria a fortalecer

al sistema inmunologico.

Composicion de la microbiota intestinal: Al realizar pruebas en roedores, se ha

encontrado que es muy importante la microbiota intestinal, ya que ésta puede
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ocasionar una susceptibilidad o resistencia hacia ciertos microorganismos y por
ello no se descarta la posibilidad que la situacion pueda presentarse de igual
manera en seres humanos.

Inmunodeficiencias: En pacientes con problemas de caracter inmunolégico se ha
visto una mayor susceptibilidad a enfermedades diarreicas como la giardiasis, en
especial cuando se tiene una deficiencia de inmunoglobulinas como IgA e IgG. El
tratamiento en estos casos es dificil ya que debido a la complejidad de la

enfermedad de fondo, algunos medicamentos no pueden ser utilizados.

Mecanismos de Defensa contra G. lamblia

El sistema inmunologico es el encargado de proteger contra agentes extrafos al
organismo, para ello se conocen dos formas en las que ésta trabaja para atacar,

dependiendo de la patogenia de tal agente y su via de entrada.

Las mucosas del intestino delgado son una capa hiumeda formada por
epitelio y tejido conjuntivo subyacente que reviste las paredes que estan en
contacto con el exterior. Sus funciones en general son: proteccion, absorcion y
secrecion. La proteccién es dada basicamente por la lamina propia, un tejido
conectivo areolar que contiene vasos sanguineos vy linfaticos por los cuales se
absorben los nutrientes y donde se encuentran células del sistema inmunitario.
Los linfocitos y macréfagos alojados en esta region reconocen antigenos extrafios

y montan una respuesta contra éstos.

Inmunidad Innata

La respuesta inmunitaria que el organismo monta al contacto con un agente
extrafio, estd dada en primera instancia por sustancias que el mismo cuerpo
secreta como producto. Ya sea para regular la temperatura corporal como lo es el

sudor o bien, en el caso de las mucosas intestinales la secrecion de enzimas y

20



otras sustancias que ayudan a mejorar el aprovechamiento de los alimentos
degradados por la acidez estomacal. Algunas de estas sustancias secretadas por

el intestino delgado son las siguientes:

Sales biliares: Durante el proéeso de digestién las sales biliares ayudan a
emulsionar los lipidos, ya que éstos puedan tener contacto con las enzimas para
poder ser absorbidos en la pared intestinal y de esa forma llevan a cabo la
metabolizacion de los mismos. Se ha visto que, en concentraciones bajas colabora
con el parasito para obtener del colesterol las moléculas de esteroles y fosfolipidos
que por si solo no puede sintetizar, pero en concentraciones mayores promueve la
formacion del quiste y el desprendimiento de la pared intestinal.

Proteasas: Conocidas también como peptidasas por ser enzimas encargadas de
romper los enlaces peptidicos de las proteinas. Su funciéon puede ser especifica
para romper en determinada secuencia de aminoacidos o simplemente destruir
una de ellas. Son una importante fuente de defensa a la hora de atacar un agente

microbiano.

Oxido Nitrico: Ademas de tener un papel en la neurotransmision y la regulacién
de la integridad de la barrera mucosa y el tono vascular del intestino, es un
~ potente antimicrobiano y antiparasitario que se produce enzimaticamente a partir

de la arginina mediante la 6xido nitrico sintetasa.

Renovacion celular: Sin duda la regeneracién celular del intestino es algo comun
que dura de 3 a 5 dias. Ademas de la existencia de células senescentes que
necesitan cambiarse por unas nuevas, las que sufren algin dafio son sustituidas
por nuevas. Los trofozoitos que se adhieren a estas células tienen que

desprenderse y cambiar de sitio de union sin ser arrastradas por el moco.

Movimiento peristaltico: Desde la entrada de los trofozoitos a la region de
intestino delgado, éstos pueden ser arrastrados por el movimiento peristaltico,
incluso aquellos que no consiguieron adherirse nuevamente a una célula epitelial

por una renovacion y que quedan atrapados en el moco intestinal.
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Leche Humana: Se ha visto que muchos trofozoitos mueren in vitro,
independientemente de la presencia de anticuerpos IgA especificos en la misma
leche humana. En consecuencia a ello, a varios de los componentes no
inmunolégicos de la secrecion mamaria tales como lactoferrina, acidos grasos
insaturados y acidos grasos libres, se les ha encontrado actividad giardicida
(Eckmann, 2003).

