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CAPITULO |
GENERALIDADES

La diarrea aguda ¢s uno de los problemas mas importantes de salud en el mundo, es
la principal contribuyente de enfermedad y cansa de muerte en los nifios de paises en vias
de desarrollo (84). Un estudio de sobrevivencia en 24 comunidades de 18 pafses en
desarrollo hecho por la Organizacion Mundial de la Salud, mostré un clevado fndice de
mortalidad causado por la diarrea, con un rango anual de 20 defunciones por 1000 nifios, en
lactantes menores (9).

Debido al gran nimero de enteropatdgenos que en los dltimos afios  se han
identificado como agentes causales de gastroenteritis, no es de extrafarse que se cémim’nc la
busqueda de agentes patogenos no deseritos, o que se relacionen pardsitos de animales con
infecciones en humanos, 131 protozoario Cryptesperidium cs un ¢jemplo de esto, se ha
demostrado que causa enteitis en varias especies animales y recientemente ha sido
relacionado con enteritis en humanos.(30)

El primer caso de criptosporidiosis humana fue informado en 1976, y hasta antes de
1982 solo 7 casos habian sido publicados. Durante 1982 y principios de 1983 el nimero de
pacientes se incrementd considerablemente. En estos se abservé que los individuos con
actividad inmunitaria normal presentaban diarrea de curacion espontanca; sin embargo la

mayoria presentaban diversas anormalidades inmunitarias como hipogamaglobulinemia



congénita, SIDA, o bajo tratamiento inmunosupresor, par lo que esta infeccion ha cobrado
gran importancia sobre tedo en las personas con alguna inmunodeficiencia. Actualmente se
ha relacionada estrechamente al pardsito con el Sindrome de Inmunedeficiencia Adquirida.
Los pacientes con deficiencia inmunitarin generalmente desarrollan diarrea grave e
incurable, que se ha contimado como causa directa de nmerte en gran poreentaje. ( 30,

17,58,65).

Tyzzer, en 1907, por primera vez describié a Cryptosporidium observandolo en la
mucosa gdstrica de ratones asintomiticos (67,78), pero fue hasta el afio de 1955 que se
relaciond con diarrea grave en pavos infectados por este pardsito, desde entonces se ha
observado en varias especies animales como son: terneras, cameros, cerdos, cabras, ratones,
conejos, serpientes, monos, pollos, pavos, gatos, perros, potrillos, venados, gansos, pericos
y faisanes (47,30,49,53,70,83,86,). También se ha encontrado a Qmugm[iﬂnun
infectando la traquea, 1a cloaca, la bolsa de fabricio y el saco conjuntival de aves.(83)

La cryptosporidiosis es una zoonosis ampliamente - difundida, inicialmente se
describio en animales domésticos, posterionmente en ganado vacuno y los primeros
informes de casos humanos se describieron en manejadores de ganado.

Las especies de Cryptosporidium son transmitidas por una variedad de
mecanismos. La transmision zoonodtica s considerd al principio como la principal formn de

transmisién a los humanos. En la actualidad se ha encontrado que la principal via de

I



transmisian ¢s la buco-fecal. ya sea por contacto directo (durante practicas sexuales con
ocurrencia de contacto buco-anal), o indirccto. mediante agua, comida, fomites y otras
materias contaminadas, Los animales constituyen ¢l mds importante reservario de la
infeceion pard los humanos y se piensa también que lo sean los homosexuales infectados
(5).

Estudios recientes han permitida observar que Cryptosporidinm es resistente a los
antisépticos comunes {59), y « la cloracion del agua potable (19).

Actualmente se han descrito aproximadamente 11 especies que causan infeccion
tanto en animales como en el hombre (49); la primera especie descubierta fue
Cryptospovidinm muris, fa cual fue descrita por Tyzzer en 1907, con ¢l hallazgo de
ooquistes en heces y glindulas intestinales de ratones, Pusteriormente se deseribio una
nueva -especie,  Cryptosporidium _parvum  (Tyzzer, 1912) cuyos ooquistes eran
ligeramente mas pequeiios. Después de mas de 40 afos, en que aparentemente no hubo
otras contribuciones, se reinicio la descripeion de nuevas especies, cuyos ooguistes y otras
formas del pardsito son similares o idénticas entre si y can los descritos por Tyzzer y que

por el hecho de aparecer en otros vertebrados se les considerd diferentes {(49).



