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1. RESUMEN

Giardia intestinalis es un protozoario flagelado que parasita a una gran cantidad
de mamiferos, incluido al humano. La patogenia es multifactorial, y se sabe
poco del efecto patogénico de trofozoitos de aislados invasores en el
hospedero. En el Laboratorio de Parasitologia Experimental del Instituto
Nacional de Pediatria se cuenta con trofozoitos de clonas procedentes de un
aislado con potencial invasor, pero, no hay reportes de su efecto en el
hospedero.

Objetivo. Comparar la relacion cripta/vellosidad y la cantidad de células
caliciformes entre jerbos infectados con trofozoitos de la clona INP-HGInvC3a
de Giardia intestinalis y jerbos no infectados, y probar si los trofozoitos de la
clona INP-HGInvC3a invaden el epitelio intestinal.

Metodologia. Fueron tres grupos de jerbos (4-7 jerbos por grupo): A) Control,
B) Control inoculado con PBS y C) Infectados con 25, 000 trofozoitos de
Giardia. Los jerbos fueron inoculados a los cinco dias de edad y sacrificados a
los 10 y 15 dias de edad. Se obtuvo el intestino delgado, se identificaron las
regiones de duodeno, yeyuno e ileon. Las muestras se procesaron para
histologia y se realizaron las tinciones de HE, PAS e IHQ. Se determind la
relacion cripta: vellosidad; numero de células caliciformes y la invasion tisular.
Los resultados se analizaron por ANOVA y Tukey

Resultados. En todos los segmentos del intestino de los jerbos infectados (10 y
15 dias de edad) se encontré disminucion en la relacion cripta: vellosidad (p<
0.05). En el duodeno de los jerbos de 10 dias de edad se encontré aumento de
las células caliciformes (p<0.05); en el duodeno, yeyuno e ileon de los jerbos de
15 dias de edad hubo aumento de las células caliciformes (p<0.05). En los
jerbos infectados con Giardia se encontraron linfocitos tisulares, atrofia de
microvellosidades y alteraciones estructurales de la mucosa. Se observaron
trofozoitos sobre el moco, entre el moco, sobre el borde en cepillo e
intraepiteliales.

Conclusiones. En la interaccion hospedero-parasito de encontré6 que los
trofozoitos de la clona INP-HGInvC3a provocaron disminucién en la relacion
cripta/vellosidad del duodeno, yeyuno e ileon; aumento de las células
caliciformes e invasion tisular.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades

Giardia intestinalis (Syn. G. duodenalis 6 G. lamblia) es un protozoario flagelado,
que parasita a los animales domésticos, silvestres y a los humanos. Se transmite
por fecalismo, produce diarrea, malabsorcion intestinal y pérdida en la ganancia de
peso (Abe et al., 2012). En pacientes humanos infectados puede impactar

negativamente en su desarrollo ponderal e intelectual.
2.2 Historia

Anton Van Leeuwenhoek ademas de su oficio, se dedicaba a pulir lentes, con los
cuales observd varios microorganismos y actualmente se le considera el padre de
la microscopia. Quiza Leeuwenhoek fue el primero que describié a Giardia (1681)
porque cuando examino sus propias heces diarreicas, con sus lentes pulidos,
encontré unos “animalculos con patitas” que se movian, como cuando las hojas se

caen en el otofio (Adam., 2001).

El primer reporte clinico confirmado se le atribuy6 a Vilem Lambl (1859), porque en
las heces con moco de un nifo, encontrd al protozoario; que describi6 como

"renacuajo”, que tenia un "disco de succion ovalado " con "dos estructuras en
forma de nucleo". De este hallazgo el investigador hizo dos publicaciones e ilustré a
los trofozoitos y los quistes, dandole el nombre de Cercomonas intestinalis (Adam.,
2001). Grassi (1878), al microorganismo que encontré en un roedor, lo denomind
Dimorphus muris, aparentemente inconsciente de la descripcion de Lambl.
Kunstler (1882,1883) encontré trofozoitos en renacuajos y les llamé Giardia agilis,

fue la primera vez que se uso el género Giardia (Adam., 2001).

Blanchard (1888) sugirié el nombre Lamblia intestinalis, y Stiles en 1902 lo cambid
a G. duodenalis, Posteriormente, Kofoid (1915) y Christiansen (1920) propusieron
los nombres G. lamblia'y G. entérica, respectivamente (Adam., 2001).

Pero, la controversia sobre el numero de especies de Giardia continué durante

muchos afos, y algunos investigadores sugirieron nombres de especies en funcion



del hospedero de origen y otros centrandose en la morfologia (Adam., 2001). Por
otro lado, Simon (1922) usé el criterio morfolégico para distinguir entre G lamblia y
G muris, aceptandose el nombre de G lamblia para la especie de humanos (Adam.,
2001).

Filice publico una descripcidon morfolégica detallada de Giardia y propuso que se
usaran tres nombres de especies sobre la base de la morfologia y de la forma del
cuerpo medio: G. duodenalis, G. muris y G. agilis (Filice., 1952).

El nombre de la especie G. lamblia fue ampliamente aceptado durante la década
de 1970. Desde la década de 1980, algunos autores utilizan la especie G.
duodenalis, y en la década de 1990, la especie G. intestinalis ha sido alentado por
otros investigadores (Adam., 2001).

2.3 Posicion taxonomica

Los protozoarios como Giardia sp son Eucariotas, ya que presentan nucleo, del
Reino Protozoa, que son organismos unicelulares, del subreino Eozoa, que
presentan flagelos, Infrareino Excavata: que presentan un surco ventral excavado,
del Phylum: Metamonada microaerofilicos que carece de mitocondrias y presenta
cuatro pares de flagelos, de la Clase: Eopharyngea: que carece de
hidrogenosomas, del Orden Diplomonadida: que son flagelados bilateralmente,

simétricos con dos nucleos. (Cavalier., 1997; Alvarez., 2006; Ruggiero et al., 2015)

Superreino: Eucaryota
Reino: Protozoa
Subreino: Eozoa
Infrareino: Excavata
Phylum: Metamonada
Clase: Eopharyngea

Orden: Diplomonadida

Género: Giardia

Especie: intestinalis
(Ruggiero et al., 2015).



2.4 Morfologia

El protozoario Giardia spp tiene dos estadios. Fig. 1

1. Trofozoito, es la fase tréfica que produce las manifestaciones clinicas. Es
piriforme, mide de 12 - 15 ym de longitud y de 5-9 ym de ancho. Tiene dos
nucleos, cuerpos basales, cuatro pares de flagelos, cuerpos medios, ribosomas y
vacuolas periféricas. El disco suctor se localiza en la regién ventral, la region dorsal
es convexa y en ésta se lleva a cabo la endo y exocitosis (Ponce-Macotela &
Martinez-Gordillo. 2011).

2. Quiste, que es la fase de resistencia, diseminacion e infeccion. Es ovoide de
8-12 ym de longitud y 7-10 ym de ancho; con su pared quistica, cuatro nucleos,
axonemas, laminas de microtubulos, ribosomas, vacuolas y fragmentos del disco
ventral. Cuando los quistes salen con las heces son infectantes (Ponce-Macotela et
al., 2011).

Figura 1. Morfologia de los estadios de Giardia intestinalis: a: trofozoito b: quistes (Lab.
Parasitologia Exp. INP).



2.5 Especies de Giardia

A la fecha se conocen seis especies de Giardia divididas en dos grandes grupos.
Filice (1952) basado en la forma del cuerpo medio y la morfologia del trofozoito
describié tres especies: G. agilis, G. muris y G. duodenalis. Posteriormente se
describieron otras 3 especies: G. psittaci, G. microti y G. ardeae (Erlandsen et al.,
1990; van Keulen et al 1998). Tabla 1.

Tabla 1. Especies, hospederos y morfolog_:jia de Giardia spp

Especie Hospederos Morfologia Referencias

G. agilis Anfibios Trofozoitos son delgados y alargados, ~Filice., 1952
con cuerpos medios en forma de gota de
lagrima que se encuentran a lo largo del
eje del cuerpo.

G. muris Roedores Trofozoitos son casi esféricos y los Filice., 1952
cuerpos medios redondos.

G. duodenalis Hombre y a otros mamiferos (ovinos, Trofozoitos son piriformes y los cuerpos ~ Filice., 1952
bovinos, porcinos, equinos, felinos y medios en forma de ufia de martillo.
canidos, entre otros)

G. psittaci Aves Trofozoitos piriformes y cuerpos medios ~ Erlandsen et
en forma de ufia de martillo, carece del al., 1990
flanco ventrolateral

G. microti Ratas Trofozoitos piriformes y cuerpos medios ~ Erlandsen et
en forma de ufia de martillo y tiene al., 1990
quistes con dos trofozoitos, con discos
ventrales maduros.

G. ardeae Aves Trofozoitos piriformes y cuerpos medios ~ van Keulen et
pleomérficos (parecidos a G. murisya G.  al., 1998
duodenalis) y sin un flagelo caudal

Se ha observado que, los trofozoitos y quistes del grupo morfolégico Giardia
intestinalis (Syn. G. duodenalis 6 G. lamblia) obtenidos de diferentes hospederos
son morfolégicamente semejantes, por tal motivo, se han utilizado herramientas
moleculares para poder diferenciarlos. Actualmente se han descrito ocho
ensambles (A al H) basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)y

polimorfismos de los fragmentos largos de restriccion (RFLP) y secuenciacion



(Monis et al., 2003; Caccid & Ryan., 2008). Entre los ocho ensambles solo el Ay el
B son zoonaticos, porque se han encontrado en humanos y en una amplia gama de

mamiferos. Los ensambles C al G tienen hospederos mas especificos. Tabla 2.

Es importante resaltar que, se ha tratado de correlacionar a los ensambles con la
sintomatologia y/o signologia (virulencia) de los trofozoitos; pero, hasta el
momento, los ensambles o genotipos solo se han relacionado con la especificidad
del hospedero (Homan & Mank., 2001; Read et al., 2002). En esta tesis nos

referiremos al grupo morfoloégico G. intestinalis.

Tabla 2. Ensambles de Giardia intestinalis y su distribucién en los hospederos

Ensambles Hospederos

A Humanos, ofros primates, ovinos, porcinos, bovinos, caprinos,

equinos, canidos, felinos

B Humanos, ofros primates, ovinos, porcinos, bovinos, caprinos,

equinos, canidos, felinos

C,D Cénidos, felinos
E Ovinos, porcinos, bovinos, caprinos, equinos.
F Felinos
G Ratas
H Pinnipedos

2.6 Epidemiologia

La transmisién es directa (ano-mano-boca), o indirecta por el consumo de alimento,
agua contaminada con quistes, por foresis 6 por fomites (Ponce-Macotela et al.,
1990).

G. intestinalis es mas prevalente en lugares donde hay poca sanidad la presencia
de artrépodos que contaminan los alimentos, el consumo de agua no potable y el
no desinfectar de manera correcta los alimentos (Adam et al., 2016; Bouzid et al.,
2008).



Es comun en todo el mundo debido a la globalizacion, viajar de un pais a otro,
distribucion de alimentos, estilo de vida, cambio climatico, el no tener aseo de las
instalaciones y/o ambiente en donde se encuentran las mascotas o el ganado; esto
ultimo es muy importante, debido a que es una zoonosis (Dib et al., 2008;
Sahatchai et al., 2010). En diferentes partes del mundo la prevalencia es variable,
con mayor prevalencia en animales jévenes, en perreras y refugios (Ballweber et
al., 2010). En los establos las moscas representan un 5% de la transmision en un
estudio realizado en China (Zhao et al., 2014).

El resumen de diferentes estudios nos menciona la prevalencia de Giardia spp. en
animales de granja y de compaifiia, en diferentes paises se muestra en la tabla 3
(Feng & Xiao., 2011). Por ejemplo, en bovinos oscila entre 1.09 al 74.2%; en ovinos
entre 1.5 y 39.2%, en caprinos entre 4 y 43.5%, en porcinos entre 3.5 y 31.1%
(Feng & Xiao., 2011; Sprong et al., 2009), en canidos y felinos entre 1.1 y 45.9%
(Ballweber et al., 2010; Feng & Xiao., 2011; Ramirez-Ocampo et al., 2017).

Un estudio realizado con muestras en 5 estados de la Republica Mexicana donde
se muestrearon 174 bovinos y 265 ovinos de traspatio, tuvo una prevalencia en
bovinos del 5.17% y de ovinos del 11.3%. (Ortero et al., 2011). Por otro lado, en un
estudio realizado en el sur de la ciudad de México, se muestrearon 100 canidos
adultos en época de frio y calor, la prevalencia fue de 42%- 51% respectivamente
(Ponce-Macotela et al., 2005).

En fauna silvestre Giardia infecta a un amplio rango de hospederos mamiferos
(Caccio et al., 2018; Feng and Xiao., 2011; Ryan & Caccio., 2013). Existen varios
estudios sobre epidemiologia y transmision, pero aun se sabe poco sobre la
distribucion, diversidad genética y el potencial zoondtico en poblaciones de
animales terrestres y acuaticos de vida silvestre (Caccio et al., 2018).

En humanos la giardiasis fue incluida en la “Iniciativa de Enfermedades
Desatendidas” y es una de las enfermedades mas estudiadas en la actualidad
(Savioli et al., 2006). En los paises menos desarrollados, hay cerca de 300 millones

de infecciones en humanos por afio y puede ser causa de muerte de nifios



menores de 5 afnos (Kottlof et al., 2013). En México los analisis epidemiolégicos

demostraron el 55% de la seroprevalencia en la poblacion (Cedillo-Rivera et al.,

2009).

Tabla 3. Prevalencia de Giardia Intestinalis en animales domésticos de diferentes partes del mundo

Especie Pais Rango de animales Prevalencia
muestreados (%)
Alemania 536 51.2
Australia 175-474 29.5-36.6
Bangladesh 623 22
Brasil 256 11.7
Canada 739 42
China 371-2945 1.09-74.2
Egipto 248 13.3
Escocia 388 32.5
Espana 362 12.4
Estados Unidos 819-2109 23.9-32.9
Bovinos Etiopia 449 9.6
Ghana 328 8.5
Iran 246 9.3
Corea del sur 90-590 10
Malasia 240 12.5
Nueva Zelanda 180 6.1
Polonia 86 18.6
Reino Unido 283 32.9
Sicilia 149 35.6
Sri Lanka 340 41.5
Tailandia 900 6
Uganda 45 4.4
Vietnam 412 13.8
Australia 3412 20.2
Brasil 100-105 24.8-34
China 100-716 4.3-5.6
Espana 120 89.2
Ovinos Etiopia 389 2.6
Ghana 217 12.9
Grecia 429 31.3
Iran 86 19.8
Polonia 81 21
Reino Unido 64 43.7
Australia 500 7.6
China 139-1311 2.9-14.9
Ghana 285 12.3
Caprinos Grecia 255 40.4
India 207 33.8
Iran 94 15.9
Malasia 310 6.8
Tanzania 41 21.9
China 560 8
Porcinos Dinamarca 856 14
Nigeria 209 25.4
Polonia 84 29.8
Alemania 31 42
Australia 721 16.1
Brasil 32-97 6.3-19.6
China 159-940 11.3-14.3
Corea del Sur 202 33.2
Espana 55-348 9.2-36.5
Perros Estados Unidos 84-120 15-32
Grecia 879 25.2
Italia 262-705 20-79
Jamaica 225 19.6
México 21 23.8
Polonia 36-128 19.4-21.1
Tailandia 109 45.9
Turquia 473 18.8
Vietnam 209 8.6
Australia 345 10.1
Alemania 145 5.5
China 52-102 1.9-9.8
Gatos Espana 34-65 5.9-9.2
Grecia 264 20.5
Japon 342 18.7
Polonia 33 15.1

Feng & Xiao., 2011.



2.7 Ciclo biolégico

Giardia intestinalis tiene un periodo de prepatencia de 9 dias y un periodo de
incubacion de 10-19 dias, su ciclo de vida es directo, Fig. 2, es decir, no hay
presencia de hospedero intermediario (Ankarklev et al., 2010). Presenta dos
estadios en el ciclo; la fase de trofozoito que es la que va a provocar los signos
clinicos y el quiste que es la fase infectante o de transmision, la dosis minima
infectante es de 10 quistes (Ankarklev et al., 2010; Ponce-Macotela et al., 1990).

En los hospederos, el ciclo se inicia cuando se ingieren los quistes (a), de éstos
salen los trofozoitos (un trofozoito por quiste), es decir, hay un desenquistamiento

por el pH acido en el estobmago y por la presencia de bilis y tripsina en el duodeno
(b).

Los trofozoitos se adhieren rapidamente a las células del epitelio intestinal por
medio del disco suctor, el cual es esencial para la adherencia del parasito, siendo
este uno de los factores de virulencia. El proceso es rapido y los trofozoitos se
dividen asexualmente por fision binaria longitudinal, después de salir del quiste y en
ocasiones antes de terminar su salida, y colonizan el intestino delgado (Ankarklev
et al., 2010; Ponce-Macotela et al., 1990).

El enquistamiento (c) se inicia cuando el trofozoito se va alejando del duodeno y
yeyuno, y percibe un cambio en el ambiente (disminucion del colesterol), entonces
se inicia la produccion de proteinas de pared que se dirigen a la periferia del
trofozoito, éste pierde citoplasma, flagelos, se reacomoda el disco suctor y se
forma la pared quistica, que permitira que el parasito sobreviva de forma infectante

fuera del hospedero por varias semanas a meses (Caccio et al., 2008).

En evacuaciones diarreicas los trofozoitos salen (d), pero, no sobreviven al medio

ambiente (Dawson et al., 2010).
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Figura 2. Ciclo Biolégico de G intestinalis: 1; quiste (fase infectante), 2; Trofozoito (fase que
provoca el dafo en el epitelio), 3; trofozoitos en fisién binaria (fase de reproduccién asexual),
4; trofozoito (resultado de la reproduccién asexual), 5; quiste (enquistamiento del trofozoito
que saldra al ambiente).

2.8 Patogenia

Como ya se menciond anteriormente, Giardia spp. es un parasito zoonotico que
provoca dano al hospedero. Se ha documentado que la patogenia de la giardiasis
es multifactorial y en la interaccion hospedero-parasito se desencadenan varios
mecanismos que perjudican al hospedero.

Los mecanismos patogénicos registrados en la literatura son: a) competencia con

el hospedero por los nutrientes, b) traumatico, c) formacién de barrera mecanica, d)
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enzimatico, e) toxico, f) ruptura de uniones celulares, g) apoptosis y h) inhibicion
de especies reactivas, i) Proteinas variables de superficie, j) Incremento de células
de defensa, k) hiperplasia de células caliciformes, I) Invasion tisular. Fig 3
(Farthing., 1997; Eckman & Gillin., 2001; Adam., 2001; Chin et al., 2002; Ponce-
Macotela et al., 2008).

Figura 3. Esquema de Patogenia de G. intestinalis
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llustracion obtenida de Barash et al., 2019

a) Competencia con el hospedero

Giardia no sintetiza nada de novo (carbohidratos, aminoacidos, colesterol, los
fosfolipidos, nucleétidos y micronutrientes) por tal motivo, todo lo adquiere del
medio. Los trofozoitos de Giardia spp. colonizan el duodeno y yeyuno, con menor
frecuencia el ileon. El duodeno es un ambiente hostil por las sales biliares que
inhiben el crecimiento de los microorganismos; sin embargo, los trofozoitos de
Giardia spp. compiten con el hospedero por las sales biliares, ya que las consume
para su desarrollo (Keister., 1983; Ponce-Macotela et al., 1990).
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En el ambiente intestinal, la disminucion de sales biliares altera la formacion de
micelas y repercute en la saponificacion de las grasas, lo que conlleva a la
esteatorrea (Keister., 1983; Ponce-Macotela et al., 1990). Para la produccion de
energia, ademas de metabolizar la glucosa, utiliza aminoacidos como el aspartato,
alanina y arginina. Para Giardia la cisteina es un aminoacido fundamental porque
es un componente de las proteinas variables de superficie (VSP) dependientes de
Zn*, Fe*, Ca*. Las cisteinas forman puentes disulfuro que le dan resistencia a la
membrana de los trofozoitos, y con éstas evita el efecto de las especies reactivas.
Por otro lado, conlleva a una reduccion de la actividad enzimatica de la isomaltasa
y otras disacaridasas, fosfatasa alcalina, ATPasas y otros. La mala absorcion de
nutrientes lo lleva a alteraciones en el desarrollo ponderal y cognitivo de los
pacientes parasitados (Eckman & Gillin., 2001; Adam., 2001; Buret. et al., 2008;
Geurden & Olson., 2011).

b) Traumatico

La adhesion de los trofozoitos de Giardia spp. al intestino esta mediada por
factores fisicos como la adherencia por presion negativa del disco suctor, generada
por la fuerza hidrodinamica secundaria a la actividad constante de los flagelos
ventrales, y bioquimicos en donde participan las proteinas contractiles (giardina,
actina, miosina, tropomiosina y vinculina) del disco suctor. Giardia spp. posee una
lectina (tanglina) de 28 a 30 KDa que se une a un receptor de membrana que
contiene residuos de manosa-6-fosfato. El dafio bioquimico mediado por lectinas se
debe a la interaccidn especifica entre las células intestinales y el parasito. Esta
interaccion produce exfoliacion, lisis celular, aumento del indice mitdtico y
aplanamiento de las microvellosidades. Adicionalmente, se ha observado que la
pérdida de la continuidad del epitelio intestinal puede estar inducido por
alteraciones de resistencia transepitelial debido al debilitamiento de las uniones
fuertes de la zonula occludens. Por si misma, la discontinuidad epitelial produce
despolarizacion de las membranas, desequilibrio electrolitico, hiperperistaltismo y
diarrea (Eckman & Gillin., 2001; Adam., 2001; Chin et al., 2002; Ponce-Macotela et
al., 2008; Buret. et al., 2008; Geurden & Olson., 2011).
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c) Barrera mecanica

Los trofozoitos de Giardia spp. se adhieren a los enterocitos a lo largo del intestino
delgado y forman una especie de parches. Esta adherencia (fisica y/o quimica)
produce atrofia parcial de las microvellosidades (borde de cepillo), que se traduce
en la mala absorcion de los nutrientes (Lujan et al., 1995; Eckmann & Gillin., 2001;
Ponce-Macotela, et al., 2008).

d) Enzimatico

Los trofozoitos de Giardia secretan proteinasas que pueden contribuir a la lesion de
varias maneras, primera: al dafiar las células epiteliales (Parenti., 1989), segunda:
actuan como caspasas y promueven la apoptosis, otras enzimas como las
sulfatasas, fosfatasa acida, hidrolasas, tiolproteinasas, pueden favorecer la
adherencia del parasito al epitelio intestinal debido a que atacan a las
glicoproteinas de los enterocitos, alteran la integridad de las microvellosidades y
tercera: rompen a la IgA (entre CH2 y CH3) dirigida contra Giardia spp. (Chin et al.,
2002).