Formas reactivas de oxigeno: G. /amblia es un parasito microaerofilico
facultativo y en consecuencia, tiene una capacidad reducida para deshacerse y
neutralizar formas reactivas de oxigeno, como el anién superoxido y el peroxido de
hidrogeno. Utilizan para ello la enzima NADH oxidasa y NADH peroxidasa, en
lugar de las convencionales y mas eficaces como perdxido dismutasa, catalasa y
peroxidasa. Teniendo en cuenta que el potencial microbicida de las formas
reactivas de oxigeno y que las células epiteliales son productoras de las mismas,
se ha sugerido que éstas forman parte de la inmunidad innata contra giardias
(Saleh, 2010).

Células caliciformes: Son células encargadas de la produccion del moco que
ayudan atrapando microorganismos y particulas para que éstos no puedan

adherirse a la pared intestinal.

Una de las células que participa en ésta primera defensa contra G. lamblia
es el mastocito, ya que ratones deficientes de éstos son incapaces de controlar
una infeccién por tal parasito. Datos recientes demuestran que mastocitos murinos
influyen sobre el desarrollo, magnitud y cinética de las respuestas inmunitarias

adquiridas al ejercer sus efectos, mediados por citocinas como IL-4, IL-5 e IL-6.

En un estudio realizado a 315 muestras de sujetos humanos entre 2 y 65
afos se encontro que el 18% de estos presentaron valores por encima del 5% de
eosindfilos analizado en un estudio diferencial de muestras de sangre periférica.
Esto podria indicar una participaciéon importante de dicha poblacion de eosindfilos

en la defensa contra G. lamblia (Saki y col., 2011).
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Aunque se han encontrado trofozoitos de G. muris en macrofagos del intestino
delgado de roedores, vy siendo éstos parte de la respuesta innata contra

microorganismo extrafos, podria esperarse que de igual manera se presentara en

humanos para G. lamblia; sin embargo, esto no fue asi (Faubert, 2000).

Inmunidad Adaptativa

Sin duda para fortalecer y reforzar el ataque contra un microorganismo es
necesaria la participacion de diferentes células. Se ha demostrado que tras el
dafio que pudiera causar el parasito a la region intestinal, las defensas mas
cercanas al sitio de la lesién son las que se encuentran en la lamina propia, en
donde las células M juegan un papel importante al transportar al antigeno a las
placas de Peyer.

Cuando el dafio provocado por la colonizacién de G. lamblia es de tal grado
que el acceso al interior de la lamina propia es posible, el reconocimiento de
antigenos extrafios por linfocitos T (CD8+) es evidente y las células M se
apresuran a llevar la informacién de una infiltracion a los nodulos linfaticos mas

cercanos.

Se ha dicho que cuando los linfocitos T atacan a los trofozoitos presentes
en el intestino promueven una atrofia de las microvellosidades, pero también se ha
visto que éstos pueden estar implicados en la atrofia de vellosidades en otros
desérdenes. A pesar de los dafios secundarios que ocasiona la activacion de
células T, pruebas en ratones infectados, ya sea con G. lamblia o G. muris y
deficientes de células T, son incapaces de resolver la infeccion (Scott y col., 2000;
Singer y Nash, 2000).

La participacion de células T es muy evidente en una parasitosis causada
por este protozoo, pero también es preciso hacer notar que los linfocitos T (CD4+)
son parte del grupo de células encargadas de llevar la informacion a las demas,

por ello son conocidas como células cooperadoras. No asi para los linfocitos T

23



(CD8+) los cuales al serles presentada la informacion del agente extrafio acuden
al sitio de la lesiéon para su eliminacion. Por ello al infectar ratones BALB/C con
150 quistes de G. muris mostraron un aumento significativo en el ndmero vy
porcentaje de linfocitos CD4+ y CD19+, pero no asi para CD8+. (Abdul-Wahid 'y
Faubert, 2008).

Es claro notar la forma en que el sistema inmunolégico esta estructurado, la
forma en cémo responde y cémo puede atraer rapidamente a otras células
distantes del sitio de la lesion. Sin duda para solicitar la ayuda de otras células es
necesaria la liberacion de citocinas por las primeras células que acuden al lugar.
Algunas de las citocinas que tienen participacion en esta parasitosis segun

articulos publicados son la IL-6, IL-4, IL-5 e IFN-y.