Las especies descritas son:

Coomuyis ( Tyzzer 1910) en raton.

C.parvum (Tyzzer 1912) en ratom.

C.omeleagridis (Slavin 1955) (Levin 1980) en pavos.
Cowrairi (Veuerling et al 1971) en cobayos.
C.anserinunt (Proctor y Kemp 1974) en gansos.
C.hovis (Barker y Carbonell 1974) en terneras

C. agui (Barker y Carbonell 1974) en ovejas.
C.thesi (Levine 1980) en mono rhesus.

C.erotali (Triffin 1925) en serpientes,

C. serpentis (Levine 1980) en serpientes.

C.nasorum (Hoover, Hoerr, Cartton, Heinsman y Ferguson 1981) en peces

La lista de los animales infectados asciende a nueve mamiferas, tres aves, algunos
peces y varias especics de serpientes. Aparentemente la lista de huéspedes es mayor, pues
se ha demostrado la presencia de anticucrpos especificos contra ¢} pardsito mediante la
téenica de inmunofluoreseencia indirecta en otros vertebrados camo: hombre, perro, gatos,
cerdos, vacas, avejas, caballos, venados y gallinas.

(49,85).




La inoculacion experimental exitosa de pardsitos aislados de un huésped vertebrado
4 otros. ha permitido demostrar su inespecificidad, asi como T posible sinonimia de las

especies deseritas. (9. 70, 83,85, 80).

CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion taxonomica del genero Cryptosporidinin  denota su estractura y
su biologia bisica,

Las especies de Cryptosporidium pertenecen ol RPhylinm_Apicomplexa, pues al
igual que otros pardsitas ticnen un complejo apical, sin estructuras ciliares o flajelares,
Dado que tiene tanto reproduccion sexual como asexual, se coloea en la clase
Sporozoacida y en la subclase Coccidin, por que tiene pequefios gametos intracelulares,
caracteristica de los miembros de esta subclase.

Las especies de Cryptosporidinm se colocan en el orden Eucoceidja, por. el
desarrollo de merozoitos (primera y segunda generacion) dentro -de los esquizontes,
Cryptosporitium al igual que Jsospora, Sarcocystis y Toxoplasma, es miembro del
suborden Eimeriing, debido a lu produccion de nijcro y macrogametos, a partir de sus
micro y macrogametocilos, respectivamente, aungue en la actualidad se le ha colocado en ¢l
suborden Hagmosporing jimto al Plasmodium, Babicsa y Theleria como se ilustra en el
diagranta. Por otro lado como un micmbro de la familia Cryptosporidijae ¢l género
Cryptosporidium se ha desarrollado en un nicho anatdmico especial, justo debajo de la

membrana de Ja eélula hudsped, como un parisito intracelular pero extracitoplasimdtico. Se



requicre un solo huésped (nonoxeno) para el desarrollo del ciclo de vida completo de las

especies de Cryptosperidinm (48.53.40).
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El cicla de vida de Cryptosporidiam se ha investigado en ericetos, terneras y
membrana corioalantoidea del embrion de pollo. y parece seguiv el mismo pateon que para
otras coceidias ( 30,47,).

Cryptosporidium es wn pardsito mondxeno, y su fase infectante cs el ooquiste
maduro, pequeiia formacion redonda de 3 a 5 um de didunelro, que se expulsa en las heces
de animales enfermas (38). Su ciclo bialogico estd canstittido por una fase asexual en la
que se encucatran los estadios de trofozoito, esquizontes y merozoitos,; y una fase sexual en
la que participan Jos estadios de micro y macrogametos (58).