e) Téxico

Aunque todavia no se ha logrado aislar alguna toxina, pero, se ha observado que el
medio de cultivo en donde se crecieron trofozoitos produce alteraciones en el
epitelio intestinal. Ademas, se ha descrito el gen de una proteina variable de
superficie (CRP136) que tiene secuencias repetidas que codifican un péptido que
tiene una homologia de 57% con una sarafotoxina, encontrada en el veneno de
Ataraspid enggadensis. El envenenamiento por la mordedura de esta serpiente
ocasiona dolor abdominal, diarrea, vomito, nauseas; sintomas semejantes a los

observados en la giardiasis (Farthing., 1997; Eckman & Gillin., 2001)

f) Ruptura de uniones celulares

Las proteinas implicadas en las uniones celulares del epitelio intestinal son: zénula-
ocludens (ZO-1) cingulina, ocludina y claudinas. La ZO-1 es una proteina de
membrana periférica que interactua en la unién de la claudina con las F-actina del
citoesqueleto. La funcién intermediaria de la ZO-1 entre las uniones celulares y el

citoesqueleto es muy importante para la regulacion de permeabilidad paracelular.
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Se ha demostrado que los trofozoitos desorganizan las uniones celulares a nivel de
la ZO-1 e incrementan la permeabilidad transepitelial (Buret et al., 2008). Por si
misma, la discontinuidad epitelial produce despolarizacién de las membranas,
desequilibrio electrolitico, hiperperistaltismo y diarrea (Eckman & Gillin.,, 2001;
Adam., 2001; Chin, et al., 2002; Ponce-Macotela et al., 2008; Buret. et al., 2008;
Geurden & Olson., 2011).

g) Apoptosis

Se ha observado un aumento en la tasa de apoptosis de enterocitos en
experimentos in vitro (Chin et al., 2002). Asi mismo se ha observado en pacientes
con diarrea crénica. La apoptosis esta mediada por la activacion de una enzima
proapoptética caspasa-3 y caspasa-9, aumentan la expresion de la Bax
proapoptética, hay disminucién de la expresion de Bcl-2 anti apoptdtica y escision
proteolitica inducida de poli (-ADP-ribosa) polimerasa (PARP). Los genes
asociados con la apoptosis estan regulados por incremento en células expuestas a
productos de la cepa WB, ensamble A (Roxstrom-Lindquist et al., 2005). También
se ha establecido que la muerte celular por apoptosis contribuye a la resolucion de
la inflamacién. Este tipo de muerte celular se ha correlacionado con la ruptura de
uniones celulares a nivel de la ZO-1 e incremento de la permeabilidad epitelial
(Chin et al., 2002).

h) Inhibicién de especies reactivas
El parasito evita la formacién de radicales libres, inhibiendo la formacion de oxido
nitrico (que es parasiticida), debido a que consume arginina, aminoacido precursor

del 6xido nitrico, via el éxido nitrico sintetasa (Eckmann., 2003).

i) Proteinas variables de superficie (VSP)

La familia de genes VSP comprende alrededor de 270 genes en la cepa WB. El
encendido y apagado de la expresion de genes que codifican a las VSP es el
mecanismo que permite a Giardia spp. reemplazar a la VSP expresada. Aunque
una sola VSP se expresa en un determinado tiempo por el trofozoito, el repertorio
de VSP potenciales (hasta 270) podria estar asociado con una mayor virulencia
(Carranza et al., 2002).
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Las VSP de Giardia spp. constantemente estan cambiando, son ricas en cisteina,
se sabe que las uniones entre dos cisteinas forman enlaces covalentes que le
confieren gran estabilidad a la membrana y las hace muy resistentes a los radicales
libres. Adicionalmente, le sirven para evadir la respuesta inmune del hospedero
(Adam et al., 2010; Nash & Mowatt 1993; Lujan et al, 1995).

j) Incremento de células de defensa

En el tracto intestinal, se encuentra el llamado tejido linfoide asociado a intestino
(GALT), y se compone de las placas de Peyer, foliculos linfoides y nédulos
linfaticos mesentéricos. En el GALT se diferencian y proliferan las células T, para
que en el epitelio y la lamina propia se lleven a cabo la respuesta inmune (Wu et
al., 2014).

El hospedero desarrolla mecanismos de autodefensa especificos (Faubert., 2000) e
inespecificos contra parasitos (Eckmann., 2003). La respuesta inmune innata es la
primera linea de defensa, la conforman barreras de las mucosas intestinales,
cuenta con diversas poblaciones de células, algunas con gran capacidad fagocitica
como macrofagos, y de produccion de especies reactivas de oxigeno y oOxido
nitrico, como neutroéfilos y eosindfilos. Ademas, en la respuesta innata participan
células especializadas en la presentacion de antigenos, como las células
dendriticas, que se caracterizan por la expresion de proteinas especificas a las que
se les considera clave en la integracion de las respuestas innatas y adaptativas
(Janeway et al., 2002). Entre los mecanismos especificos se encuentran las
respuestas inmunitarias basadas en mecanismos dependientes de células By T
(Singer & Nash., 2000). Las respuestas inespecificas estan parcialmente
respaldadas por el 6xido nitrico, los péptidos antimicrobianos y otros (Eckmann.,
2003), asi como por las células caliciformes secretoras de moco que protegen el
intestino al estratificar el epitelio (Ho et al., 1995).

k) Hiperplasia de células caliciformes
Se ha observado que Giardia spp. estimula el incremento de células caliciformes, la
hiperplasia de células caliciformes puede contribuir a la discontinuidad epitelial, que
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podria aumentar la probabilidad de invasion del epitelio (Ponce-Macotela et al.,
2008). Las células caliciformes tienen varias funciones, una de éstas es cubrir al
epitelio intestinal con glicoproteinas que lo protegen de los alimentos y para
protegerla contra virus, bacterias y parasitos.

En la giardiasis el aumento de células caliciformes puede ser el responsable de dos
diferentes procesos: los trofozoitos se protegen con el moco para neutralizar los
acidos grasos libres, que son perjudiciales para su membrana celular (Rayan et al.,
2005) un fendmeno que esta potenciado por Giardia ya que los trofozoitos liberan
una lipasa inhibidora (Gilling et al., 1983) y los trofozoitos estan protegidos contra la
IgA encontrada en el moco (Parenti., 1989). Pero los parasitos se ven afectados
negativamente porque las glucoproteinas de mucina bloquean los receptores de
lectina en la superficie de los trofozoitos, lo que perjudica la adherencia de Giardia

a las células epiteliales (Chadee et al., 1990).

I) Invasion tisular

El paradigma dice que el habitat de los trofozoitos de Giardia esta en el lumen del
intestino delgado (Buret., 2007; Ankarklev et al., 2010). Pero existen algunos
reportes de giardiasis con trofozoitos dentro de la mucosa, submucosa o la capa
muscular del intestino (Morecki & Parker., 1967; Brandborg et al., 1967; Saha &
Ghosh., 1977; Fleck et al., 1985; Sinelnikov et al., 2009; Martinez-Gordillo et al.,
2014).

Todos estos mecanismos modifican la histomorfologia intestinal y dan lugar a la
pérdida de las microvellosidades intestinales (borde de cepillo), aumento de células
caliciformes y atrofia parcial de las microvellosidades intestinales (Belosevic et al.,
1989; Nain et al., 1991; Ponce Macotela et al., 2008).

Por otro lado, existen los Giardiavirus, virus que comprenden una doble cadena
RNA de 7 kb de la familia Togaviridae de 36 nm, no envuelto icosaédrico especifico
de Giardia spp. que infecta a varios ensambles A, B, C/D y E. Aunque no se ha
encontrado correlacion entre la presencia o ausencia del virus, el ensamble
especifico y la cohabitacidn de multiples especies de Giardiavirus, no ha sido
demostrado (Ortega-Perez et al., 2009).
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2.9 Manifestaciones clinicas

2.9.1 En animales:

Se han descrito una gran variedad de signos, que incluyen diarrea y sindrome de
mala absorcién (O'Handley et al. 1999; Geurden & Olson., 2011). En canidos vy
felinos es muy comun cuando se encuentran en situaciones estresantes como el
alojamiento en los refugios y las perreras (Ballweber et al., 2010) y la mayoria de
los casos no presentan fiebre.

Al hacer el examen fisico al animal, se detecta pérdida de peso y al hacer la
palpacion en la zona abdominal se observa que manifiesta dolor (Vasilopulos et al.,
2006; Gooking et al., 2004; Scorza et al., 2007). En el caso del ganado bovino se
reduce la tasa de crecimiento de los terneros y en vacas afecta la eficiencia
alimentaria; en ovinos y caprinos puede causar diarrea severa, depresion, pérdida
de peso y mortalidad, provocando pérdidas econdmicas y baja rentabilidad para el
productor, los animales asintomaticos son portadores y diseminadores de la
parasitosis (O'Handley et al., 1999; Sahatchai et al., 2010; Geurden & Olson.,
2011).

2.9.2 En humanos

Las manifestaciones clinicas varian entre los individuos, que van desde agudas a
cronicas y en algunos casos son asintomaticos, se ha hipotetizado que la giardiasis
asintomatica es debida a la condicion fisiologica de los individuos y/o el tipo de
aislado del trofozoito, debido a que presenta varios genotipos descritos en la tabla
2. Pag 6. En casos agudos, hay dolor abdominal, diarrea explosiva fétida,
esteatorrea, nauseas y vomito. En la giardiasis cronica presentan dolor abdominal,
diarrea, pérdida de peso, sindrome de mala absorcion y déficit intelectual (Adam.,
2001, Cotton et al., 2011). En algunos pacientes los sintomas pueden persistir
después de haber tenido tratamiento con metronidazol (Hanevik et al., 2007).
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2.10 Diagnéstico etiolégico.

Para la busqueda de trofozoitos (fase labil) en heces diarreicas se solicita el
coproparasitoscopico directo en fresco. Para la deteccion de quistes (fase de
resistencia) se solicita el coproparasitoscopico de concentracion flotacion (Van.,
2014). Deteccion de coproantigenos mediante el ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA). Deteccidon de segmentos de genes que codifican a varias
proteinas, mediante la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) vy
frecuentemente se utiliza para mostrar la prevalencia de ensambles (Parcina et al.,
2019).

2.11 Tratamiento

2.11.1 En animales
El tratamiento en animales de compafia y domésticos se utiliza el Metronidazol,
Tinidazol e Ipronidazol. Cuando existen hallazgos clinicos que sugieren infeccion
concurrente con nematodos se utiliza el Fenbendazol, Albendazol, o combinacion
de Pyrantel/Prazicuantel/Febantel (Sahatchai et al., 2010).

2.11.2 En humanos
Las terapias farmacoldgicas incluyen derivados da la familia de los nitroimidazoles
como el metronidazol, tinidazol, ornidazol, secnidazol y derivados del grupo de los
benzimidazoles, que incluyen albendazol y mebendazol. Ademas, se pueden
utilizar la nitazoxanida, furazolidona, quinacrina, cloroquina y paramomicina como

tratamientos alternativos (Canete et al., 2006b, Leitsch., 2015).

El tratamiento de personas asintomaticas, que excretan quistes, esta indicado para
prevenir la autoinfeccion y la propagacion de la infeccion a personas y animales
sanos (Hemphill et al., 2019).
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Tabla 4. Farmacos utilizados en la giardiasis.

Farmaco Caracteristicas Eficacia Bibliografia
Metronidazol Fue uno de los primeros tratamientos 60-100% Bassily et al., 1970,
desde 1959, siendo considerada la Gardner & Hill., 2001,
primera opcién de tratamiento. Escobedo &
Cimerman., 2007.
Tinidazol La eficacia depende de la carga 72-100% Bassily et al., 1987,
parasitaria. Canete et al., 2006b,
Pasupuleti et al.,
2014.
Secnidazol Buenos resultados en estudios clinicos. 80-98% Canete et al., 2006a;
Di Pri sco et al., 2000.
Ornidazol Buena alternativa de tratamiento. 90-100% Jokipii &  Jokipii.,
1982, Sabchareon et
al., 1980.
Nitazoxanida Alta eficacia contra cepas de Giardia 71-80% Hoffman et al., 2007,
resistentes al metronidazol. Muller et al., 2007b.
Albendazol Tratamiento de opcion para gran Variable Leitsch, 2015
variedad de infecciones parasitarias, es Dimitrijevic et al.,
uno de los 4 antihelminticos encontrado 2012, Locatelli et al.,
en el listado de medicamentos 2004, Martinez-
esenciales de la OMS. Los trofozoitos Espinosa et al., 2015.
son capaces de convertirlo en sus
metabolitos y no se ha determinado qué
proteina realiza esta funcion,
haciéndolo resistente contra este
farmaco.
Mebendazol Hay estudios que reportan una buena Variable al-Waili et al., 1988,
erradicacion y otros en donde no se Vivancos et al., 2018,
logré una buena eficacia. Gascon et al., 1989.
Paramomicina Este aminoglucosido tiene actividad 55-90% Vivancos et al., 2018.
mas baja que los nitroimidazoles,
quinacrina y furazolidona.
Furazolidona Es un nitrofurano muy eficaz contra Variable Leitsch, 2015.

parasitos microaerofilicos.

2.12 Prevencion

Medidas higiénicas y servicios publicos generales. La transmision de persona a
persona y de animal a persona se puede prevenir mediante la higiene; es decir,
lavado de manos, no meterse los dedos u objetos sucios a la boca, evitar que los
artrépodos contaminen los alimentos. El consumo de agua potable, desinfeccion de
frutas y verduras (Adam et al., 2016; Bouzid et al., 2008), aseo frecuente del
ambiente (instalaciones) donde se encuentran las mascotas o el ganado (Sahatchai
et al., 2010).
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2.13 Histologia del intestino delgado

En el intestino delgado la tunica mucosa esta conformada por un epitelio simple
columnar con microvellosidades y exocrinocitos (células caliciformes) intercaladas.
A las criptas de Lieberkiuhn también se les conoce como glandulas intestinales, son
estructuras tubulares compuestas por epitelio simple columnar que se extienden
desde la muscular de la mucosa a través de todo el espesor de la lamina propia y
desembocan a la altura de la base de las vellosidades, la relacion vellosidad/cripta
esta entre 3:1 - 5:1. (Ferrufino et al., 1996, Ross & Pawlina., 2006).

En la base de las criptas se encuentran las células madre, que generan células de
Paneth, caliciformes y enteroendocrinas. Las células de Paneth son importantes en
la inmunidad innata de la mucosa porque secretan péptidos antimicrobianos (Booth
et al., 2000; Ross & Pawlina., 2006).

Las células caliciformes son glandulas unicelulares mucosecretantes, con
propiedades hidréfobas y tensoactivas, que previenen la adhesion de las bacterias
entéricas al epitelio intestinal (Qin et al, 2008; Ross & Pawlina., 2006). Las
enteroendocrinas producen diversas hormonas enddcrinas y paracrinas; por
ejemplo, la secretina que estimula la secrecidon pancreatica de agua y bicarbonato,
en menor grado también estimula la salida de bilis e insulina, conlleva mayor
produccion de enzimas pancreaticas y de tripsina gastrica (Martén., 1978; Ross &
Pawlina., 2006) y las células de absorcion (enterocitos), especializadas en el
transporte de sustancias desde la luz intestinal hasta el torrente sanguineo (Ross &
Pawlina., 2006).

La submucosa esta formada por un tejido conjuntivo denso que en algunos sitios
focalizados contiene acumulaciones de adipocitos. Las glandulas de Brunner
poseen ceélulas secretoras con caracteristicas tanto de células productoras de
zimogeno como de células productoras de moco, contiene glucoproteinas neutras y

alcalinas y iones de bicarbonato (Ross & Pawlina., 2006).

La muscular de la mucosa consiste en dos capas delgadas de células musculares

lisas, una circular interna y una longitudinal externa, entre estas dos capas
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musculares estan situados los componentes principales del plexo mioentérico
(plexo de Auerbach) que es una parte del sistema nervioso entérico, que posee
inervacion motora en ambas capas e inervacion secretomotora a la mucosa, que
dan lugar a las contracciones intestinales, de las cuales hay dos tipos, las
contracciones de segmentacion (causadas por la circular interna), que movilizan el
quilo para mezclarlo con los jugos digestivos y ponerlo en contacto con la mucosa
para absorber el producto de la digestidn; las contracciones peristalticas que se
deben a la acciéon coordinada de ambas capas musculares y desplazan el

contenido del intestino en direccion distal.

Finalmente, la tunica serosa, que esta cubierta por peritoneo dentro de la cavidad
abdominal (Ross & Pawlina., 2006).
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3. ANTECEDENTES EN EL LABORATORIO

Una de las lineas de investigacion en Giardia se ha enfocado en la contribucion en
el conocimiento de la patogenia de este parasito.

Se inicio con el estudio clinico de pacientes pediatricos con giardiasis, de quienes
se obtuvieron muestras biolégicas, se concentraron quistes para el
desenquistamiento y cultivos axénicos de los trofozoitos (Ponce-Macotela et al.,
1990), el objetivo era buscar marcadores de patogenicidad mediante estudios
isoenzimaticos y moleculares. Los aislados de Giardia obtenidos de los pacientes,
uno de un canido y dos de felinos fueron del ensamble A (grupo genético All). No
hubo correlacion entre el ensamble y la patogenicidad (Ponce-Macotela et al.,
1990; Ponce-Macotela et al., 2002).

En un analisis histologico se mostré que los canidos con Giardia tenian un mayor
numero de células caliciformes en comparacion con los canidos sin el parasito y los
autores hipotetizaron que los trofozoitos podrian invadir el epitelio a través de las

células caliciformes (Ponce Macotela et al., 2008).

Por otro lado, en la biopsia de un paciente con intolerancia a la lactosa, mediante
histologia y microscopia electronica de transmisién encontraron trofozoitos dentro
del epitelio duodenal. Obtuvieron el cultivo axénico del aislado (INP-HGINV) de
Giardia, lo genotipificaron y fue del ensamble A (grupo genético All) (Martinez-
Gordillo et al., 2014). Con la intensién de corroborar que era un aislado con
trofozoitos invasores; posteriormente, reprodujeron uno de los postulados de Koch
al infectar a jerbos y observar el duodeno a los 11, 18, 27, 57 y 87 dias post-
inoculacién, que correspondieron a 14, 21, 30, 60 y 90 dias de edad con 10°
trofozoitos de la cepa HGINV de este aislado de Giardia y volvieron a encontrar
trofozoitos dentro del epitelio intestinal (Reynoso et al., 2015).

Adicionalmente, se sabe que los aislados de Giardia pueden estar conformados por
varias subpoblaciones de trofozoitos, y por lo tanto algunos trofozoitos pudieran no
ser invasores. Por tal motivo, se propusieron obtener clonas a partir del aislado
paternal. En el Laboratorio se obtuvieron clonas de tercera generacién de
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trofozoitos del aislado invasor; brevemente, un inéculo de 100 trofozoitos del
aislado INP-HGINV (Human Giardia Invasor) se clonaron en medio semisélido con
agarosa al 0.18% (Gillin & Diamond.,1980). Después de 8 dias de incubacion se
observaron las colonias de trofozoitos de Giardia. Con una pipeta Pasteur se
obtuvo una colonia y los trofozoitos se crecieron en medio TYI-S-33 (Primera
clonacién). Trofozoitos de la primera clona se volvieron a subclonar (Segunda
clonacién). El procedimiento se repitid y se obtuvieron dos clonas de tercera
subclonacién (INP-HGInvC3a e INP-HGInvC3b). Todas las clonas obtenidas se

crecieron y se criopreservaron en nitrogeno liquido.

Es necesario demostrar el efecto de estos trofozoitos en la mucosa intestinal en un

modelo in vivo.

4. JUSTIFICACION

La giardiasis es una de las parasitosis intestinales de amplia distribucion a nivel
mundial, que afecta a los animales y a los humanos. En México,
independientemente del nivel socioecondmico de la poblacién, la seroprevalencia

es mayor del 50%.

Escasos reportes han mostrado que existen en la naturaleza, aislados de Giardia

con potencial invasivo.

El grupo de trabajo del Laboratorio de Parasitologia Experimental del INP obtuvo
un aislado de Giardia que en un modelo in vivo invadié el epitelio intestinal. Debido
a que los aislados pueden estar conformados por varias subpoblaciones, se
obtuvieron clonas de tercera generacidn; sin embargo, para conocer el efecto del

parasito en el hospedero es necesario continuar con el estudio de estas clonas.

En este proyecto, que esta enmarcado dentro de una de las lineas de investigacion
prioritaria del Instituto Nacional de Pediatria (enfermedades infecciosas vy
parasitarias), nos propusimos analizar las alteraciones del intestino delgado de
jerbos infectados con una de estas clonas.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Coémo estara la relacion cripta/vellosidad y la cantidad de células caliciformes en
jerbos de 10 y 15 dias de edad infectados con trofozoitos de la clona INP-
HGInvC3a de Giardia, y se encontraran trofozoitos dentro del epitelio intestinal?

6. HIPOTESIS

La relacion cripta/vellosidad y el numero de células caliciformes en jerbos de 10 y
15 dias de edad infectados con trofozoitos de la clona INP-HGInvC3a de Giardia no
sera similar que en jerbos no infectados; ademas, dado que los trofozoitos de la
clona INP-HGInvC3a provienen de un aislado invasor, entonces se encontraran
trofozoitos dentro del epitelio intestinal.

7. OBJETIVO

Comparar la relacion cripta/vellosidad y la cantidad de células caliciformes entre
jerbos de 10 y 15 dias de edad infectados con trofozoitos de la clona INP-
HGInvC3a de Giardia intestinalis y jerbos no infectados, y probar que los trofozoitos
de la clona INP-HGInvC3a invaden el epitelio intestinal.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Material biolégico

a) Meriones unguiculatus

Como modelo biolégico se utilizaron jerbos (Meriones unguiculatus) de Biomedicina
Integral para Invertebrados (BIOINVERT), que es una empresa dedicada a la
investigacion biomédica y contaban con un certificado médico donde se especificd
que eran libres de patégenos especificos.