Al realizar un analisis de las placas de Peyer, se encontraron niveles
considerables de IL-4, IL-5, IL-6 e IFN-y ya que éstas ayudan en el control de la
respuesta tipo TH1 yTH2. La citocina IL-6 es inductora de una respuesta TH2,
relacionada con una inmunidad humoral en oposicién a la respuesta TH1, la cual
es producida por un gran numero de células, incluyendo enterocitos epiteliales,
monocitos y macréfagos. Los Linfocitos B se diferencian en células plasmaticas
por la presencia de IL-6 y se promueve la sintesis de inmunoglobulinas, en
especial mejorando la respuesta de la inmunoglobulina A (IgA). También la
proliferacion de células T tiene como objetivo la produccion de las citocinas
mencionadas (Singer y col., 2003; Scott y col., 2000; Abdul-Wahid y Faubert,
2008). '

Una de las lineas celulares con gran importancia y sin despreciar la gran
importancia de los linfocitos T, es la participacion de linfocitos B. La celula B,
ademas de ser productora de anticuerpos, puede endocitar y presentar antigenos.
Este proceso implica su activaciéon, proliferacién y diferenciacion a células
plasmaticas que liberan inmunoglobulinas especificas para la neutralizacion y/o
opsonizaciéon del antigeno. La ayuda de algunas proteinas conocidas como
complemento es requerida para mejorar la efectividad de la eliminacion del

antigeno cuando asi lo requiera.

24



Una de las inmunoglobulinas involucradas en la defensa de las mucosas
importante en la infecciéon por G. lamblia es la IgA, cuya participacion es de gran
importancia para la resolucion de una giardiasis crénica. La produccion de ésta
inmunoglobulina es dependiente de los linfocitos B diferenciados a celulas
plasmaticas, por ello de igual manera la importancia para éstas células es crucial
(Langford, 2002).

En publicaciones del 2000 realizadas por Steven Singer y Theodore E.
Nash se afirmé que la participacion de los linfocitos B y la actividad humoral de IgA
eran independientes de los linfocitos T para la resolucién de la giardiasis. Se sabe
que el sistema inmunoldgico estd perfectamente estructurado para de alguna
forma compensar la falta de funcién de alguno de sus miembros si éstos fallan.
También es importante recordar que los linfocitos T (CD4+) son necesarios para
reproducir la informacién y ayudar a la activacién de otras células, lo cual no
descarta que los linfocitos B contribuyan a la eliminacién del parasito con mayor

rapidez.

Gaétan Faubert en la misma fecha que Singer y Nash publicaron que, frente
a una infeccién en ratones con G. muris se presentaba una gran cantidad de IgA e
lgG, las cuales se unian a los trofozoitos que colonizaban el intestino. Asimismo el
porcentaje de trofozoitos con neutréfilos adheridos aumentd con la presencia de
anticuerpos anti-giardia especificos, especialmente IgG. Esto demuestra la gran
participacion de las células B diferenciadas y su compromiso en la produccion de

inmunoglobulinas especificas (Faubert, 2000).

La resolucién de la enfermedad parasitaria causada por G. muris o G.
lamblia puede resolverse con la participacion de la secrecion de IgA. La falta de
esta inmunoglobulina retrasa la eliminacion del parasito. Ademas, cuando los
linfocitos B estan deficientes en ratones, su efectividad para resolver la infeccion
se ve disminuida, fenémeno no tan marcado ante la deficiencia de IgA (Langford y
col., 2002).
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Sin duda los linfocitos B tiene una participacion importante en la erradicacion de G.
lamblia ya que la transformacién de éstas a células plasmaticas, para la secrecién
de inmunoglobulinas encargadas de resguardar las mucosas del intestino, como
es el caso de IgA, colaboran de forma sinérgica en la resolucion mas rapida del

problema.

La evaluacion cinética de la eliminacion de G. lamblia en jerbos ademas de
la actividad humoral sistémica (IgG, IgM e IgE) y secrecion intestinal de IgA
mostraron que, independientemente de la cantidad de quistes con la que fueron
infectados los diferentes grupos de estudios, todos pudieron resolver la infeccion y
los niveles de la actividad humoral tanto sistémica como local. Esto nuevamente
confirma que la participacién de linfocitos B en la generacion de una respuesta
humoral para contrarrestar la parasitosis presente es de gran importancia (Amorim
y col., 2010).

Dada la gran cantidad de literatura que discute la participacion de linfocitos
B en la eliminacién de G. lamblia, se ha propuesto la elaboracion de una vacuna
con el fin de prevenir nuevas infecciones. Uno de los aspectos que se han tomado
en cuenta para esta propuesta es la generacion de linfocitos B de memoria. En
este punto es preciso tomar en cuenta la cantidad de proteinas presentes en la
superficie de los trofozoitos y quistes que funcionan como buenos inmundgenos,
ademas del tiempo de duracion de la infeccién en el hospedero para generar
células de memoria. Lo anterior, aunado a la generacién de una variabilidad

antigénica contra la respuesta inmune del hospedero (Lee y col., 2011).