Los ooquistes maduros contiene en su interior 4 esporozoitos, que son liberados
cuando el hudsped ingiere los ooquistes, posiblemente cuando la pared del ooquiste es
digerida en el aparato gastrointestinal, en estudios in vitra el desenquistamiento requiere al
menos 1a accion combinada de la tripsina y de tas sales biliares (84). Los esporozoitos
liberados entran en las microvellosidades del borde de Ins células epiteliales del intestino
delgado iniciando la infeccion para transformarse posterionnente ¢n trofozoitos.

El micleo del trafozoito sufre tres divisiones para formar ocho merozoitos; a esta
estructugn se le llama esguizonte de wimera generacion, pasteriormente fos ocho
merozoitos formados se liberan ¢ infectan otras células epiteliales. Enestas altimas, los
merozoitos alargados se redondean y sufren dos divisiones nucleares para formar la
estructura conocida como esquizonte de segunda generacién ¢l cual contiene cuatro

merozoitos de sepunda generacion que son liberados y vuelven a infectar otras células



cpitcliales, es entonees cwndo sufren diferenciacion sexual formando los micro y
macroganietocitos que dan origen a los gametas. Los macrogametocitos sufren pequefias
modificaciones y se convierten en nicrogametos, en tanto que los microgametocitos son
diferencindos a microgametos. Un microgameto se une con un macrogameto para dar
arigen al cigoto, el cual se desarrolla hasta formar ¢l ooquiste conpletdndose asi el ciclo de
vida de este pardsito. (fig.1)

La existencia de dos generaciones de ¢squizontes, se observd en estudios realizados
en cobayos alimentados con heces que contenian ooquistes y posteriormente se buscaron fas
distintas fases del pardsito cn el conducto gastrointestinal de estos animales (93).

CICLO 1NOLOGICO DE
CRYPTOSPORIDIUM
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© fig.1. Tomado de Navin RT. y Jumarck D.D. : Cryplosporidiosis : Clinical Epidemiologic and Parasitologic, Review,
i Rev. Infect. Dis. 6, 315 (41).




Todo este ciclo reproductivo se desarrolla a nivel de las microvellosidades de las
célnlas epitelintes. peneralmente en fas células del epitelio gastrointestinal, pero s¢ ha
observado que en algunas aves y en personas imunodeficientes puede ocurrir en el epitelio
de Ia traquea (67,84,30).

La existencia de dos generaciones de esquizontes, se observd en estudios realizados
en cobayos alimentados con heces que contenfan ovquistes y posteriormente se buscaran Jas
distintas fases del pardsito en el conducto gastrointestingl de estos animales (93).

El trofozoita forma una zona de adherencia en la interface con ta célula huésped. En
dicha zana s¢ pueden seconocer pliegues membranosos del pardsite fusionados con una
banda densa formada por cuatro membranas distintas, se creia que estas membranas eran
parte el parisito, pero recientes conclusiones han surgido en torno a que las dos membranas
externas soh originadas por ¢f huésped, por lo que o Cryptosporidium se le considera un
pardsito intracelular pero extracitoplasmico y es através de estas membranas donde se

realiza el intercambio del material nutritivo (47,48, 38,88). (fig. 2)
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Figura 2. Tomado de Gasz 1. Diarrhea Caused by o Coccidian Parasitic. Lab Med. 14, 284 (1983). Estudios recientes
indican que las dos membranas externss son originadas ¢n ¢l huesped, Jo que d que Cryy fium pucde
considecarse como un pardsito inteacclular peco exteacitoplsimico




CARITULO 1T

INFECCION EN HUMANOS

OBSERYACIONES EPIDEMIOQLOGICAS

La historia de Ia criptosporidiosis bumana es muy reciente, los primeros dos casos
fueron reportados por Nime y Meise) en 1976, Bird y Smith mostraron que la
criptosporidiosis humana fue morfologicamente indistinguible de las formas descritas para
otros animales. En 1980 fueron descrito casos en individuos con alguna evidencia clinica de
inmunodeficiencias congénitas o adquiridas. La eriptosporidiosis fue confirmada en estos
pacientes por examen histologico de biopsias intestinales.