Todos los procedimientos que se realizaron en los jerbos estuvieron sujetos a las
normas estipuladas por el Comité de Cuidados y Uso de Animales para
Experimentaciéon (CICUAL) del Instituto Nacional de Pediatria (INP); y a los
establecidos por los Institutos Nacionales de Salud de México (NOM-062-ZOO-
1999). Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio. (D.O.F. 22-VI11-2001).

b) Trofozoitos de Giardia intestinalis de la clona INP-HGInvC3a

Los trofozoitos de la clona INP-HGInvC3a se descongelaron y se mantuvieron en

cultivos axénicos en el medio TYI5-33.
8.2 Estrategia

En la Fig.4 se muestra un diagrama de flujo que se siguié para cumplir con los
objetivos planteados.
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Figura 4. Diagrama de flujo. 1) Nimero de parejas de jerbos y crias de jerbos totales divididos
en los diferentes grupos. 2) Inoculacion de los trofozoitos a los jerbos de 5 dias de edad. 3)
sacrificio y diferenciacion de los tres segmentos del intestino delgado. 4) técnicas
histolégicas y analisis de la histomorfologia. 5) Registro de datos obtenidos en base al
analisis por medio del programa image-pro-insight y Excel para obtener analisis estadistico.
PBS: solucién de fosfatos amortiguada, VO: via oral, C s/e: Control con estimulo, C cle:
Control con PBS, T: Trofozoitos, d/e: dias de edad.

8.3 Metodologia
8.3.1 Jerbos (Meriones unguiculatus):
Se adquirieron seis parejas de jerbos de ocho semanas de edad.

Las parejas de jerbos se alojaron en el bioterio del INP con ambiente controlado en
cajas de policarbonato de 51 X 41 X 21 cm, con ciclo de luz-obscuridad (12:12),
humedad 40%, temperatura 23+ 3°C, con agua esterilizada y alimento ad libitum,

las cajas y camas se cambiaron los dias lunes, miércoles y viernes.

En la bitacora se mantuvo el registro de: la fecha de ingreso, de nacimiento, del
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destete, y la de los indculos correspondientes (ninguno, vehiculo o trofozoitos). Se
realizo el registro del numero de jerbos por camada, el nimero de generacién (F1,
F2, F3) y la edad pre y post inoculacion. También se registré el numero de jerbos
que murieron por causas desconocidas. Murieron ocho jerbos, los cuales no fueron

incluidos en el presente experimento.

Los jerbos inoculados con trofozoitos se transfirieron al area de animales
inoculados con agentes patogenos. La distribucion de los jerbos para los

experimentales se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Jerbos que se obtuvieron de las diferentes camadas

Pareja  Generacion # de Dias de edad Estimulo Jerbos
jerbos muertos
1 - - - - 2
2 - - - - 3
F1 3 10 Control -
3 2 15
F2 2 10 Control -
3 15

JERBOS F3 3 15 Vehiculo 1
F1 5 10 Vehiculo -
4 F2 3 10 25, 000 -

trofozoitos
4 15 25, 000 -

trofozoitos
5 - - - - 2
F1 2 10 Vehiculo -
6 2 15 Vehiculo -
F2 2 10 25, 000 -

trofozoitos
3 15 25, 000 -

trofozoitos

8.3.1.2 Grupos de jerbos
Los jerbos se distribuyeron en tres grupos:
A. Grupo control: sin estimulo.

B. Grupo control con vehiculo: se les inoculd el vehiculo solucion fosfatos

amortiguada (PBS) estéril que se utilizé con los trofozoitos.

C. Grupo infectado con trofozoitos: se inocularon 25,000 trofozoitos de la clona
INP-HGInvC3a de Giardia intestinalis en 100 — 120 uL de PBS.
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8.3.2 Trofozoitos de la clona INP-HGInvC3a de Giardia intestinalis

Los trofozoitos en medio de cultivo TYI-S-33, en tubos (8 mL) con tapon de rosca a
37°C durante 72 h; Cuando se incuban alcanzan la fase log de la curva de
crecimiento (formacion de monocapa). En cada tubo hay de 10-12 millones de

trofozoitos.

Los tubos se revisaron en un invertoscopio Olympus IX50 para constatar que
estuvieran en la fase log de crecimiento formando monocapa. Fig. 5y Fig. 6.

Figura 5. Fotografia que muestra un tubo con cultivo TYI-
S-33 axénico con trofozoitos de G. intestinalis (a) y el
invertoscopio Olympus IX50 (b) (Lab. Parasitologia Exp. INP).

Figura 6. Microfotografia que muestra a los
trofozoitos en fase log de crecimiento y formando
monocapa en el tubo de cultivo, observados en el
invertoscopio. 20X. (Lab. Parasitologia Exp. INP).
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a)

b)

d)

8.3.3 Cuantificacion celular

A los tubos con trofozoitos en fase log se les decant6 el medio de cultivo y
se les agrego la solucion salina amortiguada (PBS), para desprender a los
trofozoitos de las paredes de los tubos, éstos se incubaron en hielo durante
10 minutos, posteriormente se homogeneizaron y centrifugaron (Heraeus
Instruments) a 3500 rpm (revoluciones por minuto) durante 15 minutos. Fig.
7 (a).

El sobrenadante se decanté y el precipitado se transfirid, con una pipeta
Pasteur, a un tubo Eppendorf de 1.5 mL.

El tubo se nivelé a 1.0 mL con PBS, se incubd en hielo por 10 minutos, y se
realizaron dos lavados con PBS, centrifugando a 8000 rpm por 5 minutos
(Eppendorf 5415 C). Fig. 7 (b).

El sobrenadante se homogeneiz6 y una alicuota de 10 uL se llevd a un
volumen final de 1000 ulL en otro tubo Eppendorf. Posteriormente, la
muestra se homogeneizé y en cada cuadrante de la camara de Neubauer se

colocaron 10 uL de la dilucion y los trofozoitos se cuantificaron. Fig. 8.

Figura 7. Fotografias de la centrifuga Biofuge primo (a) y la
microcentrifuga Eppendorf 5415 C (b) (Lab. Parasitologia Exp. INP).
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Figura 8. Esquema de una camara de
Neubauer y forma de conteo en los
cuadrantes

El nimero de trofozoitos se determiné con la formula:

No. Total de células

X F. dilucién x 10,000= No. de células/mL
No. de cuadrantes

e) Una vez que se tuvo el numero total de trofozoitos, se determiné la cantidad

de microlitros (uL) para la inoculacién con la siguiente férmula:

25, 000 células x 1 mL

=mL de inéculo x 1, 000 uL = No. total de uL
No. de células/mL

8.3.4 Inoculacion de Giardia en Jerbos

A los jerbos de cinco dias de edad se les inocularon 25, 000 trofozoitos en un
volumen aproximado de 100 — 120 uL de PBS por medio de un catéter. A uno de

los grupos control solamente se les administro el PBS.
8.3.5 Eutanasia de los jerbos

Alos 10 6 15 dias de edad, los jerbos se sacrificaron por dislocacién cervical. Con
los dedos pulgar y mefique de la mano izquierda, se sujeto el cuello a la altura de
la articulacion atlanto-occipital y con la mano derecha se sujetd la base de la cola

para asi desarticular e inmovilizar al animal.
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8.3.6 Obtencion del intestino delgado

Una vez que el animal estaba completamente inmovilizado, sobre una base de cera
se fijaron las cuatro extremidades. Con unas pinzas de Halstead se sujet6 la piel y
con tijeras Mayo rectas se realiz6 una incisién en la linea media exponiendo la

cavidad abdominal. Fig. 9.

Figura 9. Fotografia que muestra la obtencion de
intestino delgado del jerbo (Lab. Parasitologia Exp. INP).

Se localiz6 el estbmago y el recto, se extrajo todo el intestino (delgado y grueso)
para que al momento de hacer los cortes no provocar algun tipo de lesion en los
organos digestivos, e inmediatamente se depositd en una caja de Petri con
formaldehido amortiguado al 4%. Fig. 10. Los intestinos delgados de los diferentes
animales tuvieron longitudes variables, desde 10 a 13 cm. Se diferenciaron las
regiones del intestino:

a) Duodeno: desde la terminacion del piloro hasta la flexura duodenoyeyunal.
b) Yeyuno: desde la flexura duodenoyeyunal hasta la porcion proximal del ileon

c) ileon: hasta el limite de la valvula ileocecal.
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Figura 10. Fotografia que muestra la anatomia de tracto digestivo
del jerbo, desde el estomago hasta el recto (Lab. Parasitologia Exp. INP).

Las diferentes regiones anatomicas del intestino se colocaron en cassettes para
histologia, se depositaron dentro de recipientes de vidrio con tapa que contenian
formaldehido amortiguado al 4% y se transportaron al Servicio de Patologia del
INP.

Los cadaveres de los jerbos se pusieron en bolsas amarillas y se trataron siguiendo
la norma oficial mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Se transportaron en
un contenedor de unicel con tapadera y se depositaron en la seccién de cadaveres

del congelador del Bioterio del INP.
8.3.7 Técnicas histoldgicas
a) Fijacion.
A las muestras se les retiré todo el formaldehido amortiguado con agua destilada, y

se realizd la deshidratacion del tejido utilizando un sistema automatizado

(histoquinete) en siete pasos que se describen a continuacion.
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1. Formalina amortiguada al 10% (1 hora).
2. Alcohol al 80% (1 hora).

3. Alcohol al 96% (2 horas). Dos veces.

4. Alcohol absoluto (2 horas ). Dos veces
5. Alcohol absoluto-xilol 50/50 (1 hora).

6. Xilol (2 horas). Dos veces

7. Parafina (3 horas). Tres veces

b) Inclusién en parafina.

Al siguiente dia se realizd el proceso de inclusién del tejido en parafina en un
sistema neumatico. Con unas pinzas de diseccion sin dientes se obtuvo tejido por
tejido y cuidadosamente se acomodd en la base de metal para el cassette, de tal
forma que al momento de hacer el corte se hiciera de forma transversal.
Posteriormente, se les colocé la parafina y se dejaron en la zona de enfriamiento.
Se dejaron los bloques aproximadamente media hora y se retiraron de las bases
para el cassette.

c) Cortes histolégicos.

En un microtomo se realizaron los cortes de 3.0 um., se obtuvieron de 2 a 3 cortes
por tejido. Los cortes en cinta se pusieron cuidadosamente con ayuda del dedo
indice en un bafio de flotacion con agua a 45°C, se tomo el portaobjetos con los
dedos pulgar e indice y cuidadosamente se adhirieron los tejidos del bafio de
flotacion. Posteriormente, para derretir la parafina, los portaobjetos se incubaron
durante 45 minutos en la estufa térmica a 42°C y finalmente se obtuvieron los

cortes histologicos para las tinciones.
8.3.8 Tinciones
8.3.8.1 Hematoxilina-Eosina (H-E).

Fundamento de la tincion: La hematoxilina es un colorante basico (catidnico) y su
afinidad es a las estructuras que son acidas; por ejemplo, a los nucleos; entonces,

los nucleos se tinen de color azul. Por el contrario, la eosina es un colorante acido
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(anidnico) y tiene afinidad por todos los componentes alcalinos o basicos, por
ejemplo, el citoplasma celular que se tifie de color rosado.

Procedimiento. Las laminillas se colocaron en una rejilla y se pasaron por el tren de
tincion. Fig. 11. Eliminar la parafina, hidratar los tejidos, tincion, deshidratacion y

montaje.
Hidratar:

1. En xilol (10 lavados). Dos veces
2. En etanol y Xilol 50/50 (10 lavados).
3. En etanol absoluto (se hicieron 10 lavados por cada uno). Dos veces
4. En etanol al 96% (se hicieron 10 lavados por cada uno). Dos veces
5. Se enjuago con agua (10 lavados)

Teiir:
1. Las muestras se colocaron en la Hematoxilina por 10 minutos.
2. Se enjuago en agua corriente hasta que desapareciera por completo el
colorante; el tejido se podia observar en el microscopio (sin secarse) para
decidir si se pasaria o no por una solucién viradora (hidroxido de amonio),
con esta solucion se disminuye el tono de morado a un tono azulado, en
caso de que quedara muy saturado. Se lavd con agua corriente cuando se
uso este paso.
3. Las muestras se colocaron en Eosina por 3 minutos.

Deshidratar
1. Etanol al 96% (se hicieron 10 lavados por cada uno). Dos veces
2. Etanol absoluto (se hicieron 10 lavados por cada uno). Dos veces
3. Etanol y Xilol 50/50 (10 lavados).
4. Xilol (10 lavados). Dos veces

Montar:
1. A las laminillas, en donde se encontraba el tejido, se le colocé una gota de
resina sintética, se le colocé el cubreobjetos y se dejo secar a temperatura

ambiente por un dia.

34



HEMATOXILINA-EOSINA

. 10 min
Hidratar

z
. ETOH-Xilol ETOH-Abs ETOH-Abs ETOH-96 ETOH-96 E
£
\ | 5
Lavado con =

' H,0

Eliminar la parafina
:ﬁ:af;;v:?u . Hzo

Puede o no pasar por una g
solucién viradora, esta . s
rebaja el color de tincién de ® Virar g ] g
morado a un tono mas azul 5°
g
Montar la /
laminilla //ﬂ - l
\ DeShIdr‘atal’ “ Agua -:cr'crk‘ H2

N
m E;%’I* ETOH-Abs | ] ETOH-A0s || ETOH-96

Figura 11. Tren de tincién de tinciéon con H-E

eulsoy

Con un microscopio Olympus BX50 y el software Image-Pro Insight Fig. 12. se
determind la longitud de 20 vellosidades y sus respectivas criptas. En la Fig. 13 se
muestra un corte transversal del duodeno de un jerbo de 15 dias de edad sin
ningun tipo de estimulo, tefido con H-E. Se observa la serosa, muscular
submucosa y mucosa. Son evidentes las fibras musculares de color rosa y sus
nucleos tenidos de azul. El citoplasma de los enterocitos tefido de color rosa y sus
nucleos de color azul. En la microfotografia representativa se muestra la longitud
de las criptas y de las vellosidades marcadas con una linea de color blanco, los

numeros en color negro corresponden a las micras.
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Figura 13. Microfotografia que muestra un corte transversal del duodeno
normal de un jerbo de 15 dias de edad, sin ningun estimulo tefiido con
HE. Las lineas en blanco representan la longitud de las vellosidades y
las criptas obtenidas con la regleta del programa image-pro insight 10x.
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8.3.8.2 Tincién Acido Peryédico de Schiff (PAS).

El fundamento de esta tincion es mostrar a los grupos aldehidos formados por la
oxidacion de los carbohidratos. El acido peryédico oxida los grupos oxhidrilos
(incrementando el numero de grupos carbonilos, aldehidos y cetonas). El reactivo
de Schiff reacciona con grupos aldehidos y forma una coloracién roja. Por tal
motivo los mucopolisacaridos neutros se tifien de rojo. En nuestro caso, el
proposito de esta tincion fue evidenciar a las células caliciformes que tienen

mucopolisacaridos neutros.

Para derretir la parafina, los portaobjetos con los tejidos se colocaron en la rejilla y
se incubaron durante 45 minutos en una estufa incubadora a 42°C., posteriormente
pasaron por el tren de alcoholes para hidratar y eliminar el resto de parafina como

se describidé anteriormente en la técnica de H-E.

1. Las laminillas se lavaron con agua destilada (3 lavados) y se colocaron en
vasos Coplin de plastico, a los cuales se les afadi6 el acido peryodico al
0.05% y se dejaron por 5 minutos (el acido peryédico se vacido en un
recipiente de vidrio con tapa para ser reutilizado) y se lavaron con agua
destilada (3 lavados).

2. Después se les coloco el reactivo de Schiff por 30 minutos a temperatura
ambiente (16-20°C aproximadamente).

3. Se lavaron con agua destilada (3 lavados) y se les volvié a colocar acido
peryodico al 0.05% durante 5 minutos, y se observdé como se empezaba a
tefiir el tejido.

4. Se realizé otro lavado con agua destilada (3 lavados) y las laminillas se
colocaron en Hematoxilina por 30 minutos para tehir los nucleos, se
colocaron en agua corriente hasta eliminar el resto del colorante y finalmente

se deshidrataron por el tren de alcoholes al igual que en la tincion de H-E.

5. En los portaobjetos, en donde se encontraba el tejido se les coloco una gota
de resina sintética; posteriormente se les colocé el cubreobjetos y se dejo

secar a temperatura ambiente por un dia.
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Con un microscopio Olympus BX50 y el sofware Image-Pro Insight se contaron las
células caliciformes. Al azar se seleccioné un area de 100, 000 um2 (minimo 95,

000 y maximo 105, 000 um?2) del tejido, y se contaron las células caliciformes que
se encontraban en esa superficie. Las imagenes se almacenaron en un archivo
electronico.

En la Fig. 14. se muestra una microfotografia panoramica de un corte transversal
del duodeno de un jerbo infectado con 25, 000 trofozoitos tefiido con PAS, donde
se observa la pared intestinal integra con sus tunicas serosa, muscular submucosa
y mucosa, las fibras musculares se observan de un tono rosa muy claro con los
nucleos tefiidos de un tono azulado, al igual que en HE el citoplasma de los
enterocitos tefiido de color rosa mas claro, sus nucleos de un tono azulado; en el
epitelio sobresalen de un tono rojizo las células caliciformes y del mismo tono los
trofozoitos. En esta microfotografia representativa se muestra un corte transversal
del duodeno de un jerbo de 15 dias de edad en vista panoramica infectado con 25,

000 trofozoitos, la superficie de la vellosidad en um? marcada en blanco.

Figura 14. Microfotografia del duodeno de un jerbo de
15 dias de edad infectado con 25, 000 trofozoitos, que
muestra la tincién de PAS del duodeno. Se muestra la
densidad en pmm2 de una vellosidad obtenidas con la
regleta del programa image-pro insight. 10x.
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8.3.8.3 Inmunohistoquimica (IHQ).

La IHQ se utilizé6 para la deteccion de trofozoitos en la luz intestinal, sobre las
vellosidades y dentro del tejido intestinal.

Para esta técnica se utilizaron laminillas electrocargadas. Previamente, se realizo la
dilucion de anticuerpo anti-Giardia: con una micropipeta se hizo la dilucion de 1:100
(1 uL de anticuerpo en 99 pL de PBS estéril), en un tubo Eppendorf estéril. Para
cada laminilla se utilizaron 100 pL de anticuerpo diluido.

1. Para derretir la parafina: los portaobjetos electrocargados con los
tejidos se colocaron en la rejilla y se incubaron durante 45 minutos en la
estufa térmica a 42°C. Posteriormente, pasaron por el tren de alcoholes
para hidratar y eliminar el resto de parafina como se describio

anteriormente en la técnica de H-E.

2. Las laminillas se colocaron en vasos Coplin y se lavaron con agua

destilada (2 lavados) para retirar los restos de alcohol.

3. El agua destilada se decant6 e inmediatamente se les afiadid la
solucion de citratos (comercial) 0.1 M pH 6. Para evitar alteraciones
(inviabilidad del procedimiento) en el tejido, las laminillas en ningun

momento se dejaron secar.

4. A una olla de presion (Oster) se le colocaron 400 mL de agua
destilada, dentro de la olla se colocaron los vasos Coplin que contenian las
laminillas bien tapados, a la olla se le coloco en la funcion de alubias y se
calentd por 45 minutos, una vez terminado el tiempo, se dejo enfriar

aproximadamente 1 hora.

5. A los vasos Coplin se les decant6 la solucion de citratos y se les
colocé inmediatamente agua destilada. Se realizaron 3 lavados para retirar
el exceso de citratos y posteriormente se le colocd el perdxido de
hidrégeno al 3% /5 minutos (para bloquear la peroxidasa enddgena) y se
lavaron 3 veces con agua destilada.
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6. Las laminillas se colocaron en la camara de cultivo para
inmunohistoquimicas. A cada laminilla se les puso 100 uL de anticuerpo
monoclonal anti-Giardia diluido y se incubd durante 1 hora a temperatura

ambiente.

7. Las laminillas se lavaron con PBST-20 utilizando una piseta y
retirando todo el exceso del anticuerpo diluido, la laminilla se secé y solo se
dejé humeda la zona donde estaba el tejido.

8. Después se les colocod el sistema de deteccion, primero se le
agregaron dos gotas de biotina por laminilla y se dejé incubando por 30
minutos, se lavaron con PBST-20 se seco la laminilla y solo se dejo
humeda la zona donde estaba el tejido.

9. Posteriormente se le agrego la estreptabidina, igualmente dos gotas
por laminilla, se dejo incubar por 30 minutos y se repitié el lavado con
PBST-20.

10. Las laminillas se colocaron nuevamente en vasos Copling con PBS
(para que la muestra no se secara) y se procedid a hacer el revelado, con
una pipeta Pasteur se le agregaron dos gotas del cromogeno (3,3 Diamino
benzidina), la reaccion se visualizd en un microscopio, una vez que se
revelaba (los trofozoitos se tifieron de un tono marrén), se lavaron con
PBST-20 y el cromégeno se depositd en una solucion de cloro al 30% para
desactivarlo.

11. Finalmente se contrast6 con la tincion de hematoxilina y al
portaobjetos se le coloco una gota de resina sintética, se le coloco el
cubreobjetos y se dejo secar a temperatura ambiente por un dia.

Se obtuvieron las microfotografias en un microscopio Olympus BX50. Fig. 12., y

con el sofware Image-Pro Insight, se almacenaron en un archivo para su analisis.
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8.3.9 Andlisis estadistico.

En el programa Excel se disefiaron las tablas para determinar la relacion
cripta/vellosidad. Se considero la altura (um) de las vellosidades y la altura (um) de

las criptas. Se obtuvieron los promedios y la diferencial entre la cripta y la

vellosidad.

Se disefiaron las tablas para la cuantificacion de las células caliciformes.

Considerando el nimero de células caliciformes en 100, 000 um? (mfnimo 95, 000 y

maximo 105, 000 um?2) de tejido.

Los resultados se analizaron con analisis de varianza (ANOVA unidireccional), este
método se utiliza para comparar dos medias de dos grupos (tratamientos)
independientes (no relacionados) utilizando la distribucidon “F” la hipétesis nula para
la prueba es que las dos medias sean iguales; Por lo tanto, un resultado

significativo es que las dos medidas sean desiguales.

Con la prueba honesta de Tukey es un test de comparaciones mdltiples, que
permite comparar las medidas de las pruebas (t) de un factor después de haber
rechazado la hipétesis nula de igualdad de medias mediante la técnica de ANOVA,

por lo que un test que trata de especificar una hipétesis alternativa.

9. RESULTADOS
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9.1. Modelo experimental
Se incluyeron 42 jerbos, ocho de ellos murieron, el resto se dividié en seis grupos,
17 para los 10 dias de edad y 17 para los 15 dias de edad. En la Tabla 6. se

presenta la distribucion de los jerbos en los diferentes grupos.

Tabla 6. Distribucion de los jerbos para cada uno de los grupos

Edad Jerbos del grupo Jerbos del grupo control  Jerbos inoculados con
control sin estimulo con PBS 25, 000 trofozoitos
10 5 7 5
15 5 5 7

9.2. Histologia e histopatologia
9.2.1. Tincién con H-E

Duodeno de jerbos de 10 dias de edad de los tres grupos.