G. lamblia tiene genéticamente dos grupos definidos como conjunto A y
conjunto B mismos que se han encontrado parasitando a mamiferos como el
humano, y ademas se han relacionado con la patogenia de este parasito. El
conjunto A se ha relacionado con la probabilidad de presentar diarrea y el conjunto
B se dice que es de caracter asintomatico. En México se encontré el conjunto A.
(Caccio y Ryan, 2008).
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Debido a que puede haber una diferencia en la respuesta dada por una infeccion
parasitaria por parte de roedores, jerbos y humanos, es de gran importancia
evaluar la actividad de los linfocitos B en nifios de edad preescolar cuando éstos
presentan la infeccion. Hay que recordar que la microbiota intestinal puede aceptar

la colonizacién por G. lamblia o bien rechazarla.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos de Estudio

Se incluyeron niflos de edad escolar primaria de 6 a 12 anos de edad. A sus
padres se les solicité su consentimiento mediante un informe por escrito y firmado.

Al estudio acudieron 68 infantes (31 nifias y 37 nifos) de tres escuelas
primarias, dos rurales y una urbana, entre junio y diciembre del 2011. Estas
muestras se procesaron para una biometria hematica (BH) y un
coproparasitoscopico seriado (CPS).

En base al resultado del CPS se agruparon como parasitado o no
parasitados y se organizaron diferentes grupos (tabla 3).

Sujetos sanos

Con el objeto de conformar un grupo de sujetos control sanos, a los sujetos no
parasitados se les realizé una BH. De éstos solamente 10 nifios mostraron una BH
normal. De tal manera que el grupo control de sujetos sanos se conformo por 10
nifios (6 nifias y 4 nifos), ninguno refirid enfermedad o infeccién reciente, tampoco
tuvieron algun padecimiento que pudiera ocasionar alguna variacidbn en sus

niveles normales de linfocitos.

Sujetos Parasitados
El grupo de sujetos parasitados estuvo conformado por 15 nifias y 19 nifios. Estos
individuos se organizaron a vez en tres grupos dependiendo de la parasitosis
presentada. En el grupo de nifios parasitado Unicamente con Giardia lamblia se le
denominé grupo 1, y estuvo conformado por 13 nifios y 7 nifias. El grupo 2, fue el
de nifios multiparasitados (Giardia lamblia, Entamoeba coli, Endolimax nana y
lodamoeba butschlii) y sus integrantes fueron, 4 nifios y 5 nifias.
El grupo 3 estuvo conformado con § sujetos, (2 nifios y 3 nifas) pero parasitados
con Endolimax nana.

Ninguno de los sujetos presentd sintoma de parasitosis o enfermedad

secundaria al estudio.
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Tabla 3. Grupos utilizados en el analisis

Numero de nifos | % infectados
Grupo control 10
Infectados 34
Grupo 1 (Giardia lamblia) 20 58.8
e Grupo 2 (Giardia lamblia y otros
parasitos) 9 26.5
 Grupo 3 (Endolimax nana) o 14.7
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Muestras Biolégicas Utilizadas en el Estudio

Sangre Total

Se obtuvo muestras de sangre periférica a los nifios participantes por medio del
sistema al vacio por puncidn venosa, y se recolectaron en tubos con
anticoagulante EDTA. Las 68 muestras fueron recolectadas a nifios de diferentes
escuelas, dos de ellas fueron primarias del sector rural y una urbana. Todas las

muestras fueron procesadas en las primeras 4 horas después de su recoleccion.

Muestras de Heces Fecales
Se solicitd a cada nifio, recolectar muestras por triplicado de heces fecales en
recipientes limpios y secos.

En ocasiones cuando las muestras no fueron procesadas en las primeras

horas, se conservaron a 4-6 °C.

Examen Coproparasitoscopico (CPS)
Cada una de las muestras recolectadas se analizé por el método de Faust,
tomando una pequefia cantidad de muestra y homogeneizandola con formol al
5%. Las muestras se filtraron y centrifugaron a 2 000 G por 1 min. Las muestras
se decantaron y enseguida se resuspendieron con sulfato de zinc y posteriormente
se centrifugaron. Del menisco formado tras la adicion de sulfato de zinc se tomo
una pequefia alicuota con asa bacteriologica para observarlo al microscopio en
una solucién de lugol. Todo esto en base al manual de técnicas del laboratorio de
parasitologia del departamento de nutricion en el centro de investigacion

alimentaria y desarrollo (CIAD) de Hermosillo Sonora México.
La observacion en el microscopio optico de estas preparaciones se realizo a
una resolucion microscopica de 40X. Los parasitos encontrados se reportaron en
una bitacora, cada uno con el nombre de especie y con cruces para la cantidad de

los mismos, una cruz para el minimo y cuatro cruces para el maximo.
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Citometria de Flujo

Tincion de linfocitos B

Se incubaron 50 pL de la sangre periférica recolectada de cada nifio con 2 pL del
anticuerpo monoclonal fluoromarcado anti-CD19 FITC (Becton & Dickinson) para
determinar la poblacion de linfocitos B. Se incluyd una preparacion de celulas sin
el anticuerpo como control.

