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RESUMEN

Introducién: La giardiasis intestinal es un problema de salud publica en los paises en desarrollo. Aunque los mecanismos de inmunidad
innata y adquirida son necesarios para el control de la infeccion, son escasos los estudios sobre la participacion de las citocinas Thl y
Th2 en el control de la infeccion en humanos.

Objetivo: Determinar en ninos infectados con Giardia lamblia (G. lamblia) las concentraciones séricas de las citocinas Th1 (IL-2 e IFN-
gamma) y Th2 (IL-4 e IL-10).

Métodos: Se seleccionaron 101 nifios (3-6 anos; F=52, M=49) nutricionalmente eutroficos; 62 nifios no parasitados y 39 niflos con
trofozoitos y/o quistes de G. lamblia segun estudio coproparasitologico. Las concentraciones séricas de IFN-gamma, IL-4 e IL-10
(pg/mL) fueron determinadas por el método ELISA y la IL-2 (U/mL) por el método EAISA. Para comparar las medias de los grupos se
utilizo la prueba t de Student. Se considerd el 95% de confiabilidad estadistica (p< 0,05).

Resultados: Nuestros resultados no evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores séricos de las citocinas
analizadas entre los nifios no infectados y los infectados con G. lamblia.

Conclusion: Las proteinas antigénicas especificas de G. lamblia son pobres inmundgenos, por lo cual no son capaces de estimular las
células linfoides para la produccion de citocinas en suero, para ello son necesarios otros estudios in vivo e in vitro que permitan la
caracterizacion del patron de citocina Thl y/o Th2, como uno de los elementos necesarsios para el control de la infeccion. Arch Venez
Pueric Pediatr 71 (1): 13 - 16
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SUMMARY

Introduction: Intestinal giardiasis is a public health problem in developing countries. Although the innate and adaptative immunity
mechanisms are necessary for proper control of the infection, few studies have been published in humans on the role of cytokine Th1-
Th2 in infection control. The aim of the present study was to analyze the serum concentration of Thl cytokine (IL-2 and IFN-gamma)
and Th2 (IL-4 and IL-10) in euthrophic children infected or not with Giardia lamblia (G. lamblia).

Methods: Were analyzed 101 children (3-6y; F=52, M=49) nutritionally eutrophic. Sixty two children free of G. lamblia and 39 infected.
The serum concentration of IFN-gamma, IL-4 and IL-10 (pg/mL) were determined by ELISA method and IL-2 (U/mL) by EAISA
method. The Student’s t test was applied to compare the groups. We considered 95% statistical significance (p<0.05).

Results: Cytokine values in children infected with G. lamblia were not statistically different from values in not infected children, probably
due to the labile capacity of antigenic proteins to stimulate the immune response. Other in vivo and in vitro studies are necessary to
detect the role of cytokine Th1-Th2 in infection control. Arch Venez Pueric Pediatr 71 (1): 13 - 16
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INTRODUCCION:

Las giardiasis constituyen un problema de salud publica
en el mundo, especialmente en los paises en desarrollo como
Venezuela (1,2), reportando en el Estado Zulia una prevalen-
cia que oscila entre 18% y 45% (3-7), donde se encuentra
asociado con bajo nivel educativo de la poblacion, bajo
indice de lactancia materna e insalubridad ambiental (3-7).
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En humanos, esta infeccion es causada por Giardia lamblia
(G. lamblia), un protozoario intestinal flagelado, que habita
en el duodeno y en la porcion proximal del yeyuno; existe en
dos formas en la naturaleza: el trofozoito que es la forma de
multiplicacion del parasito en el interior del hospedero y el
quiste o forma infectante que puede sobrevivir en el medio
exterior (8, 9). Actualmente, se reconoce como patdgeno
puesto que se ha asociado a cuadros diarreicos y sindrome
de malabsorcion intestinal (10).

La susceptibilidad o resistencia a la infeccion por G. lam-
blia depende de diversos factores que incluyen la respuesta
inmune del hospedero, el estado nutricional, la presencia de
infecciones concomitantes, la heterogeneidad en la infectivi-
dad y patogenicidad de las cepas de G. lamblia y la flora
intestinal normal (11). Los mecanismos de la respuesta
inmunitaria con relacion a la infeccion atin no son totalmente
conocidos, sin embargo, han sido documentados en humanos
y muridos la participacion de los mecanismos de la inmu-
nidad innata y adquirida, tanto humoral como celular, para el
control de la infeccion por Giardia sp. (11,12).