A) Grupo Control sin Estimulo

Prevalecié la integridad de la arquitectura intestinal. La mucosa, submucosa,
muscular y serosa sin alteraciones aparentes. Una microfotografia representativa
muestra la pared intestinal, las criptas y vellosidades con su epitelio de

revestimiento, el quilifero en el centro de las vellosidades. Fig.15.

Figura 15. Corte transversal del duodeno de jerbo de 10 dias de edad, tefiido con H-
E. Pared intestinal (P), vellosidad (V), cripta (Cr), quilifero (Q), luz intestinal (*). 10x.

B) Grupo Control con Estimulo (PBS)
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Hubo predominio de vellosidades y borde en cepillo sin alteraciones aparentes. En
la Fig. 16 se muestra una microfotografia panoramica representativa, en donde se

observa la pared, las criptas y las vellosidades.

Figura 16. Corte transversal del duodeno de un jerbo de 10 dias de edad tefiido
con H-E. Pared intestinal (P), vellosidad (V), cripta (Cr), luz intestinal (*). 10x.

C) Grupo Inoculado con Trofozoitos

Se observé acortamiento de las vellosidades y en algunos casos con pérdida de la
continuidad; cumulos de trofozoitos en la luz intestinal. No se encontr¢ infiltrado
inflamatorio. En una microfotografia representativa, se muestra el evidente
acortamiento de las vellosidades, en algunas zonas los trofozoitos estan muy cerca
de la pared intestinal, otros trofozoitos se encuentran en estrecha unién con las

vellosidades. Fig 17.

Figura 17. Vista panordmica de duodeno de jerbo de 5 d.p.i tefiido con H-E. Pared
intestinal (P), vellosidad (V), cripta (Cr), luz intestinal (*), trofozoitos (T). 10x.

Longitud de las criptas y las vellosidades, promedios y analisis estadistico.
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La longitud de las criptas y de las vellosidades (um) del duodeno, de los jerbos de
los tres grupos (control, control con PBS e infectados con trofozoitos), sacrificados
a los 10 dias de edad se muestran en las Tablas 7-9. Como se puede observar en
estas Tablas, la longitud de las vellosidades de los jerbos infectados con trofozoitos
de Giardia fue menor que la longitud de las vellosidades de los otros dos grupos
(control e inoculados con PBS).

Con los datos obtenidos de las tablas, se determinoé la relacion cripta/vellosidad de
cada uno de los jerbos y el promedio que se obtuvo fue de: 7.86, 7.06 y 4.82 para
los grupos control sin estimulo, control con estimulo, e infectados con trofozoitos,
respectivamente. Tabla 10.

Para determinar si habia diferencias significativas en los resultados obtenidos,
decidimos analizarlos por ANOVA y ésta arrojé una p< 0.0017. Tabla 11. Dado que
el ANOVA dio datos de significancia, entonces se realizo la Prueba de Tukey para
demostrar las diferencias entre los grupos. Se encontraron diferencias significativas
entre el grupo control y el grupo con trofozoitos (p< 0.01) y entre el grupo control

con PBS y el grupo con trofozoitos (p<0.01). Tabla 12.

Tabla 7. Dimensiones de las criptas y las vellosidades del duodeno de los jerbos del Grupo
Control

J1 J2 J3 J4 J5

Criptas Vellosidades  Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas  Vellosidades
Um Hm Um Um Hm Hm Hm Um Hm Um
21 106 26 154 25 208 19 213 34 221
45 179 28 186 54 118 17 138 26 222
24 164 38 185 30 287 30 297 23 220
22 185 24 190 26 126 41 405 16 111
39 106 26 164 32 538 25 142 19 110
22 165 23 271 40 116 21 122 24 117
33 103 29 244 18 172 37 195 26 204
39 123 24 271 30 120 24 146 28 125
27 76 19 182 24 510 29 114 27 188
29 233 31 144 25 97 30 194 23 146
19 168 16 159 28 158 21 288 21 184
28 277 21 173 30 129 20 315 19 240
24 242 29 387 21 430 19 128 30 476
35 289 32 212 31 155 31 156 34 179
22 110 32 161 32 170 25 312 27 176
54 216 25 277 30 134 26 416 18 348
28 368 30 132 32 147 27 483 30 215
25 365 40 161 21 110 39 314 28 232
41 407 36 546 28 106 36 257 25 318
25 189 31 159 30 134 25 288 22 438

P: 30.1 203.55 28 217.9 29.35 198.25 27.1 246.15 25 223.5

JI-J5: Jerbos; P: Promedio

Tabla 8. Dimensiones de las criptas y vellosidades del duodeno de los jerbos del Grupo
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Control con Estimulo (PBS)

n

12

13

14

5

13

17

Criptas Vellosidades  Criptas  Vellosidades  Criptas  Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades  Criptas  vellosidades
pgm pm pm pm pm pm pm pm pm pm pm pm pm pm
50 144 62 213 50 185 28 376 59 117 54 198 45 131
27 136 46 215 27 432 33 227 66 225 45 136 40 316
20 540 36 63 24 158 39 431 37 307 29 99 49 146
36 342 23 420 29 176 31 486 45 139 38 259 61 157
38 750 49 413 22 181 25 390 44 226 44 100 35 297
27 111 29 55 21 110 24 156 31 347 23 110 48 371
44 110 28 172 37 398 45 410 30 150 28 179 34 109
58 200 30 122 21 146 37 100 30 134 47 225 47 816
39 149 41 306 41 116 37 158 32 142 24 139 47 478
43 163 32 170 34 300 26 270 25 151 25 189 47 761
42 179 39 159 48 334 58 128 41 161 49 182 22 161
42 253 38 402 44 323 29 422 36 270 24 177 59 329
50 303 34 282 41 211 53 152 34 267 29 182 27 854
33 273 41 501 30 158 58 263 24 121 58 232 50 585
43 331 33 333 20 135 29 321 37 373 37 242 38 726
31 102 49 289 29 512 26 131 32 306 42 173 37 259
25 175 53 319 63 412 42 146 30 149 50 198 34 186
44 182 51 705 30 175 46 280 38 247 45 136 46 195
42 248 33 448 63 202 19 285 47 359 29 100 38 465
25 705 42 625 59 666 24 192 55 251 38 256 34 411

P:37.95 269.8 39.45 310.6 36.65 266.5 35.45 266.2 38.65 222.1 37.9 175.6 41.9 387.65

JI-J7: Jerbos; P: Promedio

Tabla 9. Dimensiones de las criptas y vellosidades del duodeno de los jerbos del Grupo
Infectado con 25,000 Trofozoitos de Giardia intestinalis

n 12 13 Ja 5
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
um pm um pm Um um um um pm um
37 217 27 99 38 74 16 48 10 60
41 174 33 88 45 133 26 102 37 111
21 74 32 90 21 210 31 97 29 73
29 133 28 131 38 292 24 155 41 86
35 85 29 142 39 218 28 99 35 99
40 77 24 114 25 79 21 175 22 89
24 149 38 141 29 151 46 102 35 171
32 95 41 131 34 143 24 380 32 129
34 82 22 114 25 100 24 136 34 283
41 122 23 115 51 140 24 160 22 214
39 230 33 60 34 211 22 151 24 176
31 155 25 70 35 71 52 121 23 96
34 110 26 214 27 182 34 94 23 58
30 39 38 113 26 85 30 202 29 145
39 153 24 133 37 87 29 96 27 120
40 92 22 298 20 147 17 126 27 120
49 128 25 298 22 158 24 197 34 167
58 450 26 159 29 88 28 115 31 252
61 432 48 92 20 49 27 189 26 155
21 55 33 138 39 255 40 192 17 83
P: 36.8 152.6 29.85 137 31.7 143.65 28.35 146.85 27.9 134.35

JI-J5: Jerbos; P: Promedio

Tabla 10. Relacidn cripta: vellosidad del duodeno de
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los jerbos de 10 dias de edad, de los tres grupos.
Jerbos A) B) C)

1 6.76 7.11 4.15
2 7.78 7.87 4.59
3 6.75 7.27 4.53
4 9.08 7.51 5.18
5 894 5.75 4.82
6 4.63

7 9.25

Promedio 7.86 7.06 4.82
A) Control; B) Control con PBS y C) Con trofozoitos

Taba 11. Analisis de varianza de los tres grupos

ANOVA: K= 3 tratamientos independientes

Fuente Sumade Grados de Cuadrados F Valor P
cuadrados libertad v medios estadistica <0.05
SS MS
Tratamiento 28.40 2 14.20 10.46 0.0017
Error 19.00 14 1.35
Total 47.40 16

Tabla 12. Andlisis por Tukey entre los tres grupos

Resultados Prueba HSD Tukey

Par de Q estadistico Valor P de Interferencia
tratamientos de Tukey HSD Tukey HSD de Tukey HSD
Avs B 1.6755 0.4822933 Insignificante
Avs C 6.1637 0.0017656 **p<0.01
Bvs C 4.9821 0.0088455 **p<0.01

A) Control; B) Control con PBS y C) Con trofozoitos

Yeyuno de jerbos de 10 dias de edad



A) Grupo Control sin Estimulo.

La mucosa, submucosa, muscular y serosa sin alteraciones, vellosidades con
borde en cepillo integro.

Una representacion de lo que se observd se muestra en la Fig. 18 A.
Microfotografia del yeyuno en vista panordmica: pared intestinal con sus diferentes
tinicas; criptas; enterocitos y células caliciformes en las vellosidades. Eritrocitos en
los quiliferos. En un acercamiento se observan los plexos de Auerbach 6 también
conocidos como plexos musculares entre la tanica muscular longitudinal vy la

muscular circular. Fig 18 B.

A B

Cr

MC

M

[ ] [}
Figura 18. A (Panordmica) del yeyuno de un jerbo de 10 dias de edad, teflido con H-E. 10x. B
(acercamiento). Vellosidad (V), cripta (Cr), quilifero (Q), eritrocitos (e), luz intestinal (*),
muscular longitudinal (Ml) y muscular circular (Mc), plexos de Auerbach (Au) 40x.

B) Grupo Control con Estimulo (PBS).
Predominaron las vellosidades y borde en cepillo sin alteraciones aparentes. En la
microfotografia representativa se observa la pared, un vaso sanguineo, las criptas y

las vellosidades. Fig 19.
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Figura 19. Panoramica del yeyuno de jerbo de 10 dias de edad inoculado con PBS
teflido con H-E. Pared intestinal (P), vaso sanguineo (Vs), cripta (Cr), vellosidad (V) 10x.

C) Grupo Inoculado con Trofozoitos.

En este grupo de jerbos se encontr6 predominio del acortamiento de las
vellosidades y en algunos casos con posible pérdida de la continuidad; se
observaron cumulos de trofozoitos en la luz intestinal. En una micrografia
representativa, se muestra el evidente acortamiento de las vellosidades, en

algunas zonas los trofozoitos estan en estrecha union con las vellosidades. Fig 20.

Cr

Figura 20. Panordmica del yeyuno de un jerbo de 10 dias de edad, inoculado con 25, 000
trofozoitos tefiido con H-E. Cripta (Cr), vellosidad (V), trofozoitos en la luz intestinal (T). 10x.
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Longitud de las criptas y vellosidades, promedios y analisis estadistico.
Las dimensiones de las criptas y de las vellosidades (um) del yeyuno, de cada uno
de los jerbos de los tres grupos (control, control con PBS e infectados con

trofozoitos), sacrificados a los 10 dias de edad se muestran en las Tablas 13-15.

Con estos datos, se obtuvo la relacion vellosidad/cripta y el promedio fue: 7.93,
7.45y 4.37 para los grupos control sin estimulo, control con estimulo, e infectados

con trofozoitos, respectivamente. Tabla 16.

Como en el caso del andlisis del duodeno, los resultados se analizaron mediante
ANOVA y se encontraron diferencias significas (p< 0.0203). Tabla 17. La prueba de
Tukey mostro diferencias significativas entre el grupo control y el grupo con
trofozoitos (p< 0.01) y entre el grupo control con PBS y el grupo con trofozoitos
(p<0.01). Tabla 18.

Tabla 13. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo
Control

J1 J2 J3 J4 J5
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
Hdm Hm pm um pm pm pm um pm pm
25 112 23 137 29 271 16 110 20 131
18 172 34 290 26 196 21 446 23 222
32 190 16 114 32 152 22 352 17 137
23 256 33 106 23 145 26 144 16 150
26 189 26 186 28 184 29 101 14 179
37 166 27 239 27 116 26 332 25 206
30 143 28 145 34 107 24 163 25 125
27 133 18 228 26 91 30 166 29 116
35 229 18 99 21 24 17 91 21 170
25 109 32 188 24 180 20 265 14 13
21 426 33 156 19 1354 21 99 21 102
28 116 22 89 25 506 25 160 20 103
23 307 27 89 24 178 39 403 23 113
21 130 21 137 36 154 21 506 14 99
19 145 22 206 25 185 22 149 33 316
33 186 19 78 36 132 22 79 28 167
18 120 15 189 31 463 21 446 18 202
28 105 34 290 25 271 19 110 21 119
22 111 22 174 36 268 16 110 17 388
20 117 32 89 27 153 29 86 20 261
p: 25.55 173.1 25.1 161.45 27.7 256.5 23.3 215.9 20.95 165.95

JI-J5: Jerbos; P: Promedio
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Tabla 14. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo
Control con PBS

n

2

13

14

5

J6

7

Criptas idad Criptas losidad Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
pm pm um um pm pm um pm pm pm um um um pm
27 302 28 215 42 111 31 210 41 184 65 228 37 138
52 245 25 302 46 142 37 246 32 215 42 341 38 265
29 307 25 506 33 199 48 114 39 222 31 72 25 265
30 73 21 408 48 210 30 237 46 109 51 232 26 106
36 514 21 599 51 120 27 175 56 224 57 316 29 245
51 262 35 181 57 194 36 159 43 234 49 175 32 606
42 250 38 182 22 169 21 174 31 158 28 353 35 217
22 503 79 118 21 183 28 289 57 300 46 173 35 173
24 512 42 179 20 169 22 216 46 255 25 272 37 556
24 248 22 343 35 221 32 319 38 124 40 191 27 436
43 376 22 222 29 192 44 237 39 153 57 396 30 320
25 587 27 196 55 216 47 250 49 256 41 194 44 189
20 420 38 171 42 222 34 155 29 180 55 212 36 632
51 468 29 163 36 205 38 135 22 171 27 121 36 348
31 577 26 116 28 166 24 185 38 162 32 191 36 575
27 395 35 181 21 160 44 345 30 198 33 144 40 614
27 57 38 189 26 109 20 291 40 210 37 181 20 280
17 450 34 179 26 195 47 289 46 209 34 122 35 390
36 193 29 155 22 186 35 390 50 188 38 228 25 670
27 123 22 343 22 186 30 384 32 215 37 166 45 430

P: 32.05 343.1 31.8 247.4 34.1 177.75 33.75 240 40.2 198.35 41.25 215.4 33.4 372.75

JI-J7: Jerbos; P: Promedio

Tabla 15. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo

Infectado con 25,000 Trofozoitos de Giardia intestinalis
1 J2 13 Ja J5

Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
um um um um um pm um um um um
32 64 19 86 21 102 39 116 21 130
38 156 25 64 23 82 32 194 27 221
26 103 21 61 34 163 31 288 17 122
44 64 29 169 25 99 29 154 25 115
25 207 35 258 12 184 16 42 26 157
32 324 40 63 17 61 43 112 26 175
50 96 24 193 22 98 31 139 26 206
46 107 32 75 21 157 21 142 17 93
43 227 34 68 17 82 32 190 30 223
33 116 41 85 32 113 32 126 36 89
29 150 34 149 35 157 28 132 21 156
30 140 31 68 17 52 25 55 19 135
35 112 34 98 23 91 23 74 31 217
25 86 30 149 26 172 19 66 27 121
19 106 39 66 23 127 26 88 37 65
23 96 40 174 25 94 20 248 25 58
33 146 49 225 22 173 26 132 21 117
23 126 58 115 18 134 35 266 37 68
24 106 61 149 26 149 21 27 35 88
30 151 21 211 21 136 32 137 25 104
P: 32 134.15 34.85 126.3 23 121.3 28.05 136.4 26.45 133

JI-J5: Jerbos; P: Promedio
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Tabla 16. Relacidn cripta: vellosidad del yeyuno de los
jerbos de 10 dias de edad y de los tres grupos

Jerbos A) B) C)

1 6.77 10.71 3.08
2 6.43 7.78 3.62
3 9.26 5.21 5.27
4 9.27 7.11 4.86
5 7.92 4.93 5.03
6 5.22
7 11.16

Promedio 7.93 7.45 4.37

A) Grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos

Taba 17. Analisis de varianza de los tres grupos

ANOVA: K= 3 tratamientos independientes

Fuente Sumade Grados de Cuadrados F Valor P
cuadrados libertad v medios estadistica <0.05
SS MS
Tratamiento 38.5267 2 19.2634 5.2137 0.0203
Error 51.7269 14 3.6948
Total 90.2537 16

Tabla 18. Analisis por Tukey entre los tres grupos

Resultados Prueba HSD Tukey

Par de Q estadistico Valor P de Interferencia
tratamientos de Tukey Tukey HSD de Tukey
HSD HSD
Avs B 0.6086 0.8999947 Insignificante
Avs C 4.1378 0.0279361 **p<0.01
B vs C 3.8608 0.0404538 **p<0.01

A)  Grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos
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ileon de jerbos de 10 dias de edad

A) Grupo Control sin Estimulo

Se observaron vellosidades con epitelio integro, las criptas y pared intestinal sin
alteraciones. Abundantes células caliciformes.

Una microfotografia representativa muestra la pared intestinal, las vellosidades,
células caliciformes, vasos sanguineos y el quilifero. Fig. 21A. En un acercamiento
se muestra el epitelio de la vellosidad, fibroblastos y eritrocitos en los capilares. Fig.
21B.

Figura 21. (A) Panoramica 10x y (B) Acercamiento del ileon de un jerbo de 10 dias de edad, H-
E. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), quilifero (Q), célula caliciforme (Ca), vaso
sanguineo (Vs), luz intestinal (*). epitelio simple columnar con microvellosidades y
exocrinocitos 6 células caliciformes intercaladas (Flecha), fibroblastos (F), eritrocitos (e) 40x.

B) Grupo Control con Estimulo (PBS)

Con arquitectura intestinal sin alteraciones, vellosidades con borde en cepillo y
células caliciformes. Pared intestinal integra.

Una microfotografia panordmica representativa muestra la pared intestinal integra,
las criptas y las vellosidades. Fig. 22A. En un acercamiento de una cripta de
Lieberkiihn se observan las células de Paneth, importantes para la formacion de

lisozima. Fig. 22B.
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Figura 22. A: Panordmica ileon de un jerbo de 10 dias de edad 4x. B. Acercamiento de una
cripta de Lieberkiuhn tefiido con H-E. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), Células
de Paneth (*) 100x.

C) Grupo Inoculado con Trofozoitos:

En el ileon de estos jerbos predominé el acortamiento de las vellosidades y en
algunos casos con pérdida de la continuidad. Se encontraron escasos trofozoitos.
En la microfotografia representativa se puede observar que las vellosidades tienen
menor tamafio que las observadas en los dos grupos control (sin y con estimulo).
Fig.23.

Figura 23. Panordmica de ileon de un jerbo de 10 dias de edad inoculado con 25, 000
trofozoitos, tefiido con H-E. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), trofozoitos en la
luz intestinal (T) 10x.
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Longitud de las criptas y las vellosidades, promedios y analisis estadistico.

Las dimensiones de las vellosidades y de las criptas (um) del ileon, de los jerbos de
los tres grupos (control, control con PBS e infectados con trofozoitos), sacrificados
a los 10 dias de edad se muestran en las Tablas 19-21. Como se puede observar,
la longitud de las vellosidades de los jerbos infectados con trofozoitos de Giardia

fue menor que la encontrada en las vellosidades de ambos grupos control.

El promedio de la relacion cripta/vellosidad fue: 7.85, 7.42 y 3.87 para los grupos
control sin estimulo, control con estimulo, e infectados con trofozoitos,

respectivamente. Tabla 22.

El andlisis de los datos por ANOVA mostro diferencias significas p< 0.0002. Tabla
23. Las diferencias entre los grupos mediante la prueba de Tukey se muestran en
la Tabla 24.