Las muestras se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Posteriormente, los eritrocitos se lisaron agregando a cada muestra
una solucién comercial de lisis (FACS Lysing Solution-Becton Dickinson) por un
lapso de 15 minutos en la oscuridad, luego se centrifugd a 1 500 G por 5 minutos.
Las muestras se lavaron con una solucion amortiguadora de fosfato (PBA) y al
final se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 1%.

Adquisicion y Analisis de la poblacién de linfocitos B
Las células fueron adquiridas y analizadas en un citometro de flujo FACScanto®,
por medio del software DIVA.

Para buscar diferencias entre el grupo de sujetos sanos y los grupos de
sujetos parasitados se utilizé la prueba U de Mann Whitney del paquete SPSS
para Windows version 15.0.

El analisis de la poblacion de células B fue definido de la siguiente forma; se
generd un grafico de puntos a partir del total de células adquiridas, donde cada
punto representa una célula. En dicho grafico primeramente se definio la region de
linfocitos totales en base a sus caracteristicas de tamafo y complejidad celular
relativas (fig. 5A). A partir de esta regién y con la ayuda del mismo software DIVA
se definié la poblacién de linfocitos B en base a la expresion del marcador CD19+
(ordenadas) y la complejidad celular (abscisas) tal como lo muestra la figura 5B.
Tal poblacién de linfocitos B se puede observar tambien en otro tipo de grafico

llamado histograma y esta representado por la figura 5C.
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Figura 5. Andlisis de la poblacion de linfocitos B en muestras adquiridas. A)
Linfocitos totales definidos en base a tamafno y complejidad; B) Linfocito B
definidos por su expresion de CD19; C) Histograma que muestra los linfocitos B

(CD19FITC+).
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Biometria Hematica

Las muestras de sangre total recolectadas en tubos con anticoagulante EDTA se
procesaron en un contador de células BECKMAN Coulter® ubicado en el
Laboratorio de Analisis Clinicos e Investigacion de la Universidad de Sonora
(LACIUS). Los valores de linfocitos totales obtenidos en 10° cel/uL fueron

utilizadas para el calculo de linfocitos B absolutos.
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RESULTADOS

Para el analisis de los resultados, éstos fueron organizados de la manera
siguiente: un grupo control sano, sin parasitos y con una biometria hematica
normal; el grupo 1, parasitado Unicamente con G. lamblia; el grupo 2, parasitado

con G. lamblia y otros parasitos; y el grupo 3, parasitado con Endolimax nana.

Para cada grupo se llevo a cabo utilizando del software DIVA y los datos del
hematocitometro Coulter, los calculos de linfocitos totales y linfocitos B absolutos.
Los datos de media (X) y desviacién estandar (DS) para éstos se muestran en la
tabla 4, donde se puede observar que los individuos tanto del grupo 1 (4.28+1.27)
como del grupo 2 (3.64+1.71), presentaron un valor medio de porcentaje de
linfocitos B menor al del grupo control (5.65 £1.91).

De igual forma para los datos absolutos de los sujetos de estudio, se
encontré que tanto el grupo 1 (0.14 £ 0.05) como el grupo 2 (0.13 £ 0.08) ambos
parasitados con G. lamblia, mostraron niveles absolutos de linfocitos B menores al
grupo control (0.23 £ 0.12).

Sin embargo, los individuos parasitados con Endolimax nana (grupo 3),
considerada como no patégeno, mostraron tanto porcentajes (7.7 + 0.03) como
valores absolutos (0.30 + 0.14) de linfocitos B mayores que los controles (0.23 +
0.12).

A partir de los datos mostrados en la tabla 4, se realizd un analisis
comparativo de los grupos 1,2 y 3, respecto al grupo control, con el fin de evaluar
si las diferencias tenian significancia. Este analisis se realizé con el método de U-
Mann Whitney del software SPSS versién 20.0 para Windows.
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Tabla 4. Medias y desviaciones estandar de los grupos de estudio.