Se ha sefialado que el principal mecanismo de defensa
del hospedero contra el parasito son los anticuerpos especifi-
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cos contra los antigenos de superficie y citosdlicos de G.
lamblia, encargados de aglutinar los trofozoitos, reducir su
motilidad y unién a las células epiteliales, y ademas de pro-
mover la destruccion del 98% de los parasitos in vitro (12,
13). Igualmente, la inmunidad mediada por células juega
también un papel importante en las mucosas (12). Existen
investigaciones realizadas in vivo e in vitro en modelos de
ratones que han demostrado la participacion de los linfocitos
T cooperadores (T helper, Th) CD4+ en el control de la
infeccion (12). Sin embargo, no se conoce la participacion
diferente de los subtipos de linfocitos TCD4+ colaboradores
Thl y Th2, y en consecuencia, de sus productos denomina-
dos citocinas, en la eliminacién del parasito y/o produccion
de determinadas subclases de anticuerpos. Estudios en muri-
dos han demostrado que las células TCD4+ Thl secretan
Interleucina 2 (IL-2), Interferén gamma (IFN-y), Factor de
necrosis tumoral beta (TNF-8), IL-15 y Factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM—CSF), las cuales
predominan en la inmunidad celular; entre tanto que, las célu-
las TCD4+ Th2 secretan 1L-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13,
Factor transformante del crecimiento 8 (TGF-8) y GM-CSF,
las cuales participan en la inmunidad humoral (14).

Por ello, el objetivo de la presente investigacion fue
determinar en nifios infectados con G. lamblia las concentra-
ciones séricas de las citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) y Th2 (IL-
4 e IL-10).

METODOS:

Sujetos: Se evalio una poblacion conformada por 256
nifios (3-7 afios) quienes asistian a un Centro de Educacion
situado en el Noroeste de Maracaibo-Venezuela, en una zona
constituida por familias ubicadas en los estratos IV y V de
pobreza critica y extrema, estimada por el Método de
Graffar, adaptado para Venezuela por Méndez Castellano y
Meéndez (15). Se selecciond por muestreo aleatorio simple,
una muestra de 113 nifios, quienes fueron evaluados por
antropometria, analisis clinico, coproparasitoldgico y deter-
minacion sérica de la proteina C reactiva. Se seleccion6 una
muestra que cumplié con los criterios de inclusion: edad
entre 3 y 7 aflos, ambos sexos, eutroficos, con examen
coproparasitologico positivo para G. lamblia y negativo para
este protozoario y otras formas parasitarias, y sin patologia
aguda, crénica, o proceso inflamatorio activo. El presente
estudio descriptivo y transversal cumplid con lo dispuesto en
la Declaracion de Helsinki por lo que fue aprobado por el
Consejo Técnico del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia. Los
padres o representantes legales de los nifios dieron su con-
sentimiento verbal y escrito para la inclusion del nifio en el
proyecto de investigacion.

Evaluacion nutricional - Antropométrica: Para la eva-
luacién nutricional antropométrica, se establecieron las
varia-bles Peso, Talla y Edad, y la combinacion de éstas. Se
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aplico el puntaje Z para el analisis de los indicadores
Peso//Edad (P//E), Talla/Edad (T//E) y Peso//Talla (P//T),
utilizando el programa estadistico Epi-Info, version 6.04
(Centers for Diseases Control and Prevention, Atlanta,
Georgia, U.S.A. OMS, 1994), tomando como base el patrén
de referencia internacional del Centro Nacional de
Estadistica en Salud de USA (NCHS/OMS), valido para
estudios en Latinoamérica. Valores de Puntaje Z entre +2 y
>-2 Desviaciones Estandar (DE) fueron considerados indica-
tivos de nutricién adecuada (eutrdficos) y valores <-2 DE
indicativos de desnutricion (16).

Toma de la muestra: Los ninos eutroficos incluidos en el
estudio fueron evaluados mediante interrogatorio y examen
fisico, ademas se les tomo una muestra de sangre (5 mL), por
puncién venosa antecubital, en ayunas, entre las 8:00-9:00
am, la cual fue vertida en un tubo sin anticoagulante, el cual
fue trasladado en un medio refrigerado al Laboratorio de
Investigacion en Malnutricion Infantil, donde fue sometido a
centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos, con el objeto
de obtener el suero, el cual se repartio en dos alicuotas en
tubos “Eppendorf™.