Tabla 19. Dimensiones de las criptas y vellosidades del ileon de los jerbos del Grupo Control

J1 J2 J3 J4 J5
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
um um pum um um um um um pm am
24 274 30 141 20 315 17 105 17 267
28 131 53 360 28 298 22 173 22 105
38 187 27 311 29 107 22 105 32 180
29 183 29 163 22 131 15 90 15 153
20 178 18 116 18 122 24 148 24 167
30 200 18 91 21 176 20 219 20 137
31 76 26 76 30 274 18 105 18 117
23 238 22 87 21 108 18 226 18 184
32 212 25 162 26 232 25 191 25 218
27 201 38 200 28 315 17 107 17 180
30 109 40 91 21 133 25 167 25 188
36 167 12 99 22 123 21 199 21 166
26 131 28 108 31 265 13 103 13 268
24 218 24 300 25 343 26 219 26 204
11 55 20 153 24 57 18 230 18 171
35 74 23 239 21 233 19 155 19 294
24 86 30 276 21 419 20 232 20 221
31 176 28 341 34 128 23 306 23 156
21 186 25 133 23 108 15 228 15 235
33 120 24 216 23 117 15 289 15 154
P: 27.65 160.1 27 183.15 24.4 200.2 19.65 179.85 20.15 188.25

JI-J5: Jerbos; P: Promedio

54



Tabla 20. Dimensiones de las criptas y vellosidades del ileon de los jerbos del Grupo Control

con PBS
1 J2 13 Ja 15 16 17
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
um pm pm pm pm pm pm pm pm um um pm pm pm
28 135 22 195 27 138 20 233 49 429 28 96 42 88
45 161 33 156 22 228 27 317 43 234 29 546 44 295
33 83 35 275 21 118 36 238 43 249 26 265 44 274
31 64 38 273 24 212 30 129 48 104 25 177 51 293
36 289 20 157 26 237 28 117 27 217 38 118 46 223
25 149 17 198 26 165 45 160 21 236 28 123 30 316
25 285 29 203 28 101 39 248 29 197 31 116 29 404
38 77 28 102 39 176 28 119 35 217 36 143 48 226
34 91 25 206 21 223 49 194 29 236 29 149 40 295
22 186 22 179 36 148 21 200 43 197 41 548 41 287
28 157 42 314 36 173 43 150 41 509 44 279 52 266
25 104 47 102 43 321 36 198 33 316 37 174 53 280
48 106 24 195 20 171 33 197 32 271 24 188 51 237
47 145 22 173 24 111 40 175 35 369 22 142 40 358
17 124 29 77 23 240 42 136 30 553 23 216 32 131
42 170 33 103 30 151 46 104 30 195 28 176 30 159
21 152 28 110 32 266 32 324 46 397 34 243 34 289
25 154 28 184 28 243 23 206 32 139 33 263 33 119
47 166 28 245 43 267 31 184 32 311 21 103 35 316
27 139 42 289 28 250 24 222 44 269 19 268 30 301
P:32.2 146.85 29.6 186.8 28.85 196.95 33.65 192.55 36.1 282.25 29.8 216.65 40.25 257.85

JI-J7: Jerbos; P: Promedio

Tabla 21. Dimensiones de las criptas y vellosidades del ileon de los jerbos del Grupo

Infectado con 25,000 Trofozoitos de Giardia intestinalis

J1 J2 J3 Ja J5
Criptas  Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
um pm um pm um pm um pm pm pm
28 113 27 97 25 134 21 36 40 145
47 98 38 71 28 145 23 33 25 98
45 132 24 27 27 49 29 37 30 101
37 158 23 135 23 41 19 39 23 66
35 89 18 77 22 69 22 65 26 120
39 83 23 87 32 119 29 165 20 97
38 159 17 101 18 133 23 122 26 35
33 100 21 176 11 148 33 131 16 47
38 191 24 88 18 101 24 44 21 32
25 136 41 140 20 55 27 51 35 82
21 64 22 158 36 149 26 79 25 78
42 137 39 109 43 108 25 60 16 35
31 132 23 41 22 186 33 54 18 84
39 91 35 163 26 88 28 182 17 45
14 76 12 41 57 120 36 138 20 99
25 98 39 163 25 143 21 155 25 91
31 76 23 128 23 87 34 63 13 57
25 141 12 98 26 172 29 202 26 102
32 121 17 239 30 94 24 155 25 125
21 179 25 104 39 96 23 79 31 170
P:32.3 118.7 25.15 112.15 27.55 111.85 26.45 94.5 23.9 85.45

JI-J5: Jerbos; P: Promedio
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Tabla 22. Relacion cripta: vellosidad del ileon de los
jerbos de 10 dias de edad y de los tres grupos

Jerbos A) B) C)

1 5.79 4.56 3.67
2 6.78 6.31 4.46
3 8.20 6.83 4.06
4 9.15 572 3.57
5 9.34 7.82 3.58
6 7.27
7 6.41

Promedio 7.85 6.42 3.87

A) Grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos

Tabla 23. Andlisis de varianza de los tres grupos

ANOVA: K= 3 tratamientos independientes

Fuente Suma de Grados de Cuadrados F Valor P
cuadrados libertad v medios estadistica <0.05
SS MS
Tratamiento 40.9931 2 20.4966 17.0515 0.0002
Error 16.8286 14 1.2020
Total 57.8217 16
Tabla 24. Analisis por Tukey entre los tres grupos
Resultados Prueba HSD Tukey
Par de Q estadistico Valor P de Interferencia
tratamientos de Tukey HSD Tukey HSD de Tukey HSD
Avs B 2.2400 0.1171641 Insigniﬁcante
Avs C 5.7487 0.0002066 **p<0.01
B vs C 3.9693 0.0051045 **p<0.01

A) Control; B) Control con PBS y C) Con trofozoitos

56



Duodeno de jerbos de 15 dias de edad.

A) Grupo Control sin Estimulo.

Hubo predominio de la arquitectura intestinal sin alteraciones aparentes. En la Fig.
24A se muestra una microfotografia representativa en donde se observa la tinica
muscular, con sus porciones muscular longitudinal y muscular circular mostrando
sus fibras en diferente direccion. Es muy evidente la submucosa, en la mucosa se
observan las criptas de Lieberkihn y las vellosidades con su borde en cepillo. En la
Fig. 24B se muestra un aumento de un segmento de la vellosidad: es evidente el
epitelio simple columnar con el borde en cepillo integro, una célula caliciforme

iniciando la expulsién de moco, tejido conectivo y el quilifero.
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B

Figura 24. A: Panordmica en corte transversal del duodeno de un jerbo de 15 dias de edad
teflidos con H-E 10x. B: Acercamiento de la vellosidad. tinica muscular con sus porciones:
Muscular circular (Mc), muscular longitudinal (MI), submucosa (Sb), mucosa (Mu), cripta (Cr),
vellosidad (V), epitelio simple columnar con microvellosidades y células caliciformes
intercaladas (Flecha), célula caliciforme (Ca), moco (*), enterocito (E), quilifero (Q) 40x.

B) Grupo Control con Estimulo (PBS).
Se encontré un predominio de la arquitectura intestinal sin alteraciones aparentes.
En la micrografia panoramica representativa, se observa la pared intestinal integra,

las criptas, las vellosidades y la luz intestinal. Fig. 25.

Figura 25. Vista panordmica de duodeno de un jerbo de 15 dias de edad del grupo
control con PBS tefiido con H-E: Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), luz
intestinal (*) 4x.
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C) Grupo Inoculado con Trofozoitos.

Se encontré6 un evidente acortamiento de las vellosidades con respecto a las
vellosidades de los grupos control. Hubo pérdida de la continuidad y trofozoitos
adheridos al epitelio o en cumulos en la luz intestinal.

Una microfotografia representativa muestra la integridad de las tunicas muscular y
submucosa. Pérdida de la continuidad epitelial y trofozoitos adheridos al epitelio o
en cumulos. Fig. 26A. En un aumento se observan los trofozoitos adheridos en el
epitelio, pérdida de continuidad del epitelio y algunas células inflamatorias. Fig. 26
ByC.
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Figura 26A H-E. Microfotografia en vista panoramica del duodeno de un jerbo de 10 d.p.i 10x.
B (40x), C (100x): Acercamientos. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), trofozoitos
(T), célula caliciforme vacia (Ca), quilifero (Q), posible pérdida de continuidad del epitelio (*),
linfocito (L).

Longitud de las criptas y las vellosidades, promedios y analisis estadistico.

La longitud de las criptas y de las vellosidades (um) del duodeno, de los jerbos de
los tres grupos (control, control con PBS e infectados con trofozoitos) sacrificados a
los 15 dias de edad se muestran en las Tablas 25-27. Como se puede observar, la
longitud de las vellosidades de los jerbos infectados con trofozoitos de Giardia fue

menor que las vellosidades de ambos grupos control.

Con estos datos, se obtuvo la relacion cripta/vellosidad y el promedio fue: 7.91,
8.15 y 4.04 para los grupos control sin estimulo, control con estimulo, e infectados

con trofozoitos, respectivamente. Tabla 28.

El analisis de los datos por ANOVA mostré diferencias significas p< 0.0004. Tabla
29. Con la prueba de Tukey se encontraron diferencias significativas entre el grupo
control y el grupo con trofozoitos p< 0.01 y entre el grupo control con PBS vy el

grupo con trofozoitos p<0.01. Tabla 30.
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Tabla 25. Dimensiones de las criptas y vellosidades del duodeno de los jerbos del Grupo
Control

J1 J2 J3 J4 J5
Criptas Vellosidades  Criptas  Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas  Vellosidades
um um um um um um um um um um
32 204 36 204 24 144 46 146 23 124
36 341 33 196 21 102 24 226 26 263
25 117 32 185 21 178 26 237 20 120
30 427 22 158 18 171 34 288 23 135
32 151 19 233 19 171 34 234 19 140
31 120 19 424 28 152 41 302 25 139
13 163 30 262 20 128 21 107 24 196
13 155 32 212 31 149 32 296 22 280
24 114 28 181 28 134 45 216 20 126
25 418 24 585 24 209 38 141 21 201
23 270 26 199 26 168 29 234 20 147
27 122 39 296 31 137 39 125 16 106
15 466 29 213 36 95 26 136 24 194
25 227 33 324 26 198 23 310 16 186
20 393 32 173 17 105 26 107 31 294
30 191 46 129 16 181 21 164 2 133
28 427 33 130 32 223 20 298 17 193
20 140 41 138 20 195 28 391 38 215
29 242 22 160 24 197 30 272 20 163
31 446 24 137 32 223 26 226 28 115
pP: 25.45 256.7 30 226.95 24.7 163 30.45 222.8 21.75 173.5

JI-J5: Jerbos; P: Promedio

Tabla 26. Dimensiones de las criptas y vellosidades del duodeno de los jerbos del Grupo
Control con PBS

1 J2 13 Ja J5
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
Em Hm Em Hm Em Hm Hm Hm Hm Hm
43 257 32 236 46 548 37 203 34 379
38 279 48 215 36 305 60 178 59 557
41 351 49 169 18 62 29 121 22 255
44 210 48 259 26 355 39 220 31 169
68 250 39 165 48 460 21 162 34 218
65 655 36 241 30 237 32 142 25 323
44 291 35 298 41 285 24 278 43 368
58 278 40 149 38 158 36 420 35 325
36 310 57 212 24 191 39 508 25 304
36 200 42 135 23 457 41 390 28 236
35 245 49 301 11 236 30 386 21 266
76 408 38 168 28 157 23 126 43 202
40 352 45 425 27 472 31 321 22 507
78 271 45 281 41 194 50 481 21 335
66 180 42 180 39 352 18 104 21 203
52 733 20 140 36 472 31 321 30 280
62 128 47 309 33 705 33 257 33 325
58 192 46 358 19 645 35 469 24 172
66 206 45 564 28 461 31 381 45 196
53 253 59 362 16 114 45 320 38 275
P:52.95 302.45 43.1 258.35 30.4 343.3 34.25 289.4 31.7 294.75

JI-J5: Jerbos; P: Promedio
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Tabla 27. Dimensiones de las criptas y vellosidades del duodeno de los jerbos del Grupo
Infectado con 25,000 Trofozoitos de G. intestinalis

n 12 3 Ja J5 J6 17
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
pm pm pm pm pum pm pum pm pm um pm pm pm pm
24 109 33 106 60 118 28 70 38 48 38 61 30 213
31 68 36 291 26 194 26 73 48 253 30 139 70 EL)
20 134 48 206 43 173 22 80 56 170 30 126 42 173
25 104 49 106 36 256 20 81 43 235 45 271 37 54
13 173 24 205 67 87 19 60 40 91 36 323 31 87
20 90 28 147 31 122 21 159 46 152 48 97 36 133
36 107 44 233 23 94 26 149 33 78 41 268 17 96
53 174 53 115 33 175 21 88 41 120 42 112 37 148
20 82 44 148 60 186 20 191 51 120 43 220 44 237
22 193 40 95 30 131 22 197 27 95 39 120 37 270
21 158 26 96 20 208 25 136 36 145 33 143 20 253
19 50 46 131 42 165 19 84 42 129 34 112 43 113
36 74 39 138 53 109 26 154 42 66 28 158 34 71
30 131 41 167 59 187 25 95 66 173 44 253 40 135
20 93 41 210 45 179 22 81 71 203 41 63 60 185
28 129 39 212 62 183 30 194 39 215 40 82 23 198
13 176 57 151 51 188 33 95 52 82 41 251 42 178
19 179 32 71 21 143 40 125 63 218 63 132 42 108
19 118 61 185 33 89 33 107 56 123 47 129 30 152
23 282 83 162 38 183 28 86 48 167 58 148 38 64
P: 24.6 131.2 43.2 158.75 41.65 158.5 25.3 115.25 46.9 144.15 41.05 160.4 37.65 148.35

JI-J7: Jerbos; P: Promedio

Tabla 28. Relacidn cripta: vellosidad del duodeno de los
jerbos de 15 dias de edad y de los tres grupos

Jerbos A) B) C)
1 10.09 b5.71 5.33
2 7.57 5.99 3.67
3 6.60 11.29 3.81
4 7.32 8.45 4.56
5 7.98 9.30 3.07
6 3.91
7 3.94
Promedio 7.91 8.15 4.04

A) Grupo control; B) grupo control con PBS y C) con trofozoitos

Tabla 29. Andlisis de varianza de los tres grupos
ANOVA: K= 3 tratamientos independientes

Fuente Sumade Grados de Cuadrados F Valor P
cuadrados libertad v medios estadistica <0.05
SS MS
Tratamiento 65.6216 2 32.8180 14.4028 0.0004
Error 31.8933 14 2.2781
Total 97.5149 16

Tabla 30. Analisis por Tukey entre los tres grupos
Resultados Prueba HSD Tukey

Par de Q estadistico Valor P de Interferencia
tratamientos de Tukey HSD Tukey HSD de Tukey HSD

A Vs B 0.3564 0.899994 7 Insignificante

Avs C 6.1885 0.0017082 **p<0.01

B vs C 6.5736 0.0010227 **p<0.01

A) Grupo control; B) grupo control con PBS y C) con trofozoitos
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Yeyuno de jerbos de 15 dias de edad.

A) Grupo Control sin Estimulo
Se encontrd integridad de la mucosa, la submucosa, muscular y serosa.
Una micrografia representativa, con una vista panoramica, muestra la pared

intestinal la longitud de las vellosidades y las criptas. Fig. 27.

Figura 27. H-E. Corte transversal del yeyuno de un jerbo de 15 dias de
edad del grupo control: Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V),
luz intestinal (*) 4x.

B) Grupo Control con Estimulo

Prevalecié la integridad de la mucosa, la submucosa, muscular y serosa.

Se muestra en una vista panoramica el yeyuno de un jerbo de 15 dias de edad, se
muestra la longitud de las vellosidades, las criptas, el quilifero, la pared intestinal y

gran cantidad de células caliciformes. Fig. 28.
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Figura 28. H-E. Panoramica de yeyuno de un jerbo de 15 dias de edad del
grupo control con PBS: Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V),
quilifero (Q), luz intestinal (*) 10x.

C) Grupo Inoculado con Trofozoitos:

Se encontro acortamiento de las vellosidades, con respecto a las vellosidades de
los 2 grupos control. Trofozoitos adheridos al epitelio en menor cantidad que en
duodeno.

Microfotografia representativa muestra el acortamiento de las vellosidades en
relacion con los otros dos grupos. Fig. 29.

En la Fig. 30A. se observa la pared intestinal, un vaso sanguineo y varias “donas”
(cortes transversales de las vellosidades) con el estroma y enterocitos sin dafio
aparente. En un acercamiento se observa el vaso sanguineo, en un corte
longitudinal, lleno de eritrocitos y un linfocito. Fig. 30B. En la luz intestinal los

trofozoitos.
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Figura 29. H-E. Corte transversal del yeyuno de un jerbo de 15 dias de edad
inoculado con 25, 000 trofozoitos. Pared intestinal (P), cripta (Cr),

vellosidad (V), trofozoitos (T) luz intestinal (*) 4x.

A B

Vs L

.

Figura 30. H-E. Microfotografias de yeyuno de jerbo de 15 dias de edad inoculado con 25,
000 trofozoitos. Panorédmica (A) 10x y acercamiento (B): vellosidad (V), Cripta (Cr),
trofozoitos (T), pared intestinal (P), vaso sanguineo en corte transversal (Vs), posibles

linfocitos (L) 40x.
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Longitud de las criptas y las vellosidades, promedios y analisis estadistico.

La longitud de las criptas y de las vellosidades (um) del yeyuno, de los jerbos de los
tres grupos (control, control con PBS e infectados con trofozoitos) sacrificados a los
15 dias de edad se muestran en las Tablas 31-33. Como se puede observar, la
longitud de las vellosidades de los jerbos infectados con trofozoitos de Giardia fue

menor que las vellosidades de ambos grupos control.

Con estos datos, se obtuvo la relacion cripta/vellosidad y el promedio fue: 9.37,
7.71 y 4.05 para los grupos control sin estimulo, control con estimulo, e infectados

con trofozoitos, respectivamente. Tabla 34.

El andlisis de los datos por ANOVA mostré diferencias significas p< 3.2334e-05.
Tabla 33. Con la prueba de Tukey se encontraron diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo con trofozoitos p< 0.01 y entre el grupo control con PBS y
el grupo con trofozoitos p<0.01. Tabla 36.

Tabla 31. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo
Control

J1 J2 J3 J4 J5
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
pm pm pm pm pm pm pm pm pm pm
35 236 19 232 22 188 24 125 29 216
33 404 22 146 23 133 30 171 20 202
30 299 25 214 18 137 26 130 28 115
33 739 26 257 15 305 32 247 29 178
53 720 34 268 20 294 25 142 26 297
31 227 24 262 31 208 31 178 20 288
35 157 24 226 18 108 32 232 27 424
39 249 38 119 26 110 29 122 18 312
25 387 21 262 19 127 27 107 20 391
33 438 19 120 17 175 20 158 19 395
22 309 37 266 28 191 21 244 30 255
36 547 38 343 17 119 38 207 23 103
35 147 35 265 24 288 28 200 16 179
41 424 21 307 27 110 21 149 32 373
39 391 28 108 21 183 20 180 17 136
20 291 36 240 14 187 33 117 19 257
38 339 22 134 27 355 30 185 14 298
26 121 25 227 27 301 45 166 20 125
32 187 18 289 23 188 31 156 20 510
47 295 23 295 22 133 20 198 24 372
P: 34.15 345.35 26.75 229 21.95 192 28.15 170.7 22.55 271.3

JI-J5: Jerbos; P: Promedio
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Tabla 32. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo
Control con PBS

1 J2 13 Ja J5
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas  Vellosidades Criptas  Vellosidades
um um um um um um um um um um
58 199 31 145 36 167 43 165 28 143
51 188 32 238 23 264 42 237 21 174
a7 124 25 102 30 152 27 191 25 117
49 210 28 350 29 303 24 115 14 127
55 248 28 320 26 249 25 113 26 115
58 259 27 345 29 172 22 287 23 157
28 210 37 432 32 432 18 108 24 186
36 315 27 305 26 409 18 144 22 195
27 356 39 199 43 395 38 438 18 212
32 707 49 567 37 214 34 219 38 102
30 667 33 408 18 320 40 129 34 189
54 515 24 330 26 332 43 105 24 112
30 413 27 157 34 127 44 303 24 200
65 203 25 119 41 275 24 169 16 309
46 227 34 215 37 201 38 393 27 157
56 601 35 535 25 159 48 263 18 126
52 460 47 310 38 218 57 183 32 436
53 558 27 252 38 275 17 137 34 183
45 172 37 199 34 298 27 375 28 317
47 309 39 159 39 292 37 153 28 342
P: 45.95 347.05 32.55 284.35 32.05 262.7 33.3 211.35 25.2 194.95

JI-J5: Jerbos; P: Promedio

Tabla 33. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo
Infectado con 25,000 Trofozoitos de Giardia intestinalis

i3

12

1B

ja

5

16

7

Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas id Criptas d
pm pum um pum um um um um pum um um um um um
15 76 41 181 88 131 44 153 35 81 42 215 24 43
18 51 41 160 74 205 33 70 40 77 35 88 23 143
31 118 46 167 41 113 35 137 35 63 38 178 28 46
52 215 62 65 39 81 30 117 42 195 44 207 44 213
29 52 37 149 26 259 45 89 37 150 46 466 27 138
20 276 45 138 25 265 39 290 27 155 46 90 37 87
20 75 46 119 43 252 39 139 41 97 42 128 23 138
23 297 57 129 66 156 29 273 46 175 50 117 32 159
21 73 41 140 29 89 32 271 36 189 35 183 24 213
18 134 55 161 28 104 33 150 25 86 44 225 37 141
33 216 38 125 34 172 35 100 42 191 47 95 37 143
22 141 33 180 30 66 23 91 37 73 46 148 27 150
27 94 30 184 26 70 38 194 36 115 34 188 52 235
26 135 40 171 35 52 39 165 35 220 40 134 18 147
20 91 47 148 20 98 33 246 45 130 49 125 47 171
17 63 51 108 33 117 24 134 45 215 31 132 27 90
29 188 58 132 29 153 35 126 33 140 33 235 20 101
17 66 32 84 51 173 42 61 37 133 56 95 18 160
19 139 32 63 25 199 28 87 42 90 48 142 22 71
18 126 39 114 42 127 45 114 37 85 46 66 46 107
P: 23.75 131.3 43.55 135.9 39.2 144.1 35.05 150.35 37.65 133 42.6 162.85 30.65 134.8

JI-J7: Jerbos; P: Promedio
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Tabla 34. Relacion cripta: vellosidad del yeyuno de los
jerbos de 15 dias de edad y de los tres grupos
Jerbos A) B) C)

1 10.11 7.55 5.53
2 8.56 8.74 3.12
3 10.09 8.20 3.68
4 6.06 6.35 4.29
5 12.03 7.74 3.53
6 3.82
7 4.40
Promedio 9.37 7.71 4.05

A) Control; B) Control con PBS y C) Con trofozoitos

Tabla 35. Andlisis de varianza de los tres grupos

ANOVA: K= 3 tratamientos independientes

Fuente Suma de Grados de Cuadrados F Valor P
cuadrados libertad v medios estadistica <0.05
SS MS
Tratamiento 89.8663 2 44,9332 23.6602 3.2334e-05
Error 26.5875 14 1.8991
Total 116.4538 16

Tabla 36. Analisis por Tukey entre los tres grupos

Resultados Prueba HSD Tukey

Par de Q estadistico Valor P de Interferencia
tratamientos de Tukey HSD Tukey HSD de Tukey HSD

A Vs B 2.6890 0.1747615 Insignificante

Avs C 9.3209 0.0010053 **p<0.01

B vs C 6.4164 0.0012599 **p<0.01

A) Control; B) Control con PBS y C) Con trofozoitos
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fleon de jerbos de 15 dias de edad

Se observan las diferencias del ileon entre el grupo control, estrés y el inoculado
con 25, 000 trofozoitos en vistas panoramicas en la longitud de las vellosidades, ya
gue en el grupo infectado, hay un acortamiento de las mismas. Se demuestra la

histologia normal y la histopatologia provocada por Giardia.

A)Grupo Control sin Estimulo
Predominaron las vellosidades digitiformes largas.
Una microfotografia de referencia muestra la pared intestinal, las criptas y las

vellosidades largas y digitiformes. Fig. 31.

Figura 31 H-E. Panorédmica de ileon de un jerbo de 15 dias de edad del grupo control: Pared
intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), luz intestinal (*)10x.
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B) Grupo Control con Estimulo

Predominaron las vellosidades y las criptas sin alteraciones aparentes.
En una microfotografia representativa, se muestra una region con Placas de Peyer

0 nodulos linfoides. Fig. 32.

Figura 32 H-E. lleon de jerbo de 15 dias de edad con PBS, Placas de Peyer (LQ) 10x.

C) Grupo Inoculado con Trofozoitos:

Se encontraron vellosidades de menor tamafio que las observadas en los grupos
de control.