GRUPO % LCB LCB absoluto
Control 5.65+ 1.91 0.23+0.12
Infectados:

1.- Giaridia lamblia 4.28 +1.27 0.14 £ 0.05
2.- Giardia lamblia y otros 3.64 +1.71 0.13+0.08
3.- Endolimax nana 7.70+0.03 0.30£0.14
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La figura 6 muestra un diagrama de cajas que comparan los datos del grupo 1 de
los individuos parasitados exclusivamente con G. lamblia con el grupo control. La
media de los porcentajes (figura BA) de linfocitos B del grupo de los parasitados
con G. lamblia son menores que los del control indicando una significancia, mas
sin embargo de acuerdo al punto de corte (p< 0.05) ésta no tiende a ser
significativa (p=0.061). La media de los valores absolutos (figura 6B) de linfocitos
B del grupo de los parasitados con G. lamblia son menores que los del control y

¢sta es significativa, asi como también es menor al punto de corte (p=0.019).

La figura 7 muestra un diagrama de cajas que comparan los datos del
grupo 2 de los individuos parasitados con G. lamblia y otros parasitos con el grupo
control (sujetos sanos). La media de los porcentajes (figura 7A) de linfocitos B del
grupo de los parasitados con G. lamblia y otros parasitos es significativamente
menor a la media del grupo control, como también la “P” obtenida (p=0.022) es
menor al punto de corte. Asi mismo, la media de los valores absolutos (figura 7B)
de linfocitos B del grupo de los parasitados con G. lamblia y otros parasitos son

menores que los del control y ésta es significativa p=0.028).

La figura 8 muestra que los individuos parasitados con Endolimax nana no
presentan diferencias significativas en sus porcentajes (P= 0.254) de linfocitos B y
valores absolutos (P= 0.513) de estos con respecto al grupo control (sujetos

sanos).
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DISCUSION

La giardiasis es una de las enfermedades diarreicas que mas afecta a la poblacion
de las zonas urbanas de Sonora. Tan solo en el 2010 los estudios epidemiolégicos
del Instituto Epidemiolégico Nacional mostraron que la edad mas afectada en
Sonora es de 1-4 (con 89 casos) y 5-9 (con 78 casos) con un indice de
prevalencia del 29%. En las zonas urbanas de Hermosillo Sonora, el indice de
prevalencia puede alcanzar hasta el 35%, habiendo una variacion dependiendo
del area de la ciudad y de la época del afio (SINAVE, 2010; Quihui-Cota y col.,
2000).

La presencia y frecuencia de una parasitosis causada por Giardia lamblia
en México es de 55.3% con una variacion por época del afo y area de estudio, lo
qgue sin duda tiene mucha relacion con su ciclo de vida en distintos climas
distintos. Una parasitosis causada por helmintos es mucho mas frecuente en
zonas tropicales y subtropicales causando muchas veces morbilidad y mortalidad,
principalmente en paises endémicos, no asi en enfermedades por protozoos que
son mucho mas comunes las infecciones gastrointestinales (Cedillo-Rivera y col.,
2009; Rashidul, 2007).

Giardia lamblia es un parasito de caracter patégeno causal de la giardiasis,
una de las infecciones intestinales mas comunes al nivel mundial, la cual puede
presentarse con sintomas de diarrea, nauseas, vomito, pérdida de peso (Eckman,
2003); sin embargo, los sujetos del grupo 1 infectados exclusivamente con G.
lamblia, no presentaron tales sintomas. La figura 6 muestra los niveles de
linfocitos B del grupo 1, cuyos valores absolutos son estadisticamente diferentes al
grupo control. Esto sugiere que el nivel de los linfocitos B en sangre periférica de

los pacientes se ve afectado significativamente en la infeccion por G. lamblia.

Singer y Nash (2000) reportaron que al infectar ratones C57BL/6J vy
BALB/cJ deficientes de células B con G. muris o G. lamblia, los ratones resolvieron
la infeccién en la primera y segunda semana post-infeccion, concluyendo que la

eliminacion de los parasitos no dependia de los linfocitos B.
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Sin embargo, Abdul-Wahid y Faubert (2008) al realizar una caracterizacioén de la
respuesta inmune local contra antigenos de quistes de G. muris encontraron un
aumento significativo de linfocitos B (CD19+). Esto muestra que la participacion de
las células B (CD19+) es importante en la respuesta inmune local contra el
parasito. Asimismo, se estudio la respuesta humoral sistémica y local de ratones
C57BL/6 infectados con G. lamblia (GS/ M-83-H7) por Stager y col., en 1997,
quienes observaron un aumento de IgA intestinal e IgG sistémica. Ademas, los
estudios realizados por Stager y Muller (1997), en los que infectaron ratones
C57BL/6, deficientes de células B y secrecion humoral, con G. lamblia (GS/M-83-
H7), observaron que éstos eran incapaces de resolver la enfermedad y aseveraron

que la participacion de IgA y los linfocitos B es critica en el control de la giardiasis.