Andlisis de la Proteina C Reactiva: Se tomo6 una alicuo-
ta para el andlisis semicuantitativo de la Proteina C Reactiva
(Wiener Lab), con el objeto de incluir en el estudio los nifios
eutroficos libres de infeccion al examen fisico y con Proteina
C reactiva negativa. El resto de las alicuotas fueron conser-
vadas a -70 °C hasta su estudio.

Evaluacion Coproparasitologica: Previa informacion
del representante legal del niflo respecto a la toma de la
muestra de heces, se recolecté una muestra seriada, la cual
fue entregada al personal especializado y con comprobada
experiencia en el area de analisis de muestras biologicas,
para su procesamiento macroscopico y microscopico en el
Laboratorio clinico ubicado en el Hospital de Especialidades
Pediatricas de Maracaibo-Estado Zulia.

Determinacion de las concentraciones séricas de las
citocinas Thl (IFN-y e IL-2) y Th2 (IL-4 ¢ IL-10): Para la
determinacion de citocinas, las alicuotas de suero conser-
vadas a -70 °C, fueron transportadas y analizadas en el
Laboratorio Regional de Referencia Viroldgica del Instituto
de Investigaciones Clinicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad del Zulia. Para la determinacioén de I[FN-y, IL-4
e IL-10 se aplico el método de Inmunoandlisis Enzimatico
de doble anticuerpo (ELISA) y para la determinacion de la
IL-2, con el método de doble anticuerpo con sensibilidad
amplificada (EAISA), una variante del método ELISA
(BioSource Europe SA). Las concentraciones séricas de las
citocinas se calcularon en el rango lineal de la curva de los
estandares.

Andlisis Estadistico: Los valores obtenidos de IFN-y, IL-
4 e IL-10 (pg/mL), y de IL-2 (U/mL), fueron expresados
como Media + Desviacidon Estandar (X+DE). Para comparar
las medias de los grupos se utilizo la prueba t de Student para
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muestras independientes. Se considerd el 95% de confiabili-
dad estadistica con una p< 0,05. El procesamiento de los
datos se realizd con el programa de Sistema de Analisis
Estadistico (SAS) (SAS Institute, Cary, NC).

RESULTADOS:

Se evalué una muestra de 101 nifos eutroficos (F=52;
M=49), 62 nifios no mostraron parasitos en las heces y solo
39 nifios (34,48%) se encontraron infectados exclusivamente
por G. lamblia al momento del examen coproparasitologico.
No se observaron diferencias significativas con respecto a la
edad y el sexo, sin embargo, la giardiasis fue mas prevalente
en el grupo de nifios entre 5-6 afios (51,30%) y en el sexo
masculino (53,80%). E1 53,84% de los nifios infectados con
G. lamblia. manifestaron sintomas gastrointestinales (dia-
rrea, dolor abdominal y trastornos de la evacuacion), entre
tanto que, el 46,16% eran portadores asintomaticos.

El Cuadro 1 I muestra los valores séricos de las citocinas
Thl (IFN-y e IL-2) y Th2 (IL-4 e IL-10) analizadas en los
nifios eutrdficos no infectados y en los infectados con G
lamblia. Nétese que no se observaron diferencias estadistica-
mente significativas entre las concentraciones séricas de las
citocinas analizadas en los grupos estudiados. Asimismo, el
grupo de niflos infectados con G. lamblia, sintomaticos y
asintomaticos, no mostraron diferencias significativas entre
si y al compararlos con los nifios no infectados (Datos no
mostrados en el Cuadro).

Cuadro 1: Concentraciones Séricas de las
Citocinas Fenotipos th1-th2 en nifios no
infectados e infectados con Giardia Lamblia.

DISCUSION:

En la presente investigacion las concentraciones séricas
de las citocinas del fenotipo Th1 (IFN-y e IL-2) y Th2 (IL-4
e IL-10) en los nifios eutroficos no infectados no mostraron
diferencias estadisticamente significativas con el grupo de
nifios infectados con G. lamblia. Nuestros resultados parecen
ser contradictorios con otros estudios in vivo e in vitro rea-
lizados en humanos. Al respecto, Jung y col., observaron en
cultivo de células epiteliales del colon de individuos infecta-
dos con G lamblia, que la expresion de los genes de las
citocinas no fueron alteradas en los casos de infecciones por
este protozoario intestinal no invasivo (17). Por otro lado,
Bagqai y col., no observaron variaciones en los valores séri-
cos de IL-10, IL-2 y TNF-alfa en individuos infectados con
G. lamblia (18), resultados similares a los detectados en el
presente estudio. Sin embargo, Baqai y col., observaron en
los individuos infectados con G. lamblia, un incremento sig-
nificativo de IL-4 en suero, citocina que pudiese actuar
como regulador del proceso inflamatorio asociado con la
giardiasis (18). Ademas, Bayraktar y col., observaron en
nifios infectados con G lamblia, un incremento significativo
de los valores séricos de TNF-alpha y el receptor soluble de
la IL-2 (IL2Rs), valores que disminuian al suministrarles el
tratamiento adecuado, por lo que seglin este estudio el predo-
minio del fenotipo Thl esta involucrado en la patogénesis de
la giardiasis (19).

Otras investigaciones realizadas en animales por Singer y
Nash (20) han sefialado en ratones infectados por G.
lamblia, que las concentraciones en suero de IFN-a e
IL-4 son similares al grupo no infectado. Por su parte,
Zhou y col., han mostrado en las placas de Peyer y en
los nodulos linfoides mesentéricos de ratones infecta-
dos por G. muris un incremento en la produccion de
IFN-3, IL-4 ¢ IL-5 (21).

Poblacion Infantil Estudiada

(N=101)

Citocinas No Infectados

Infectados con
Giardia Lamblia

Aunque poco se conoce acerca de los antigenos
especificos de G. lamblia, existen diversas investiga-
ciones que seflalan que Giardia elimina el 70% de sus
antigenos de superficie cada 24 horas. Asimismo,
estas proteinas antigénicas son pobres inmundgenos,
por lo cual no son capaces de estimular las células lin-
foides para la produccion de citocinas en suero, no asi
en la lamina propia intestinal (22-24). Estas consi-

N=62

(N=62) (N=39)

X+ DE X+ DE
Interleucina 2 0,25+ 0,28 0,28 £ 0,24
(U/mL) (0,00 - 1,31) (0,00 - 0,76)
Interferon gamma 6,35+ 1,72 6,53 £ 2,21
(pg/mL) (2,61-9,88) (1,77 - 9,88)
Interleucina 4 3,66 + 1,51 3,37 £ 2,00
(pg/mL) (1,10 - 6,93) (0,77 - 6,93)
Interleucina 10 4,41+ 0,89 4,76 + 0,93
(pg/mL) (2,99 - 6,31) (3,55-6,31)

deraciones nos conducen a manifestar que son nece-
sarios otros estudios in vivo e in vitro que permitan la
caracterizacion del comportamiento de las citocinas en
suero y en sobrenadantes de cultivo de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP),
intraepiteliales y de la lamina propia intestinal estimu-
ladas o no con mitégenos, para comprender mejor la
inmunobiologia de la interaccion entre el hospedero y
Glamblia, asi como el patréon de citocina Thl y/o Th2,
como uno de los elementos necesarios para el control

de la infeccion.
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Adicionalmente, dado que G lamblia es un protozoario
que ataca la mucosa del yeyuno, se adhiere a los oligosacari-
dos presentes en las microvellosidades intestinales, ademas
de que los trofozoitos pueden invadir la mucosa intestinal y
localizarse en la lamina propia, especialmente en individuos
inmunosuprimidos y malnutridos, provocando la destruccion
de la barrera epitelial (23). Se hace necesaria la aplicacion de
métodos diagndsticos mas precisos en areas endémicas basa-
dos en biopsia del liquido duodenal por endoscopia para su
analisis histologico y la deteccion por medio de anticuerpos
inmunofluorescentes de G. lamblia, lo cual garantiza un
100% de sensibilidad (25). Por ello, en individuos con exa-
men de heces negativo es relevante el uso de nuevos méto-
dos de inmunodiagndstico que permitan la deteccion tem-
prana del protozoario en portadores asintomaticos, para evi-
tar los consecuencias sobre su estado de salud y nutricional
al recibir el tratamiento adecuado. Sin embargo, es necesario
considerar como primera linea los programas de prevencion
en los hogares, las comunidades y las escuelas, y asi mismo
evaluar su repercusion, establecer mejoras y asegurar su con-
tinuidad para evitar la perpetuacion de esta zoonosis y los
problemas de salud por ella ocasionados en nuestras comu-
nidades.
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