En una microfotografia de referencia se muestra la pared intestinal, las criptas y las
vellosidades con abundantes células caliciformes. Trofozoitos adheridos al epitelio

y en la luz intestinal Fig. 33.
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Cr

a
Figura 33 H-E, 10x. Panordmica de ileon de jerbo de 15 dias de edad inoculado

con 25, 000 trofozoitos. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), trofozoitos
(T), luz intestinal (*).

Longitud de las criptas y vellosidades, promedios y analisis estadistico.

La longitud de las vellosidades y de las criptas (um) del ileon, de los jerbos de los
tres grupos (control, control con PBS e infectados con trofozoitos) sacrificados a los
15 dias de edad se muestran en las Tablas 37-39. Como se puede observar, el
tamafio de las vellosidades de los jerbos infectados con trofozoitos de Giardia fue

menor que el registrado de las vellosidades de ambos grupos control.

La relacion cripta/vellosidad arrojé un promedio de: 8.71, 6.94 y 3.08 para los
grupos control sin estimulo, control con estimulo, e infectados con trofozoitos,

respectivamente. Tabla 40.

El analisis de los datos por ANOVA mostré diferencias significas p< 3.7927e-05.

Tabla 41. Con la prueba de Tukey se encontraron diferencias significativas entre el
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grupo control y el grupo con trofozoitos p< 0.01 y entre el grupo control con PBS y

el grupo con trofozoitos p<0.01. Tabla 42.

Tabla 37. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo
Control

J1 J2 J3 J4 J5
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
um pm um um um um um um um um
19 126 22 267 28 155 23 115 30 288
26 106 24 288 19 135 20 72 36 212
36 96 24 100 27 259 27 174 34 198
29 225 22 198 25 182 26 234 27 364
29 113 15 204 38 173 21 612 28 80
37 290 14 196 30 183 21 128 28 118
18 204 40 134 33 190 19 123 25 222
28 102 33 303 24 304 20 55 28 500
16 191 28 222 26 381 26 86 22 443
20 101 29 234 23 193 23 62 26 406
22 202 21 171 22 128 17 324 24 50
27 209 15 163 34 140 17 196 20 129
25 201 15 290 21 181 25 228 22 451
26 130 20 126 25 156 19 100 15 236
15 227 19 280 27 320 18 67 18 334
22 171 15 156 24 318 21 148 20 193
27 121 18 288 30 91 15 67 23 139
29 278 26 216 19 97 18 247 23 200
39 168 24 192 23 456 15 98 13 120
37 304 31 262 19 550 27 493 22 168
P: 26.35 178.25 22.75 214.5 25.85 229.6 20.9 181.45 24.2 237.15

JI-J5: Jerbos; P: Promedio

Tabla 38. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo
Control con PBS

J1 J2 3 Ja J5
Criptas Vellosidades Criptas  Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
um um um um um um um um um um
47 166 22 106 34 231 18 239 28 124
43 198 23 150 36 119 36 120 29 114
43 242 27 105 30 372 23 107 31 154
41 140 27 126 21 85 16 116 22 132
36 230 22 110 21 87 21 117 29 102
46 121 32 143 21 107 24 100 20 152
33 210 42 147 30 412 27 279 12 208
51 150 53 245 24 184 8 105 38 196
43 242 51 182 19 153 21 157 24 152
33 218 25 251 24 128 17 288 19 100
37 259 25 220 24 155 24 174 29 133
33 199 21 228 21 146 17 197 33 178
34 244 23 157 24 148 23 176 24 175
42 230 29 233 29 165 28 428 25 113
40 297 20 188 27 138 19 261 20 159
48 261 26 268 25 257 31 403 18 113
53 232 27 227 31 122 23 250 28 279
60 256 22 203 22 409 23 267 24 228
62 229 27 261 26 193 21 222 20 214
53 251 39 248 23 119 28 238 25 182
P:43.9 218.75 29.15 189.9 25.6 186.5 224 212.2 24.9 160.4

JI-J5: Jerbos; P: Promedio
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Tabla 39. Dimensiones de las criptas y vellosidades del yeyuno de los jerbos del Grupo
Infectado con 25,000 trofozoitos de Giardia intestinalis

X} 2 13 Ja 5 J6
Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades Criptas Vellosidades
pm pm pm um pm um pm pm pm pm pm pm
38 79 27 144 35 133 14 87 50 101 31 125
41 154 32 104 36 45 24 243 48 112 56 152
18 177 32 153 36 113 23 76 78 69 18 122
30 132 47 81 56 129 33 85 50 111 43 99
34 78 33 76 27 170 19 138 28 77 36 195
25 93 31 75 40 170 28 173 36 163 36 103
26 87 23 143 31 174 29 168 35 195 33 88
26 93 26 113 32 206 28 151 29 95 41 151
26 57 23 114 24 178 21 60 37 132 33 143
22 140 42 85 55 86 24 72 52 245 31 46
29 253 43 60 50 136 23 72 29 213 26 144
27 142 27 92 17 146 20 66 73 59 37 97
25 128 24 54 28 97 24 171 64 70 33 237
33 140 34 135 23 170 23 143 72 77 18 71
21 50 46 67 51 79 32 85 42 74 33 138
32 81 34 91 24 91 16 93 62 78 27 147
36 166 38 70 24 73 19 68 55 86 53 160
39 84 36 148 35 86 27 240 57 82 62 212
40 83 30 109 25 87 24 49 40 208 43 162
36 37 27 79 27 42 16 91 54 209 30 85
P: 30.2 112.7 32.75 99.65 33.8 120.55 23.35 116.55 49.55 122.8 36 133.85

JI-J6: Jerbos; P: Promedio

Tabla 40. Relacidn cripta: vellosidad del ileon de los
jerbos de 15 dias de edad y de los tres grupos

Jerbos A) B) C)
1 6.76 4,98 3.73
2 9.43 6.51 3.04
3 8.88 7.29 3.57
4 8.68 9.47 4.99
5 9.80 6.44 2.48
6 3.72
7
Promedio 8.71 6.94 3.58

A) Control; B) Control con PBS y C) Con trofozoitos

Tabla 41. Andlisis de varianza de los tres grupos

ANOVA: K= 3 tratamientos independientes

Fuente Suma de Grados de Cuadrados F Valor P
cuadrados libertad v medios estadistica <0.05
ss MS
Tratamiento 75.1282 2 37.5641 24.5762 3.8296e-05
Error 19.8702 13 1.5285
Total 94.9984 15
Tabla 42. Analisis por Tukey entre los tres grupos
Resultados Prueba HSD Tukey
Par de Q estadistico Valor P de Interferencia
tratamientos de Tukey HSD Tukey HSD de Tukey HSD
A VS B 3.2049 _ 0.096/7194 ITnsignificante
A vs C 9.6752 0.0010053 **p<0.01
B vs C 6.3278 0.0016797 **p<0.01

A) Control; B) Control con PBS y C) Con trofozoitos
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9.2.2 Tincién con PAS

Duodeno de jerbos de 10 dias de edad

A) Grupo Control sin Estimulo.

Se observo la histologia intestinal integra; las tunicas mucosa, submucosa,
muscular y serosa sin alteraciones aparentes. Las células caliciformes tefiidas de
color rojo y distribuidas desde las criptas hasta el apice de las vellosidades.

En la microfotografia representativa se observa la pared intestinal, la muscular y la
serosa. Las células caliciformes tefiidas de color rojo localizadas en las criptas de

Lieberkihn y en las vellosidades. Fig. 34

Figura 34. PAS. Vista panordmica del duodeno de un jerbo de 10
dias de edad. Pared intestinal (P), vellosidad (V), cripta (Cr),
células caliciformes (Ca), luz intestinal (*) 10x.

B) Grupo Control con Estimulo

Las vellosidades y las criptas sin alteraciones aparentes.

En la Fig. 35A se muestra una microfotografia panoramica representativa, en
donde se observa la pared intestinal, las criptas, y las células caliciformes en las

vellosidades. En un acercamiento se observa a las células caliciformes expulsando
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moco Fig. 35B; dada la tincion de PAS, el moco corresponde a mucopolisacaridos
neutros y glicoproteinas. También se muestran las microvellosidades intestinales

(borde de cepillo) y el quilifero entre las dos columnas de enterocitos.

PAS. Fig. 35A. Panoramica de un jerbo de 10 dias de edad 10x. B:
Acercamiento. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), células
caliciformes (Ca), quilifero (Q), enterocito (E), moco (**), microvellosidades
intestinales (Flecha) 100x.
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C) Grupo Inoculado con Trofozoitos

La pared intestinal y las tunicas con arquitectura integra. En la luz intestinal se
encontraron cumulos de trofozoitos de Giardia, también se localizaron adheridos al
borde en cepillo. Se aprecié un mayor numero de células caliciformes, comparado

con los grupos control. No se encontr6 infiltrado inflamatorio.

En una microfotografia representativa, se observan los cimulos de trofozoitos de
Giardia en la luz intestinal y adheridos al borde en cepillo. En algunas células
caliciformes se aprecia el céliz basofilo (color azul) y en la mitad superior mas
globosa se observan los granulos de mucina de color rojo intenso. Algunas células
caliciformes en formacion, otras completamente maduras y varias secretando

moco. Fig. 36.

Figura. 36. PAS. Vista panoramica de duodeno de un jerbo de 5 d.p.i. P: pared intestinal
Vellosidad (V), cripta (Cr), célula caliciforme (Ca), nacleo de células caliciformes (Cabeza de
flecha), luz intestinal (*), trofozoitos (T) 10x.
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Cuantificaciéon de células caliciformes por densidad en um2 promedios y
analisis estadistico.
El promedio de células caliciformes en 100,000 pm? de cada uno de los jerbos de

los tres grupos fue: grupos control sin estimulo 47.4, control con estimulo 49.14, e

infectados con trofozoitos de Giardia 66.8. Tabla 43.

Para determinar si habia diferencias significativas en los resultados obtenidos

decidimos analizarlos por ANOVA vy ésta arrojé una p< 0.0230. Tabla 44.

Dado que el ANOVA dio datos de significancia, entonces se realizo la Prueba de
Tukey para demostrar las diferencias entre los grupos. Se encontrd diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo con trofozoitos (p< 0.05) y entre el

grupo control con PBS y el grupo con trofozoitos (p< 0.05). Tabla 45.

Tabla 43. Promedio del conteo de células caliciformes
de las mediciones por densidad en um 2

A) Grupo control; B) grupo control con PBS y C) con trofozoitos

Tabla 44. Analisis de varianza de los tres grupos

Tabla 45. Analisis de los datos con la prueba de Tukey

A) Grupo control; B) grupo control con PBS y C) con trofozoitos
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Yeyuno de jerbos de 10 dias de edad

A) Grupo Control sin Estimulo
Las tanicas mucosa, submucosa, muscular y serosa sin alteraciones, las células

caliciformes bien definidas, de color rojo.

Una representacion de lo observado se muestra en la Fig. 37. En la microfotografia
panoramica del yeyuno en corte transversal, se muestra la pared intestinal,
vellosidades y criptas. Se observan las células caliciformes de color rojo intenso,
gue contrastan con los enterocitos; algunas células caliciformes estan secretando

mocCo.

Figura 37. PAS. Panoramica de yeyuno de un jerbo de 10 dias de edad. Pared
intestinal (P), vellosidad (V), cripta (Cr), células caliciformes (Ca) 10x.

B) Grupo Control con Estimulo

La pared intestinal y el epitelio con aparente integridad; se observé una mayor
cantidad de células caliciformes con respecto al grupo control sin estimulo. En la
microfotografia representativa se observan las vellosidades y las células

caliciformes tefiidas de un tono rojo. Fig.38
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Figura 38. PAS. Panordmica de yeyuno de un jerbo de 10 dias de edad. Pared intestinal (P),
vellosidad (V), cripta (Cr), célula caliciforme (Ca), luz intestinal (*) 10x.

C) Grupo inoculado con trofozoitos

Se observaron cumulos de trofozoitos en la luz intestinal y formando hileras en
estrecho contacto con el borde en cepillo. Las células caliciformes de color rojo
intenso. La pared intestinal con sus tunicas serosa, muscular y submucosa integras

y sin ninguna alteracion aparente.

En la microfotografia representativa se observan trofozoitos formando colonias en
la luz intestinal, y en hileras sobre el borde en cepillo en diferentes vellosidades.
Las células caliciformes muy evidentes y distribuidas en las vellosidades, asi

mismo en la mayoria de las vellosidades fue visible el quilifero. Fig. 39.
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Figura 39. PAS. Panordmica de yeyuno de un jerbo de 10 dias de edad inoculado
con 25,000 trofozoitos. Pared intestinal (P), vellosidad (V), quilifero (Q), cripta (Cr),
células caliciformes (Ca), trofozoitos en la luz intestinal (T), trofozoitos en hileras
sobre el borde en cepillo (T*) 10 x.

Cuantificaciéon de células caliciformes por densidad en um?promedios y
analisis estadistico.

Después de cuantificar las células caliciformes en 100,000 pm?, de cada uno de los
jerbos y de cada grupo, se obtuvo el promedio que se puede observar en la Tabla
No 46.

Para determinar si habia diferencias significativas en los resultados obtenidos

decidimos analizarlos por ANOVA y esta arrojé una p< 0.02773. Tabla 47.

Dado que el ANOVA dio datos de significancia, entonces se realizo la Prueba de
Tukey para corroborar si habia diferencias entre los grupos y no se encontraron

diferencias entre los grupos. Tabla 48.
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Tabla 46. Promedio del conteo de células caliciformes
de las mediciones por densidad en um 2

A) Grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos

Tabla 47. Analisis de varianza de los tres grupos

Tabla 48. Analisis con la prueba de Tukey de los tres grupos

A) Grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos
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fleon de jerbos de 10 dias de edad

A) Grupo Control sin Estimulo
Se encontré integridad de la arquitectura del epitelio, asi como de las tunicas

mucosa, submucosa, muscular y serosa. Las células caliciformes muy evidentes

(color rojo)

En la microfotografia representativa se observa la pared intestinal, las vellosidades

digitiformes y las células caliciformes. Fig. 40

Figura 40. PAS. Panoramica del ileon de un jerbo de 5 d.p.i Pared intestinal (P),
vellosidad (V), cripta (Cr), células caliciformes (Ca), luz intestinal (*) 10x.

B) Grupo Control con Estimulo
La pared intestinal y el epitelio integros, asi como también las tUnicas mucosa,

submucosa, muscular y serosa. Se observaron abundantes células caliciformes.

Se muestra una microfotografia representativa en donde se observa la pared
intestinal, las criptas, las vellosidades, el quilifero en el centro de la vellosidad y

abundantes células caliciformes. Fig. 41
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Figura 41. PAS. Panoramica de ileon de un jerbo de 10 dias de edad
inoculado con PBS. Pared intestinal (P) vellosidad (V), cripta (Cr),
células caliciformes (Ca), quilifero (Q), luz intestinal (*) 10x.

C) Grupo Inoculado con Trofozoitos
Las tUnicas submucosa, muscular y serosa sin alteracion aparente. Las células

caliciformes de color rojo

En la microfotografia representativa se observa la pared intestinal, las criptas, las
vellosidades y el quilifero en el centro de la vellosidad. Células caliciformes y

escasos trofozoitos. Fig. 42

Figura 42. PAS. Panordmica del ileon de un jerbo de 10 dias de edad. Pared intestinal
(P), vellosidad (V), cripta (Cr), células caliciformes (Ca), trofozoitos. (T) luz intestinal
(*) 10x.
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Cuantificacion de células caliciformes en 100,000 pm?, promedios y anélisis
estadistico.

El nimero de células caliciformes por jerbo y el promedio de cada grupo se

muestra en la Tabla 49.

Para determinar si habia diferencias significativas en los resultados obtenidos

decidimos analizarlos por ANOVA y se encontré una p< 8.9408e-06. Tabla 50.

Dado que el ANOVA dio datos de significancia, entonces se realizo la Prueba de
Tukey para corroborar si habia diferencias entre los grupos. Se encontraron
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo control con PBS p< 0.01y
entre el grupo control con PBS y el grupo inoculado con trofozoitos p< 0.01. Tabla
51.

Tabla 49. Promedio del conteo de células caliciformes
de las mediciones por densidad en um 2

A) grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos

Tabla 50. Analisis de varianza de los tres grupos

Tabla 51. Analisis por Tukey de los tres grupos

A) Grupo control; B) grupo control con PBS y C) con trofozoitos
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Duodeno de jerbos de 15 dias de edad

A) Grupo Control sin Estimulo
Con histologia intestinal integra, es decir las tinicas mucosa, submucosa, muscular

y serosa sin alteracion aparentemente.

En la microfotografia representativa se observa la pared intestinal, fibras
musculares, plexo mientérico y un vaso sanguineo. Las vellosidades digitiformes y
el quilifero en el centro. Las células caliciformes (células epiteliales columnares

simples glandulares) en las criptas y en las vellosidades. Fig. 43

Figura 43. PAS. Corte transversal del duodeno de
un jerbo de 15 dias de edad. Pared intestinal (P),
tanica muscular longitudinal (ML), tdnica
muscular circular (MC), plexos mientéricos (**),
vellosidad (V), cripta (Cr), célula caliciforme (Ca),
quilifero (Q), luz intestinal (*) 10x.
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B) Grupo Control con Estimulo

Arquitectura intestinal sin alteracion aparente.

En la microfotografia representativa, se observan las vellosidades digitiformes,
enterocitos con nucleos basdfilos (azules) y células caliciformes con mucigeno

neutro tefido de color rojo. Fig. 44

Fig 44. PAS. Corte transversal del duodeno de un jerbo
de 15 dias de edad. Pared intestinal (P), vellosidad (V),
cripta (Cr), célula caliciforme (Cr), luz intestinal (*) 10x.

C) Grupo Inoculado con Trofozoitos
Abundantes trofozoitos distribuidos en cumulos o adheridos a la mucosa intestinal,
otros muy cerca de las criptas. Las vellosidades con menor longitud que las

observadas en los grupos control. Las células caliciformes expulsando moco.

En la Fig. 45A. se muestra una microfotografia panoramica representativa, en
donde se observa el acortamiento de las vellosidades. El borde en cepillo tefiido
de color rojo, quizé por el aumento de la actividad de las células caliciformes que
estan secretando moco. Los trofozoitos adheridos a los enterocitos o en cumulos.
En la Fig. 45B un acercamiento, en donde se observa a los enterocitos con sus

nacleos basofilos (azules), las células caliciformes intercaladas entre los
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enterocitos, en una de ellas se observa el céliz (basofilo) y en la region anterior los
granulos de mucigeno; en la region superior izquierda una caliciforme casi vacia.
Es evidente el quilifero. Los trofozoitos entre las dos vellosidades y en algunas
zonas en contacto directo con el borde en cepillo. La Fig. 45C también es un
acercamiento, en la vellosidad de la region izquierda se encuentran tres células
caliciformes con sus calices bien definidos y en la vellosidad derecha se observan
dos caliciformes en proceso de migracion. Los trofozoitos en estrecho contacto con

los enterocitos.
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Tincion de PAS. Figura 45A. Panoramica de duodeno de un jerbo de 15 dias de edad 10x. B y
C. Acercamiento de las vellosidades. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V),
trofozoitos (T), célula caliciforme (Ca), moco (mucina) (**), enterocito (E), quilifero (Q) 100x.
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Cuantificaciéon de células caliciformes por densidad en um2 promedios y
analisis estadistico.
El promedio de células caliciformes del grupo control sin estimulo fue de 38.5; en

el control con estimulo fue de 39.75 y en el grupo de jerbos infectados con
trofozoitos de Giardia fue de 62.2. Tabla No 52.

Mediante el analisis de varianza se encontraron diferencias (p< 0.0032) Tabla 53.
Dado que el ANOVA dio datos de significancia, entonces se realizo la Prueba de
Tukey para demostrar las diferencias entre los grupos. Se encontrd diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo con trofozoitos (p< 0.05) y entre el

grupo control con PBS y el grupo con trofozoitos (p< 0.01). Tabla 54.

Tabla 52. Promedio del conteo de células
caliciformes de las mediciones por densidad en pm 2

A) Grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos

Tabla 53. Analisis de varianza de los tres grupos

Tabla 54. Andlisis por Tukey de los tres grupos

A) Grupo control; B) grupo control con PBS y C) con trofozoitos
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Yeyuno de jerbos de 15 dias de edad

A) Grupo Control sin Estimulo
Predominé la integridad de las tunicas mucosa, submucosa, muscular y serosa; el

epitelio sin alteracion aparente.

En una vista panordmica de una microfotografia representativa, se muestra un
corte transversal, en donde se aprecia toda la superficie intestinal (serosa,
muscular, submucosa, mucosa y la luz intestinal). Son evidentes las células

caliciformes (tefiidas de rojo) en las vellosidades. Fig. 46A.

En un aumento se observan la integridad de la pared intestinal, las vellosidades
con sus enterocitos y los nucleos de los enterocitos tefiidos de un tono azul
(basdfilos), las células caliciformes (color rojo), la lamina propia y en el centro de la
vellosidad es visible el quilifero. Fig. 46B.

PAS. Figura 46A. Microfotografia de corte transversal en vista panoramica del yeyuno de un
jerbo de 15 dias de edad 4x. B: acercamiento panoramico 10x. Pared intestinal (P), cripta
(Cr), vellosidad (V), luz intestinal (*), quilifero (Q), célula caliciforme (Ca).

B) Grupo Control con Estimulo

La pared intestinal, las vellosidades y las criptas sin alteracién aparente, En la Fig.
47 se muestra una microfotografia panordmica representativa, en donde se
observa la pared intestinal, las células caliciformes, las vellosidades, las criptas y
en el centro de la vellosidad el quilifero.

89



Figura 47. PAS. Microfotografia panoramica de yeyuno de
jerbo de 15 dias de edad: Pared intestinal (P), cripta (Cr),
vellosidad (V), quilifero (Q), luz intestinal (*) 10x.

C) Grupo Inoculado con Trofozoitos
Predominaron las vellosidades cortas, en algunas regiones se observd posible
edema de la mucosa. Abundantes células caliciformes, trofozoitos adheridos a la

mucosa 0 en cumulos en la luz intestinal.

En la Fig. 48 se muestra una microfotografia panoramica representativa, en donde
se observan vellosidades cortas, posible edema de la mucosa, criptas, abundantes

células caliciformes, trofozoitos adheridos a la mucosa y en la luz intestinal.

Figura 48. PAS. Panordmica de un corte transversal del yeyuno de un jerbo de
10 dpi, Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), quilifero (Q), trofozoitos
(T) 10x.
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Cuantificaciéon de células caliciformes por densidad en um2 promedios y
analisis estadistico.
El promedio de las células caliciformes en grupos control sin estimulo fue de 39.75,

en el control con estimulo fue de 40 y en el grupo de infectados con trofozoitos de
Giardia fue de 73. Tabla No 55.