El primer caso de criptosporidiosis en un adulto inmunocompetente que sufria de
diarrea severa acuosa pero autalimitada y vomito, fue descrito por Tzipori en 1980. En este
paciente fue hecho el primer diagnostico por la deteccién de ooquistes en matera fecal. La
transmision de aislamientos hechos en humanos a ratones y corderos no solo muestra lo
bioldgicamente indistinguible que es este pardsito en otros mamiferos, si no que también
pone de manifiesto indirectamente la potencia zoondtica que tiene Cryptosperidium. Este
potencial zoondtico de Cryptosparidinm fue confirmado por infecciones accidentales de

humanos que habian estado en contacto cerrado con vacas infectadas(84,37,12).



La frecuencia con la cual los ooquistes de Cryptosporidium han sido detectados en
las heces en varjos estudios de diarrea en humanos, es del 1 al 4 % en pacientes con diarrea
en paises mas desarrollados y por arnba del 16 % para los paises menos desarrollados,

En Bristol, Inglaterra, se realizo un estudio comprendido en ¢l periodo del mes de
febreto de 1983 a encro de 1984, con 863 pacientes con diarren, de los cuales, 329 eran
nifios menores de 5 aios de edad y sin deficiencias inmunitarias. Los resultados mostraron
a 43 pacientes con Cryptosporidinm sp,, de estos, 24 fueron menores de 5 afios. Este
agente fue el mas comin despucs de Campylobactey (37).

En un estudio realizado en Melboume, Australia por Tzipori y cols,, se colectaron
844 muestras durante el periodo de febrero de 1981 a junio de 1982, estas provenfan de
pacientes con gastroenteritis y de controles sin gastroenteritis. Los resultados observados
fueron, que solo 36 pacientes (4%) con gastraenteritis mostraron Cryptosporidium en sus
evacuaciones. la frecuencia de febrero mayo fue mas elevada en relacion a los demds
periodos. Este pardsito fue mas comin en pacientes menores de 15 afios (84,88).

En Massachusetts U.S.A., se llevo a cabo un estudio en el mismo periodo que en
Bristol, Inglaterra, de febrero de 1983 a enero de 1984 con personas inmunocompetentes y
de todas las edades, encontrdndose 43 muestras con ooquistes de Cryptosperidium,
presentandose e} mayor nimero de casos en nifios de 4 aflos de edad y en personas adultas
de 30 a 39 afios.

En Costa Rica en 1982, se estudiaron nifios Jactantes y preescolares con diarrea y

sin diarrea encontrindose una trecuencia- del 4.4% en diarreicos, Todas las infecciones



ocurrieron de mayo a junio en Ja poblacion urbana y de junio a agosto en a poblacion rural,
indicando una marcada variacion estacional (49).

Janotf y Reeller de la Universidad de Colorado en 1986, realizaron una recopilacion
de datos de pacientes con criptosporidiosis de 1978 a 1985, tanto en paises en vias de
desarrollo, como en paises  desarrollados, esta recopilacion  incluyo o pacientes
inmunocompetentes ¢ invunocomprometidos. En los paises cn vias de desarrollo la
prevalencia fue del 3 al 13 %, encontrdndose la tasa mas alta en fa India en nifios menores
de 3 afios y en personas de todas las edades. En los paises desarrollados la tasa  de
prevalencia fue del 0.6 al 7.3 %, la mas alta se observo en Estados Unidos, en Denver
Colorado, en pacientes de todas las edades, mientras que en la Gran Bretafia se encontrd la
tasa mas alta en nifios menores de 5 afios.

En el Institwto Nacional de la Nuticion “Salvador Zubiran” de la Ciudad de
México, entre los meses de Julio de 1983 y mayo de 1987, se realizd un estudio en 69
pacientes con SIDA que presentaban alteraciones gastrointestinales, se cncontraronv agentes
infecciosos en ¢l 58% de los casos, siendo los mds frecuentes Cryptosporidium.y E.
histolyfica, seguidos por Giardia kuyublia e L belli (12).