De igual forma, Langford y col. (2001) confirmaron la participacion de IgA 'y
células B al infectar ratones B6129F+/J y C57BL/6, deficientes de produccion de
IgA, 1gG y células B con giardia spp. Los resultados del estudio realizado por
Langford mostraron que los animales de experimentacion tuvieron dificultad para

esclarecer la infeccion.

Desafortunadamente los estudios que hacen referencia a la participacion de
los linfocitos B y la respuesta inmune humoral en humanos sobre los casos de
giardiasis son muy pocos. La investigacion en relacion a la respuesta inmune al
nivel de las mucosas es minima porque ademas de someterse a una intervencion

en la que se utilizarian medios invasivos, son procedimientos muy caros.

El-Gebaly y col. (2012) realizaron mediciones de IgA e IgG especificos
contra antigenos de G. lamblia en saliva y suero de nifios preescolares,
concluyendo que los niveles eran altos en comparacion al grupo control (no
parasitados). De tal manera que, los linfocitos B como secretores de IgA e IgG son

importantes.
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Por las evidencias anteriores y en base a los resultados aqui obtenidos y
presentados en la figura 6, se puede inferir que el bajo nivel de linfocitos B en
sangre periférica de los pacientes aqui estudiados se debe a que éstos se
encuentran concentrados a nivel intestinal tratando de eliminar la parasitosis por
G. lamblia.

En una parasitosis por G. lamblia presentada concurrentemente y
rebasando los 100 quistes/campo en un CPS, podria presentarse una variacion
antigénica entre las generaciones lo que dificultaria su eliminacion. En el analisis
CPS de un grupo de sujetos parasitados con G. lamblia, el 25% de los sujetos
presentaron abundantes quistes, 35% un nimero moderado y el resto escasos
(Rodney, 2001). Abundantes quistes en el intestino pueden llegar a traumatizar o
crear una barrera mecanica en el tejido dependiendo de la cantidad de los

parasitos en el mismo (Rodney, 2001; Vasquez y Campos, 2009).

Uno de los aspectos mas importantes del grupo 1 de esta investigacion es
que son asintomaticos. En este sentido, se han realizado estudios en los que han
evaluado la actividad humoral (IgA, IgG, IgM) en suero de pacientes egipcios
sintomaticos y asintomaticos ante una infeccién por G. lamblia mostrando que los
valores eran mucho mas altos en los pacientes que presentaron sintomas,

especialmente IgA (Soliman y col., 1998).

En lugares de hacinamiento con condiciones sociales dificiles, ademas de
los malos habitos de higiene, la probabilidad de presentar una multiparasitosis es
mucho mayor. En el presente estudio esta situacion no fue la excepcion, ya que de
los nifios parasitados un grupo presenté multiparasitosis (grupo 2). En ellos se
encontré, ademas de G. /lamblia, un grupo de parasitos comensales: Endolimax
nana, Entamoeba coli e lodamoeba butschlii. Aunque los comensales no son
considerados patégenos, su presencia a nivel intestinal puede facilitar la
colonizacidén de éste por parasitos patdgenos, en este caso G. lamblia (DiMiceli,
2004; Faulkner, 2003).
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Tanto los porcentajes (p=0.022) como los valores absolutos (p=0.028) del grupo 2
(G. lamblia y otros parasitos) muestran una diferencia significativa. La actividad del
sistema inmune por medio de los linfocitos B parece tener gran importancia en su
control. La media de estos datos (valores porcentuales y absolutos) muestra de
igual manera una significancia en la participacion de los linfocitos B con la
presente parasitosis.

En este contexto, no existe ningun estudio en humanos donde se analice la
poblacion de linfocitos B, sin embargo, Rodriguez y col. (2004) determinaron los
niveles de IgA en suero y saliva de 22 sujetos multiparasitados que incluian G.
lamblia. Ellos encontraron que los valores de IgA fueron mas altos en este grupo
que en el control, pero menores a los que fueron parasitados unicamente por G.

lamblia.

Considerando que la disminucién de linfocitos B de sangre periférica en los
pacientes objeto de este estudio es debida a su migracion al sitio de infeccion y
comparando con el resultado de Rodriguez anteriormente mencionado, es posible
sefialar una relaciéon inversa entre nivel de linfocitos B en sangre periférica y
niveles séricos de IgA entre ambos estudios tanto para el grupo de parasitados
Gnicamente con G. lamblia como para los multiparasitados. Finalmente, ambas
investigaciones estan sefialando claramente la importancia que la respuesta

inmune humoral tiene en este tipo de parasitosis.