Para determinar si habia diferencias significativas en los resultados obtenidos se
realizé el ANOVA y ésta arrojo una p< 0.0067. Tabla 56.

Dado que el ANOVA dio datos de significancia, entonces se realizo la Prueba de
Tukey para demostrar las diferencias entre los grupos. Se encontré diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo con trofozoitos (p< 0.05) y entre el

grupo control con PBS y el grupo con trofozoitos (p< 0.05). Tabla 57.

Tabla 55 Promedio del conteo de células caliciformes
de las mediciones por densidad en um2

A) Grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos

Tabla 56. Analisis de varianza de los tres grupos

Tabla 57. Analisis por Tukey de los tres grupos

A) Grupo control; B) grupo control con PBS y C) con trofozoitos
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lleon de jerbos de 15 dias de edad

A) Grupo Control sin Estimulo

La serosa, muscular, submucosa y mucosa sin alteracibn aparente. En la
microfotografia representativa del ileon, en corte transversal, se observa la serosa,
muscular y submucosa; las criptas y las vellosidades con células caliciformes. Fig.
49.

Figura 49. PAS. Panordmica de un corte transversal del ileon de un jerbo de 15 dias de edad
del grupo control. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), células caliciformes Ca) 10x.

B) Grupo Control con Estimulo

Con vellosidades digitformes y tunicas con aparente integridad. En la
microfotografia representativa se muestra la serosa, muscular y submucosa; las

vellosidades digitiformes con su quilifero central y las células caliciformes. Fig. 50

Figura 50. PAS. Panordmica de un corte transversal de ileon de un jerbo de 15
dias de edad del grupo control con estimulo. Pared intestinal (P), vellosidad (V),
cripta (Cr), células caliciformes (Ca), quilifero (Q), luz intestinal (*) 10x.
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C) Grupo Inoculado con Trofozoitos

Predominaron las vellosidades mas cortas con relacién a los grupos de control.

Abundantes células caliciformes. Trofozoitos en cimulos.

En la microfotografia panoramica representativa, se observa la pared, las
vellosidades cortas y abundantes células caliciformes. Trofozoitos en cimulos en la

luz intestinal o adheridas al epitelio. Fig. 51.

PAS. Figura 51. Panordmica de un corte transversal del ileon de un jerbo de 15 dias de
edad. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), quilifero (Q), trofozoitos (T) 10x.

Cuantificaciéon de células caliciformes por densidad en um2 promedios y

analisis estadistico.

EL promedio de las células caliciformes fue: grupo control sin estimulo (35.25),
grupo control con estimulo (39.8) y grupo infectado con trofozoitos de Giardia (76).
Tabla 58.

Para determinar si habia diferencias significativas en los resultados obtenidos

decidimos analizar por ANOVA y esta arroj6 una p< 0.0067. Tabla 59. Para
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demostrar las diferencias entre los grupos, los datos se analizaron con la Prueba
de Tukey. Tabla 60.

Tabla 58 Promedio del conteo de células caliciformes
de las mediciones por densidad en um2

A)  Grupo control; B) Grupo control con PBS y C) Grupo con trofozoitos

Tabla 59. Analisis de varianza de los tres grupos

Tabla 60. Analisis por Tukey de los tres grupos

A) Grupo control; B) grupo control con PBS y C) con trofozoitos
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9.2.3 Inmunohistoquimicas

Duodeno de jerbos de 10 dias de edad

En la mayoria de los cortes, la tdnica serosa, la muscular y la submucosa sin
alteraciones aparentes. Por otro lado, se encontraron abundantes trofozoitos (color
dorado) formando cumulos en la luz intestinal, adheridos al moco, adheridos al
borde en cepillo, y en probable proceso invasivo. En algunas regiones de la
mucosa se encontré atrofia de las microvellosidades, pérdida de la continuidad del
epitelio, alteraciones de la arquitectura de las vellosidades y posible infiltrado

inflamatorio de linfocitos. Fig. 52-57.

Figura 52. IHQ. Microfotografia en corte transversal,
acercamiento del duodeno de un jerbo a los 5 dpi (10 dias de
edad). Se observa la probable capa de moco, varios trofozoitos
(T), algunos adheridos al epitelio (*). Atrofia multifocal de
microvellosidades (flecha). La vellosidad de la derecha con el
apice ancho y con desorganizacién de la arquitectura (Cuadro
rojo). Linfocitos (L) en diferentes vellosidades. Cripta (Cr),
vellosidad (V) y quilifero (Q) 40x.
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Figura 53. IHQ. Duodeno de un jerbo a los 5 dpi. Acercamiento. En la zona
inferior derecha se observa que los trofozoitos estan sobre el moco y entre el
moco. En la vellosidad de la derecha con desprendimiento celular. Cercano al
vaso sanguineo, los trofozoitos quizd en proceso de invasion tisular (estrella).
Una vellosidad con borde en cepillo integro en el extremo inferior (X) y con
pérdida de la continuidad en la zona superior (flecha), abundante moco que
evita la adherencia de los trofozoitos al borde en cepillo. En el cuadrante
inferior izquierdo se observan trofozoitos adheridos al epitelio. Vaso sanguineo
con eritrocitos (Vs, e), criptas (Cr), el quilifero (Q), linfocitos (L) y luz intestinal
(*) 40x.

A B

a
Figura 54. IHQ. Duodeno de un jerbo a los 5 dpi. A: Se observa la capa de moco (flecha
bidireccional), trofozoitos sobre la capa de moco (*), cimulo de trofozoitos entre el moco
(circulo), trofozoito anclado al epitelio (triangulo) y trofozoitos adheridos al epitelio
(rectdngulo). B: Trofozoitos atacados por células caliciformes (cabeza de flecha), Capa
de moco (flecha bidireccional), cimulo de trofozoitos entre el moco (circulo) y
trofozoitos adheridos al epitelio (rectangulo) 40x.
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Figura 55. IHQ. Corte transversal del duodeno de un jerbo de 5 dpi. A: Vista panoramica. Se
observa la pared intestinal integra 'y una gran cantidad de trofozoitos (T) en la luz intestinal,
adheridos al borde en cepillo, entre el moco, y separados del epitelio por el moco 10x. B:
En el acercamiento de la vellosidad se observan algunos trofozoitos (T) entre las células
caliciformes secretando mucinas (**) y adheridos a la mucosa. Pared intestinal (P), cripta
(Cr), vellosidad (V), quilifero (Q), luz intestinal (*) 100x.

Figura 56A. IHQ: Microfotografia panordmica del duodeno de un jerbo infectado de 10 dias
de edad. Se observan trofozoitos adheridos a la mucosa 10x. B: Acercamiento del epitelio
de dos vellosidades, en donde se observa a los trofozoitos adheridos. Pared intestinal (P),
cripta (Cr), vellosidad (V), quilifero (Q), trofozoitos (T). Célula caliciforme (C), moco
expulsado por la célula caliciforme (**), microvellosidades intestinales (flecha), trofozoitos
adheridos (cabeza de flecha) 100x.
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Figura 57. IHQ: Corte transversal de duodeno en vista panordmica de un jerbo de 5 dpi.
Se observan cumulos de trofozoitos desde las criptas. La vellosidad con dafio
estructural (flecha), trofozoitos entre la mucosa, y desprendimiento del epitelio en el
apice. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), quilifero (Q), luz intestinal (*),
pérdida de la arquitectura de la vellosidad (flecha) 10x.
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Yeyuno de jerbos de 10 dias de edad

La pared intestinal (serosa, muscular y submucosa) sin alteracion. Se observaron
abundantes trofozoitos: en la luz intestinal, adheridos al epitelio desde el apice de
la vellosidad hasta las criptas de Lieberkiihn, embebidos en la mucosa intestinal,
sobre el moco, y separados de las vellosidades por el moco. Se observo pérdida de
la arquitectura de algunas vellosidades. Trofozoitos adheridos al epitelio de las

placas de Peyer 6 nédulos linfoides. Fig. 58- 62.

Figura 58. IHQ. A) Microfotografia panordmica de un corte transversal (completo) del yeyuno
de un jerbo con 5 dpi 4x. y B) Acercamiento. En el recuadro se observan trofozoitos (T) entre
el epitelio de las vellosidades (V), algunos cerca del conducto quilifero. Otros muy cerca de
las criptas (Cr), o separados por las capas de moco (*) 10x.
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Figura 59 IHQ. Corte transversal del yeyuno de un jerbo de 5 dpi en vista panoramica. Se
muestran cumulos de trofozoitos (T) en la luz intestinal, trofozoitos separados del epitelio por
la gruesa capa de moco (semejante a una cépsula protectora) (estrella); aun asi, en varias
vellosidades se observan zonas con trofozoitos adheridos al borde en cepillo, o dentro del
epitelio (asterisco). Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V) 10x.

Figura 60 IHQ. Microfotografia panoramica del yeyuno de un jerbo
de 5 dpi en corte transversal. Se observan trofozoitos adheridos a
la mucosa (T), otros en cumulos. Luz intestinal (*), pared intestinal
(P), cripta (Cr), vellosidad (V) 10x.
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Figura 61. IHQ. Corte transversal del yeyuno de un jerbo de 5
dias post inoculacién en vista panordmica. Se observan
cumulos de trofozoitos (T) en la luz intestinal (*) y adheridos a
la mucosa. Pared intestinal (P), vellosidad (V) y cripta (Cr) 10x.

Figura 62. IHQ. Corte transversal del yeyuno de un jerbo de 5 dias post
inoculacion. En este acercamiento se observan trofozoitos adheridos al
epitelio (cabeza de flecha) de un nédulo linfoide 6 Placa de Peyer (N).
Linfocitos en el epitelio (L). En algunas zonas abundante moco que
protege al epitelio de los trofozoitos 10x.
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ileon de jerbos de 10 dias de edad
También se encontraron trofozoitos adheridos a la mucosa, algunos muy cerca de
las criptas. Se observaron cumulos de quistes en la luz intestinal. En algunas

regiones se observo acortamiento de las vellosidades. Fig. 63-65

Figura 63. IHQ. Panoramica del ileon de un jerbo de 5 dpi. Se observan vellosidades
de diferentes dimensiones. Trofozoitos (T) adheridos al epitelio y cumulos de
quistes (Qs) en la luz intestinal (*), pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V) 4x.

Figura 64. IHQ: Corte transversal del ileon de un jerbo de 5 dias post inoculacién en
vista panordmica. Se observan trofozoitos (T) adheridos al epitelio y abundantes células
caliciformes. Pared intestinal (P), vellosidad (V), cripta (Cr), luz intestinal (*) 10x.
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Figura 65. IHQ. ileon de un jerbo de 5 dpi, corte transversal y vista panoramica. Se observa
una zona con acortamiento de las vellosidades, trofozoitos adheridos a la mucosa
intestinal y algunos muy cerca de las criptas. Quistes (Qs) en la luz intestinal (*). Pared
intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V) 10X.
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Duodeno de jerbos de 15 dias de edad

Hubo predominio de la arquitectura normal de las tunicas serosa, muscular y
submucosa. En la tdnica mucosa se observd pérdida de la arquitectura de las
vellosidades, atrofia de microvellosidades, intensa actividad de las células
caliciformes y linfocitos tisulares. En varios cortes se observaron zonas con
vellosidades semejantes a las encontradas en pacientes con enfermedad celiaca.
Hubo multitud de trofozoitos, en la luz intestinal, adheridos al epitelio y embebidos

en el moco. Algunos trofozoitos dentro del epitelio. Fig. 66- 71.

A
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Figura 66. IHQ. Corte transversal del duodeno de jerbo de 15 dias de edad. A: Panoramica
gue muestra la integridad de las tunicas (serosa, muscular y submucosa). Algunas
vellosidades intestinales recuerdan a las observadas en la enfermedad celiaca (cuadros). Se
observa un intenso ataque de las células caliciformes contra los trofozoitos (color dorado).
Los trofozoitos en estrecho contacto con las células epiteliales y algunos embebidos entre el
moco y el tejido 4x. B: Se observa la actividad de las caliciformes, dando la impresion que la
vellosidad esta llorando, la destruccion del epitelio y camulos de trofozoitos entre el epitelio
10x. C: Se muestran trofozoitos adheridos a los enterocitos y a una célula caliciforme.
Pérdida de las microvellosidades de los enterocitos que tienen trofozoitos 100x. D y E: Se
muestra la regién dorsal de los trofozoitos adherida a los enterocitos y dafiando el borde en
cepillo 100x. F (100x) y G (40x): Trofozoitos anclados al epitelio intestinal y otros muy cerca
de las criptas. Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V), trofozoitos (T), atrofia focal de
microvellosidades (cabeza de flecha), microvellosidades integras y sin ninguna alteracién
(flecha), luz intestinal (*), célula caliciforme (Ca), quilifero (Q), enterocito (E), linfocito (L),
vaso sanguineo (Vs), eritrocitos (e).
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Figura 67. IHQ. Panordmica del duodeno de un jerbo de 10 dpi que muestra
una multitud de trofozoitos. Vellosidades con &apice amplio, en algunas
zonas con pérdida de la continuidad del tejido o pérdida del borde en
cepillo. Se observa la integridad de la pared intestinal. Vellosidades en

dona (V*), vellosidad (V), cumulos de trofozoitos (T), pared intestinal (P)
10x.

Figura 68. IHQ. Acercamiento a dos vellosidades del duodeno
de un jerbo de 10 dpi. Se muestran dos trofozoitos por arriba de
los nucleos de los enterocitos (*), otros trofozoitos en estrecho
contacto con las microvellosidades (T*). Se observan varios
linfocitos (L) y en algunas zonas atrofia de microvellosidades
intestinales (flecha). Cripta (Cr), vellosidad (V), trofozoitos en la
luz intestinal (T) 40x.

106



Figura 69. IHQ. Acercamiento a las criptas del
duodeno de un jerbo de 10 dpi. Se observa un
trofozoito (color dorado) dentro de una cripta (flecha).
Pérdida de la continuidad del epitelio (Recuadro).
Tanica muscular (M), vellosidad (V), trofozoitos (T)
40x.

Figura 70. IHQ. Acercamiento del duodeno de un jerbo de 10 dias post
inoculacion. En algunas zonas se observa atrofia de microvellosidades
intestinales (cabeza de flecha), un linfocito (L) por encima de los nlcleos de
los enterocitos y cerca de una célula caliciforme (Ca). Eliminaciéon de
mucina por una célula caliciforme (recuadro), abundante moco, trofozoitos
(T), luz intestinal (*) 100x.
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Figura 71. IHQ. Acercamiento del duodeno de un jerbo de 10 dias post inoculacién. A: Se
muestra un trofozoito (T) adherido al epitelio y otro entre el moco. Un linfocito (L) entre
nicleos de enterocitos. Abundante moco. B: Se observan trofozoitos en la zona apical de la
vellosidad (cabeza de flecha) y pérdida de la continuidad del epitelio (X), el borde en cepillo
(flecha). C: Multitud de trofozoitos (T) atacados con las mucinas (**) de una célula caliciforme
(Ca), abundante moco. D: En el recuadro se observa un trofozoito (T) dentro de la vellosidad,

pérdida de la arquitectura de la vellosidad quiza producida por los trofozoitos (¢) 100x.
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Yeyuno de jerbos de 15 dias de edad

Frecuentemente se encontraron las tanicas serosa y muscular sin alteracion.

Se observo dafio en la estructura de las vellosidades, atrofia de microvellosidades
intestinales y gran actividad de las células caliciformes. Se encontraron trofozoitos
en estrecho contacto con las vellosidades, adheridos a los enterocitos sueltos,
embebidos entre la mucosa y adheridas al epitelio de las placas de Peyer. Fig. 72-
75.

Figura 72. IHQ. Corte transversal del yeyuno de un jerbo de 10 dias post
inoculacion. A: Vista panoramica en donde se observa la pared intestinal (P),
atrofia de microvellosidades (Recuadros), trofozoitos (T) adheridos y en
cumulos. Luz intestinal (*), Pared intestinal (P), cripta (Cr) 10x.

B: Acercamiento a las vellosidades intestinales. Se muestra la atrofia
multifocal de microvellosidades (flecha), trofozoitos adheridos (T), actividad
de las células caliciformes (Ca) (**), quilifero (Q) 40x.
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Figura 73. IHQ. Corte transversal del yeyuno de un jerbo de 10 dpi. En este
acercamiento se observa un trofozoito adherido a un enterocito suelto
(flecha), atrofia de las microvellosidades y un trofozoito embebido en el tejido
(cabeza de flecha). En la zona inferior derecha otro trofozoito adherido a
restos de un enterocito (flecha) 100x.
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Figura 74. IHQ. Corte transversal del yeyuno de un jerbo de 10 dpi. A: en el
acercamiento se observa el ataque de las células caliciformes (Ca**) a los
trofozoitos (T) (cabeza de flecha). B: Se aprecia la atrofia focal de
microvellosidades intestinales (X), linfocito, cimulo de trofozoitos (T) y lumen (*)
100x.

Figura 75. IHQ. Corte transversal de una microfotografia
panoramica del yeyuno de un jerbo a los 10 dpi. Se observan
algunos trofozoitos adheridos a la placa de Peyer (LQ) 10x.
Trofozoitos en el lumen (T) o adheridos a las vellosidades.
Cripta (Cr), vellosidad (V), quilifero (Q), luz intestinal (*).
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ileon de jerbos de 15 dias de edad

El ileon se encontraron trofozoitos en los diferentes cortes histolégicos, la pared
intestinal estuvo integra. En algunas zonas se observé acortamiento de las
vellosidades, y atrofia de las microvellosidades. Las células caliciformes

secretando mucinas. Fueron evidentes los nddulos linfoides. Fig. 76-79.

Figura 76. IHQ: Corte transversal del ileon de un jerbo de 10 dias
post inoculacion en vista panordmica. Se observa la integridad de
la pared intestinal (P), criptas (Cr), vellosidades (V), y trofozoitos
(T) adheridos al epitelio o en el lumen (*) 10x.

Figura 77. IHQ: Corte transversal del ileon de un jerbo de 10
dias post inoculacion en vista panoramica. Se observa la
integridad de la pared intestinal (P), criptas (Cr) y vellosidades
(V) con el apice ancho. Cumulos de trofozoitos (T) adheridos al
epitelio o en el lumen (*) 10x.
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Figura 78. A. Panordmica en corte transversal del ileon de un jerbo de 15 dias de edad
infectado con 25, 000 trofozoitos 10x, By C. Acercamientos a vellosidades. Se observan
abundantes trofozoitos (T) adheridos a los enterocitos. Pérdida de la continuidad y
dafio del epitelio (flecha), vellosidades (V) con el apice ancho. Pared intestinal (P), cripta
(Cr), luz intestinal (*) 40x.
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Figura 79. IHQ. Panoramica del ileon de un jerbo de 15 dias de edad, infectado
con 25, 000 trofozoitos. Se observan las placas de Peyer 6 nddulos linfoides (N),
algunos trofozoitos adheridos al epitelio (T). Se observan quistes y trofozoitos en
el lumen (*). Pared intestinal (P), cripta (Cr), vellosidad (V) 4x.
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Finalmente, se muestra un resumen de la relacion cripta/vellosidad y el nimero de
células caliciformes que se encontraron en los jerbos de 10 y 15 dias de edad.
Figura 80 y 81. Y la deteccion de trofozoitos dentro del epitelio del duodeno y
yeyuno. Tabla 59.

Relacion Cripta/Vellosidad. 10 dias de edad Relacion Cripta/ Vellosidad. 15 dias de edad

8 8
5
0" 0
Duodeno Duodeno

Yeyuno fleon

IS

Yeyuno fleon

mC mPBS HT mC mPBS BT

Figura 80. Relacién cripta vellosidad de jerbos de 10 y 15 dias de edad. C: control; PBS:
control con PBS; T: infectados con trofozoitos.

Caliciformes. 10 dias Caliciformes. 15 dias

120

40 40
0
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i Duodeno Yeyuno fleon
Duodeno Yeyuno lleon

mC mPBS WT HC mpBS AT

Figura 81. Namero de células caliciformes en jerbos de 10y 15 dias de edad. C: control; PBS:
control con PBS; T: infectados con trofozoitos.

Tabla 61. Trofozoitos dentro del epitelio en diferentes regiones
del intestino de diferentes jerbos de 10 y 15 dias de edad.

Edad (dias) Duodeno Yeyuno fleon
10 1 0 0
15 2 1 0
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10. DISCUSION

Este es el primer reporte que muestra hiperplasia de las criptas y aplanamiento de
las vellosidades de jerbos lactantes inoculados con una baja cantidad de trofozoitos
(25,000). Los reportes en muestras de duodeno de humanos mencionan que la
relacion vellosidad: cripta esta entre 3:1 - 5:1 (Ferrufino et al., 1996). Hasta donde
sabemos no hay reportes de la relacion cripta: vellosidad del intestino delgado de
jerbos de 10 y 15 dias de edad, [REVISION EN PUBMED 25/08/2020, 16:11.

MeSH (Giardia, Relation crypts and villi, small intestine) = 0].

En este trabajo se encontrd que la relacion cripta: vellosidad del duodeno, de jerbos
de 10 dias de edad, del grupo control, fue de 7.86:1. Completamente diferente a la
observada en los jerbos infectados con Giardia (4.82:1) (Tabla 10), encontrandose
diferencias significativas entre estos dos grupos (p< 0.01). El resultado es
interesante porque se demostrd cuantitativamente que los jerbos infectados con
Giardia presentaron hiperplasia de las criptas.

Resultados semejantes a los encontrados en el duodeno, también los encontramos
en el yeyuno [en el grupo control la relacion cripta: vellosidad fue de 7.93:1, en el
grupo con Giardia fue de 4.37:1 (p<0.01) ]y en el ileon [en el grupo control 7.85:1 y
en el grupo inoculado con Giardia 3.87:1 (p<0.01)] (Tabla 16).

Consideramos que las diferencias encontradas en el yeyuno entre el grupo control
y el grupo infectado con Giardia fueron debidas a una abundancia de trofozoitos en
esta region anatdmica. Se ha documentado que Giardia también coloniza el yeyuno
(Oberhuber et al., 1997, O’handley et al., 2001, Peckova et al., 2018). Rosekrans et
al (1981) reportaron atrofia de las vellosidades y disminucion de la relacion
vellosidad: cripta en biopsias de yeyuno de pacientes con giardiasis.

Para nosotros fue impactante encontrar diferencias significativas entre el grupo
control y el grupo infectado con Giardia en el ileon, porque en algunas zonas del
fleon hubo escasos trofozoitos; pero, podemos especular que los trofozoitos de la
clona son muy agresivos, dado que proceden de un aislado de Giardia con
capacidad invasiva (Martinez-Gordillo MN et al., 2014; Reynoso et al., 2015).
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Entonces, aunque hubiera escasos trofozoitos, éstos alteran la arquitectura

intestinal.

Con relacion a la longitud de las vellosidades del intestino de los jerbos, de 10 dias
de edad, del grupo control, se observaron vellosidades digitiformes con
dimensiones mayores [duodeno (198-246 um), yeyuno (161-256 um), ileon (160-
200 ym) (Tablas 7, 13 y 19)] a las observadas en el grupo de jerbos infectados con
Giardia [duodeno (137-152 um), yeyuno (121-136 pm), e ileon (85-118 um).
(Fig.17, 20 y 23)]. El acortamiento de las vellosidades del duodeno de pacientes
con giardiasis ha sido reportado en algunos estudios, se ha mostrado que la
colonizacion de los trofozoitos en el epitelio intestinal provoca un acortamiento en
la altura de las vellosidades intestinales, atrofia de microvellosidades y reduccion
en la actividad de las disacaridasas y las proteasas (Erlandsen & Chase., 1974,
Daniels & Belosevic., 1992, Seow et al., 1993, Scott et al., 2004).

Nosotros encontramos aplanamiento de las vellosidades de las tres regiones del
intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon) de jerbos de 10 dias de edad. Es
necesario decir que en la mayoria de los cortes analizados del duodeno y yeyuno
se encontraron abundantes trofozoitos adheridos al epitelio, a lo largo de las
vellosidades o en el apice de éstas. También fue interesante encontrar camulos de
trofozoitos muy cerca de las criptas. En el ileon hubo trofozoitos; en algunos cortes
la cantidad (observaciones cualitativas) fue menor que en el duodeno y yeyuno
(Fig. 23). El resultado es importante porque los jerbos de 5 dias de edad fueron
inoculados solamente con 25,000 trofozoitos.

Otros estudios que también evaluaron estos parametros arrojaron diferentes
resultados, por ejemplo, Buret et al., (1992) inocularon 2 x 10° trofozoitos
(obtenidos de un nifo sintomatico) a 51 jerbos de 6-7 semanas de edad y los
sacrificaron 6 dias post inoculacién. Ellos encontraron hiperplasia de criptas, mas

evidenciado en duodeno, seguido el yeyuno y en menor proporcion en ileon.

Por otro lado Araujo et al (2008) utilizaron 72 jerbos (hembras y machos) de 8

semanas de edad, libres de patégenos y los dividieron en seis grupos: A) grupo
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control inoculado con PBS y cinco experimentales B-F) inoculados con el aislado
Portland-1 (ATCC 30888), Ensamble A, B) 10 trofozoitos, C) 10%, D) 10°, E) 10* y
F) 10°; todos los animales fueron positivos a la infeccion. Los sacrificaron a los 5,
17, 23 y 35 dpi.

A los 5 dpi encontraron disminucion en la relacion cripta: vellosidad en los grupos
C:20% y E: 45 %. Alos 17 dpi la reduccion fue en el grupo D del 38% y el grupo
F del 14%. A los 23 dpi la disminucion fue del grupo B: 18% y el grupo C: 25%.

Bouza et al (2000), inocularon 2 x 10° trofozoitos de diferentes aislados obtenidos
de humanos (C17, C8, C10, C20, C5, C6 y C25) a jerbos machos de 6 a 10
semanas de edad. En todos se encontraron quistes de Giardia en materia fecal.
Los jerbos sacrificados a los 25 dpi no tuvieron trofozoitos en el intestino C17 (0/13
jerbos) y C5 (0/15). Jerbos sacrificados a los 40 dpi que tuvieron trofozoitos en el
intestino: C6 (4/13), C8 (1/12) y C10 (10/11). De los jerbos sacrificaros a los 60 dpi,
solo uno tuvo trofozoitos en el intestino: C20 (0/15) y C25 (1/10).

Con respecto a los jerbos del grupo control, de 15 dias de edad, fue importante
encontrar que las dimensiones de las criptas fueron menores (duodeno de 21.75-
30.45 ym; yeyuno 21.95- 34.15 um; ileon 20.9-26.35 um) que las observadas en el
grupo de jerbos infectados con Giardia (duodeno 24.6-46.9 um; yeyuno 23.75-
43.55 ym; ileon 23.35-49.55 ym).

Lo contrario se observo en la altura de las vellosidades; en el grupo control fue
mayor (duodeno 173.5-256.7 ym; yeyuno 170-345.35 ym; ileon 178.25-237.15 pm)
que en el grupo infectado con Giardia (duodeno 115.2-160.4 ym; yeyuno 131.3-
162.8 um; ileon 99.6-133.8 um). Por tales motivos, se encontraron diferencias
significativas (p<0.01) en la relacién cripta: vellosidad entre los dos grupos:
duodeno del grupo control 7.91:1 y grupo infectado con Giardia 4.04:1. Yeyuno
(9.37 vs 4.05) e ileon (8.71 vs 3.08). Hasta donde sabemos no hay reportes de la
relacion C:V en jerbos de 10 y 15 dias de edad.

Recapitulando, en los jerbos de 10 y 15 dias de edad, infectados con 25,000

trofozoitos por via oral, se encontraron alteraciones en la relacion cripta: vellosidad.
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En el grupo infectado con Giardia, las criptas fueron mayores y las vellosidades
fueron menores; en todos los casos la infeccion fue evidente en los cortes
histolégicos, es decir el 100 % de los jerbos se infectd. Los dafios provocados con
la dosis baja de in6culo mostraron alteraciones histolégicas en el epitelio intestinal,

Reynoso et al., 2015 encontraron que la infeccion se autocontrol6 a los 60 dias de
edad.

¢ Por qué hicimos el estudio en Meriones unguiculatus (jerbos)? Nos basamos en
evidencias cientificas, ya que se ha documentado que el jerbo es un muy buen
modelo experimental para el estudio de la patogenia producida por Giardia
intestinalis (Amorin et al., 2010, Belosevic et al., 1983, Buret et al., 1991, Buret et
al., 1992, Buret., 2008, Cotton et al., 2011, Halliez et al., 2013, Mohamed &
Faubert, 1995). Adicionalmente, el grupo de investigaciéon del Laboratorio de
Parasitologia experimental del INP también han realizado estudios de Giardia en
jerbos (Reynoso et al., 2015).

Con respecto a las células caliciformes, fue interesante encontrar aumento de estas
células en el duodeno de los jerbos infectados con Giardia. Por qué consideramos
que fue interesante? porque los jerbos tenian 10 dias de edad, porque la
cuantificacion de células caliciformes fue en 100,000 um?, porque el inéculo fue sélo
de 25,000 trofozoitos, porque hubo diferencias significativas con respecto al grupo
control (p<0.05) y porque hubo control del ambiente de bioterio.

Mahmoud et al (2014) cuantificaron células caliciformes de ratas de cinco semanas
de edad y no encontraron diferencias significativas entre el grupo de ratas
infectadas y el grupo control. Ponce-Macotela et al (2008) reportaron aumento de
células caliciformes en muestras de duodeno de canidos eutanasiados en un centro
de control canino e hipotetizaron que los trofozoitos podrian aprovechar la
disrupcioén epitelial para invadir el tejido.

Por otro lado, se ha documentado hiperplasia de las células caliciformes producida
por los nematodos: Ascaridia galli, Trichinella spiralis, Nipostrongylus brasiliensis y

Trichuris muris (Janice & Waliul., 2013) ademas observaron un aumento en la
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mucina Muc 2 exclusivamente en ratones resistentes que se correlacion6 con la
expulsién del gusano después de la infeccion por T. Muris (Janice & Waliul., 2013).
Araujo et al (2008) mencionan que por medio de la microscopia electronica de
barrido encontraron, un aumento en la cantidad de moco en los animales
inoculados en relacion a los del grupo control, independientemente del inéculo,
hasta el dia 23 post inoculacion. Se encontraron trofozoitos agrupados en racimos
en la parte superior y la base de las vellosidades. También observaron marcas en
el epitelio de algunas vellosidades, similares a las resultantes del desprendimiento
del disco suctor del trofozoito. En el dia 35 post inoculacidon no observaron
alteraciones en la produccién de moco, ni trofozoitos presentes en los intestinos de
los animales control e inoculados. También se ha postulado que las cistein
proteasas de Entamoeba histolytica rompen a la mucina Muc 2, lo que conlleva a
una alteracion de las capas de moco, que es aprovechado por los trofozoitos para
adherirse a las células epiteliales y para invadir el tejido del intestino grueso (Janice
& Waliul., 2013). En esta tesis encontramos una gran cantidad de moco y los
trofozoitos estaban sobre el moco, en cumulos entre el moco y adheridos al
epitelio; debido a que Giardia tiene proteasas de cisteina, quiza este sea uno de los
mecanismos que los trofozoitos utilizan para romper a las glicoproteinas

formadoras del moco para llegar hasta el epitelio intestinal. (Fig. 36)

Como ya se habia comentado con anterioridad, las células caliciformes producen y
secretan mucinas. Las capas de moco son importantes para evitar la
deshidratacion del epitelio intestinal y para impedir que los agresores (alimentos,
bacterias y parasitos) se adhieran a la mucosa y puedan invadir a las células o al
tejido. Es decir, las capas de moco son un medio de defensa innata del hospedero
(Janice & Waliul., 2013), y ademas de mejorar la barrera mucosa, pueden
desempenfiar un papel en la activacion inmunitaria al presentar antigenos luminales

a las células dendriticas de la lamina propia (Mc-Dole et al., 2012)

¢Por qué en el ileon no encontramos diferencias significativas entre el grupo
control (PBS) y el grupo infectado con Giardia? Una hipétesis es que en el grupo

con PBS las vellosidades fueron mas largas y digitiformes que en el grupo
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infectado con Giardia, por lo que, al ser mas largas hay mas presencia de células

caliciformes (Fig.38).

Con relacion a los jerbos de 15 dias de edad, encontramos aumento de células
caliciformes en las tres secciones del intestino delgado y en éstas encontramos
diferencias significativas (p<0.05) con relacion a los grupos control. Gonzalez-
Gonzales-Maciel et al (2017) analizaron el numero de células caliciformes en el
duodeno de jerbos de 14, 21 y 30 dias de edad, con un indculo de 1x10° trofozoitos
del aislado invasor (HGINV). Los autores buscaron caliciformes con mucinas
neutras, acidas y mixtas; ellos detectaron mayor numero de caliciformes con
mucinas neutras en el grupo de jerbos control de 14 dias de edad. Pero,
encontraron mayor numero de caliciformes con mezcla de mucinas y mucinas
acidas en los jerbos infectados con Giardia en los tres grupos de 14, 21 y 30 dias
de edad. En esta tesis no cuantificamos células caliciformes con mucinas acidas;
pero, debido a que encontramos aumento de las caliciformes con mucina neutra,
podemos hipotetizar que los trofozoitos de la clona invasiva procedente del aislado
HGINV responden diferente a los trofozoitos del aislado invasor HGINV.
Adicionalmente, es importante resaltar que quiza no vimos disminucion de las
células caliciformes en los jerbos con Giardia porque fueron jerbos de 15 dias de
edad; es decir, eran jerbos que todavia no autocontrolaban la infeccion, el
autocontrol de la enfermedad va encaminado con la respuesta inmune del
hospedero, que puede variar dependiendo de su estado fisioldgico, la respuesta
inmune innata es la primera linea de defensa, la conforman barreras de las
mucosas intestinales, cuenta con diversas poblaciones de células, algunas con
gran capacidad fagocitica como macréfagos, y de produccion de especies reactivas
de oxigeno y oxido nitrico, como neutrofilos y eosinofilos. Ademas, en la respuesta
innata participan células especializadas en la presentacion de antigenos, como las
células dendriticas, que se caracterizan por la expresion de proteinas especificas a
las que se les considera clave en la integracion de las respuestas innatas y
adaptativas (Janeway et al., 2002). Entre los mecanismos especificos se
encuentran las respuestas inmunitarias basadas en mecanismos dependientes de

células B y T (Singer & Nash., 2000). Las respuestas inespecificas estan
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parcialmente respaldadas por el 6xido nitrico, los péptidos antimicrobianos y otros
(Eckmann., 2003), asi como por las células caliciformes secretoras de moco que
protegen el intestino al estratificar el epitelio (Ho et al., 1995). Se ha reportado que
en infecciones con Nipostrongilus brasiliensis las células caliciformes cambian de
neutras a acidas durante el proceso de expulsion del parasito (Janice & Waliul.,
2013).

Por otro lado, es importante sefalar que en varios cortes histologicos se
encontraron posibles linfocitos entre el epitelio (Fig. 26¢, 30b, 52, 53, 62, 66g, 68,
70, 71a). Otros autores también han encontrado aumento de linfocitos en muestras
con Giardia (Singer & Nash., 2000, Farthing., 1997, Buret., 2008, Cotton et al.,
2011)

Debido a que Giardia no sintetiza de novo sus nutrientes, se ha documentado que
este parasito compite con el hospedero por éstos (Keister., 1983; Ponce-Macotela
et al., 1990). Giardia interactiua con una triple barrera intestinal (microbiota, moco,
epitelio). Los comensales se organizan principalmente en biopeliculas a lo largo del
tracto gastrointestinal. Se ha observado que esta microbiota residente juega un
papel en la susceptibilidad del hospedero a la infeccion por Giardia (Thibault., et al
2017). Actualmente se ha descrito que los trofozoitos de Giardia compiten con el
microbioma intestinal por el nutriente y por el nicho ecoldgico, por lo que la
infeccion por Giardia se asocia con una disbiosis significativa dentro del intestino
delgado anterior y posterior del ratén (Barash et al., 2017). Giardia modifica
indirectamente la disponibilidad de los recursos para otras especies de organismos
en el mismo microambiente excretando nuevos productos de desecho como
alanina y algunos lipidos, que pueden ser metabolizados por bacterias comensales;
incluso la evidente ausencia de respuesta inflamatoria en la histopatologia, la
giardiasis se asocia con una alteraciéon en las células, por ejemplo, el estrés
oxidativo que a la vez da como resultado la muerte celular (Cotton et al., 2015).

En la giardiasis se asocia un aumento de la tension de oxigeno en ese entorno que
generalmente es bajo en oxigeno y se sugiere que las alteraciones en el potencial
redox estan asociadas con niveles marcadamente mas bajos de metabolismo

anaerobico por parte de la microbiota del hospedero. (Barash et al., 2017).
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También se manifiesta una disminucidon de la diversidad y abundancia de
anaerobios obligados, por ejemplo: Lactobacillaceae, Eryipelotichaeae,
Ruminococcus 'y Clostridia (Gevers et al., 2014).

La microbiota intestinal puede limitar el inicio o el grado de la colonizacién por
Giardia mediante un mecanismo conocido como resistencia a la colonizacion
(Sharma et al., 2013, Flavia et al., 2015, Mooney et al., 2015). Este mecanismo va
referido a que la respuesta inmune y la composicion de la microbiota intestinal
estan altamente vinculadas entre si, protegiendo al epitelio de agentes patdégenos
(Fink & Singer., 2017).

Se cree que los miembros de la microbiota intestinal antagonizan a los patégenos,
mediante la produccidn de bacteriocidinas 6 peroxidasas que pueden matar
bacterias patdégenas, por ejemplo Enterococcus que es uno de los principales
componentes del intestino delgado, produce radicales superéxido, posiblemente
como mecanismo de defensa (Barash et al., 2017). El metabolismo de la arginina
de Giardia spp podria afectar directamente al metabolismo microbiano comensal
(Barash et al., 2017).

Barash et al (2017) encontraron que la giardiasis era menos severa en ratones sin
bacterias y que los ratones con bacterias se agravaban la infeccion. Es importante
sefalar que en los cortes histologicos que se revisaron en esta tesis no se
encontraron bacterias.

Finalmente, con la inmunohistoquimica se evidenciaron con mayor nitidez los
trofozoitos. Esta técnica favorecié la deteccion de varios acontecimientos en el
nicho intestinal. Fue interesante observar el intenso ataque de las células
caliciformes sobre los trofozoitos (Fig. 72B), en varias zonas realmente parecia una
estrategia ofensiva muy bien estructurada en contra del parasito; se vieron células
caliciformes descargando sus granulos de mucina, dando la impresion de un
dragon vomitando fuego con gran fuerza para enviar al moco lo mas lejos posible
del epitelio intestinal y para alejar a los trofozoitos, quiza también para dafarlos
(Fig. 71C).

Se evidenci6 el probable grosor del moco y a los trofozoitos formando hileras sobre

esta capa; fue impresionante observar a los trofozoitos que parecian atrapados
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entre ambas capas de moco, es decir, en el moco de dos vellosidades (Fig. 53).
Pero fue mas interesante observarlos entre el moco porque los trofozoitos logran
romper a las glicoproteinas del moco; se ha documentado que E histolytica tiene
cistein proteasas que rompen el moco (Janice & Waliul., 2013), Giardia también
tiene cistein proteasas (Nash & Mowatt 1993; Lujan et al., 1995) y quiza estas
proteasas jueguen un papel importante en la desintegracién del moco para llegar
hasta las células epiteliales. En varias zonas se detectaron trofozoitos en zig-zag
hasta llegar al borde en cepillo (Fig. 54 B).

También fue evidente el dano epitelial producido por los trofozoitos, en algunas
zonas con pérdida de la continuidad del epitelio, desorganizacion del epitelio,
desprendimiento de células epiteliales, deformacién de las vellosidades y en
algunos cortes con fragmentos tisulares. Ceballos et al (1995) compararon la
respuesta del hospedero ante dos cepas de Giardia duodenalis: (BRIS / 83 / HEPU
/ 106 aislada de humano y BRIS / 95 / HEPU / 2041 aislada de una Cacatua
galerita) que inocularon a ratas recién nacidas. Encontraron que habia diferencias
marcadas en la dinamica de la infeccion y en las respuestas histopatolégicas 10
dias post inoculacion; la infeccidn con la cepa de aves fue mas intensa y persistio
mas tiempo, provocando atrofia de vellosidades intestinales e hiperplasia de células
caliciformes. En algunas zonas vieron linfocitos epiteliales. Farthing (1997), Buret
(2008) & Cotton et al (2011) también han descrito el aumento de linfocitos
epiteliales en la giardiasis.

Por otro lado, en algunos cortes se observaron vellosidades muy semejantes a las
reportadas en la enfermedad celiaca, es decir, vellosidades con el apice ancho y
con aumento del tamano de las criptas que produce mala absorcion intestinal (Lee
et al., 2019).

El plus fue, observar en varios cortes a los trofozoitos dentro del epitelio: entre la
célula caliciforme, entre los enterocitos y en las criptas. Este resultado fue muy
interesante porque se comprobd que los trofozoitos de la clona INP-HGInvC3a
procedentes de una tercera clonacion de trofozoitos de un aislado con capacidad
invasiva (Martinez-Gordillo et al., 2104; Reynoso et al., 2015), conservaron su
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potencial invasor. Como se menciono anteriormente, los trofozoitos tienen que
enfrentarse a varios obstaculos para llegar al epitelio y de alli poder pasar la
barrera epitelial. Mediante estudios de transcriptoma se ha documentado que
Giardia incrementa sus genes de: a) VSP (ricas en cisteina) que le confieren
resistencia a la membrana celular y que le sirven para evadir la respuesta inmune;
b) giardinas, proteinas estructurales; c) proteasas de cisteina quiza para romper a
las glicoproteinas del moco y del epitelio; d) proteinas involucradas en la liberacion
de especies reactivas de oxigeno para dafar al epitelio; e) proteasa semejante a la
catepsina B, importante porque rompe a la IL8 (quimiocina proinflamatoria) para
inhibir el infiltrado de neutréfilos (DuBois et al., 2006, Cotton et al., 2014, Bhargava
et al., 2015, Emery et al ., 2016, Allain et al., 2017).
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11. CONCLUSIONES

+ Se demostré que en la infeccion inducida con la clona INP-HGInvC3a hubo
disminucion en la relaciéon cripta/vellosidad de jerbos de 10 y 15 dias de edad
infectados con 25,000 trofozoitos de Giardia con relacidén a los grupos de jerbos
no infectados

* Se encontro hiperplasia de las células caliciformes en el intestino delgado de los
jerbos inoculados con trofozoitos; excepto, en el yeyuno e ileon de los jerbos de
10 dias de edad.

* Los trofozoitos de la clona INP-HGInvC3a invaden el epitelio intestinal.

« Se encontraron alteraciones en la arquitectura de la mucosa quiza debidas a
apoptosis inducida por los trofozoitos de Giardia

 Es el primer estudio donde se utiliza como modelo biolégico a Meriones
unguiculatus de 10 y 15 dias de edad inoculados con 25, 000 trofozoitos.

12. PERSPECTIVAS

* Demostrar si el dafo estructural es por apoptosis celular inducida por los
trofozoitos de Giardia de la clona INP-HGInvC3a.

* Realizar un marcaje de linfocitos CD4 y CD8.

* Demostrar la invasion de los trofozoitos al epitelio intestinal mediante
microscopia electrénica de transmision.

* Determinar el predominio de las mucinas (acidas, neutras o mixtas) ante la

infeccion con trofozoitos de la clona INP-HGInvC3a y en funcion del tiempo.
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14. ANEXO

Preparacion de buffer fosfato salino (PBS).

Los reactivos se pesaron en una balanza analitica, se agrego el agua y se
homogeneiz6 con un agitador magnético. Con un potencidmetro se midio el pH, el
cual tenia que serde 7.2 — 7.4 y se afor6 a 1.0 L, finalmente se llevo a esterilizar y
al momento que se requeria la solucién, se tenia que manipular en la campana con

uso de guantes y todo el material previamente esterilizado.

Reactivo Cantidad en Cantidad en gramos
mM M
NaCl 0.137 8
Kcl 2.7 .20
KH,PO, 1.4 24
NazH 0.01 1.44

Preparacion de formol al 60% amortiguado al 4%.

Se prepararon 500 mL de formol buferado para el envio y conservacion de las

muestras.

Reactivo Cantidad en mL
Formol al 60% 20
Solucion fosfato amortiguada (PBS) 480

136



Solucion de Citratos.

Se utilizé para el desenmascaramiento antigénico. Se prepararon 400 mL con
agua desionizada y se ajusto el pH a 6.0

Reactivo Molar Gramos
NazCgH507 0.09 6.0228
CsHsO- 0.06 5.671

Peréxido de hidrégeno.

Para bloquear la peroxidasa endogena se utilizo esta solucién que se preparé al
3% por cada 100 mL

Reactivo Cantidad en mL
Agua destilada 97
Peréxido de hidrégeno 3

PBS Tween 20

Se utilizé como un detergente para el lavado de las laminillas.

Reactivo Cantidad en mL
PBS estéril 500
Solucién T-20 0.5
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