Es importante destacar que en el presente estudio se encontré una
poblacién asintomatica (grupo 3). Tal poblacién presenté en su CPS unicamente
Endolimax nana el cual esta clasificado como comensal no patégeno para el
hombre. Asi, los niveles de linfocitos B en este grupo son normales, incluso
presentan valores (porcentaje y absolutos) por encima de los del grupo control. Sin
embargo, es pertinente hacer notar que la presencia de este parasito (grupo 3) es
un indicador de contaminacién oral-fecal por los alimentos o agua contaminada a
consecuencia de una higiene deficiente, situacién que predispone al individuo a

otro tipo de infecciones parasitarias incluso bacterianas.
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CONCLUSIONES

En la evaluacién de los niveles de linfocitos B (CD19+) realizado a nifios de 6 a 12
afos de tres escuelas en la ciudad de Hermosillo Sonora parasitados con G.
lamblia o no, ratifica que el estado de Sonora es una zona endémica para este tipo
de parasitosis.

Se logro evaluar la poblacion de cada sujeto de estudio por medio de citometria de
flujo, de tal manera que se pudiera demostrar la participacion de esta linea celular
en la defensa de esta parasitosis.

Con el apoyo de una Biometria hematica y los datos recolectados por el citometro

de flujo se obtuvo los valores absolutos de linfocitos B (CD19+).

Se establecid una relacion entre la presencia de linfocitos B (CD19+) y el
diagnostico de la giardiasis, demostrando que en sujetos parasitados con G.
lamblia hay una afeccidbn de esta linea celular, que esta disminuye con la

presencia de este parasito.

En el estudio también se encontrd la presencia de otros parasitos que de acuerdo
a los datos recolectados podrian indicar que hay una afeccidon hacia la parte
inmunitaria del sujeto, pero la “n” de estudio para estos no se considera confiable

para tomar este resultado como confiable.
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RECOMENDACIONES

Es pertinente recomendar la extension de este trabajo de investigacion
incorporando un mayor numero de individuos para de esta manera abarcar la

diversidad de factores que pudieran llevar a un dato mucho mas confiable.

También es recomendable profundizar en el conocimiento de los niveles de
inmunoglobulinas y las correlaciones de éste parametro con los niveles de
linfocitos B.

Finalmente seria recomendable también llevar a cabo una evaluacion de los
linfocitos B antigeno especificos que implique la medicién de su concentracién, su

capacidad de activacion, proliferacion y diferenciacion.
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ANEXOS

Datos individuales del grupo control

Linfocitos Totales cell % Total de

Numero pL CD19FITC| CD19+
1 3000 2.9 0.10
2 2600 3.0 0.12
3 2700 4.4 0.16
4 3000 8.2 0.27
5 2800 7.0 0.25
6 2700 7.0 0.26
7 2600 49 0.20
8 1700 8.1 0.50
9 1800 5.7 0.32
10 3300 b.3 0.16
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Datos individuales del grupo 1(Giardia lamblia)

%
Linfocitos Totales | CD19FIT | Totalde
Nuamero cel/pL C CD19+

1 2600 29 0.11
2 3200 2.4 0.08
3 5500 2.9 0.05
4 4900 2 0.04
5 4000 4.1 0.1
6 3000 6 0.2
7 3300 54 0.16
8 3500 5.3 0.15
9 2700 3.5 0.13
10 2700 3.7 0.14
11 3900 4 0.1
12 2700 53 0.2
13 2100 5.6 0.26
14 3300 5 0.15
15 3300 5.2 0.16
16 2800 5 0.18
17 2800 3 0.11
18 2200 4 0.18
19 2100 4.4 0.21
20 5500 6.3 0.12
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Datos individuales del grupo 2
(Giardia lamblia y otros parasitos)

Linfocitos Totales % Total de
Numero celluL CD19FITC| CD19+

1 2200 59 0.27
2 2800 6.1 0.22
3 2900 2.1 0.07
4 3900 2.8 0.07
o 2400 4.9 0.20
6 4300 4.3 0.1

7 2200 1.2 0.06
8 2800 v iy ¢ 0.10
9 4000 2.7 0.07
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Datos individuales del grupo 3 (Endolimax nana)

% Total de
Numero Linfocitos totales cel/lyl |CD19+FITC CD19+
1 3700 5.0 0.14
2 2100 5.3 0.25
3 1900 9.3 0.50
4 3200 12.2 0.38
5 3300 6.8 0.21
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