En este mismo instituto se analizaron 425 muestras de materip fecal provenientes de
pacientes infectados con ¢l TV entre el periodo comprendido de mayo de 1985 amayo de
1988 ; 256 muestras eran de pacientes con SIDA, 1§ de pacientes con enfermedad

constitucional por HIV, 9 scrotipos HIV asintomiticos, 4 de pacientes con adenopatia por



HIV y 133 de pacientes desconocidos. Los resultados mostraron que 46 muestras fueron
positivas para Cryptosporidinm 42 fueron casos de SIDA (59).

En 1988 En el Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales de Ja Ciudad de
Meéxico realizd un estudio de muesiras de materia fecal de 22 pacientes con diagnostico
clinico y serologica de SIDA, pwa Ja bisqueda intencionada de  especies  de
Cryptosporittium, encontrindose en solo dos de los casos ooquistes de este pardsito,
cocxistiendo en uno de ellos con Giarda Jamblia (92).

En los pacientes mexicanos con SIDA se ha observado una mayor frecuencia de las
infecciones entéricas por Cryptosporidium ¢ L_ helli, que las nemmonfas por

Pucumocystic carini (66).

TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD

La Cryptosporidiosis es transmitida de varias maneras: persona-persona, animal-
humanos, humanos-animales y por contaminacion fecal del ambiente incluyendo al agua,
comida y posiblemente al aire tanto para animales como o humanos.

Ln transmision persona a persona es probablemente Ia ruta mas importante como se¢
indica por infecciones secuenciales en familias (99). La frecuencia de fa Cryptosporidiosis
mostré ser mayor en dreas urbanas de Costn Rica y Liberia (50,36), esto puede deberse a un
contacto mas estrecho entre los citadinos que entre los que habitan arcas rurales.

La infeccién puede ser contraida por el contacto con animales, particularmente

vacas (84,1,68) y posiblemente mascotas (6). Las vacas son una importante via de



transmision. porque al igual que los humanos desarvollan diarrea generando grandes
cantidades de ooquistes que son expulsados al ambiente, incrementando el riesgo de
infeccion para owos animales y hwmanos.

El periodo de sobrevivencia de los ooquistes en el ambiente es desconocido y puede
no ser largo, por otro lado son extremadamente resistentes a la aceion de los desinfectantes
).

La contaminacion fecal dirccta del agua, por animales o humanos (18), o de Ia
comida pueden generar episodios esporidicos de criptosporidiosis.

Otra potencial vin de transmision que requiere evaluacion es el tracto respiratorio. El
rango de infecciones traquéales en individuos inmunologicamente normales se desconoce,
no obstante se ha reportado un casa de infeccion laringo-traqueal en un niio (31). El
pardsito realmente infecta la mucosa traqueal de pijaros, y de puercos infectados
experimentahinente (35,34) y puede suponerse que sea mas frecuente en humanos, con o sin
sintomas.

Un importante factor que facilita la propagacién de la infeccion por
Cryptosporidinm es I facilidad con la cual infecta un gran nimero de diferentes especies
de hospederos causindoles o nd Ia enfermedad y con la prolongada excrecion de los
ooquistes en las deposiciones que continua un largo tiempo  después que se ha resuelto la

enfermedad elinicamente.



MECANISMOS DE INFECCION Y DIARREA,

La infeccion con Cryptosporidivm ocuere con Ia ingestion de un relativo bajo
niunero de ooquistes. Infecciones experimentales de primates han mostrados que la dosis de
infeccion puede ser tan baja como 10 ooquistes (54).

En el intesting delgado, los esporozoitos liberados de los ooquistes infectan ¢l
epitelio tanto de yeyuno como de ileon. Todos los estadios en el ciclo de vida del
Cryptosporidivm son encopttados en los bordes de las células intestinales que absorben.
Los parasitos también se han observado enel fleon de cobayos infectados (48).

Observaciones  experimentales in vivo  sugleren que los microtibulos de
Cryptosporidium son esenciales para fa infeccién de las células. El nidmero de pardsitos
por céiula disminuyd 77 % en cultivos de células sometidas a Ja aceion de dos drogas que
inhiben la formacion de los microtibulos de Cryptosporidinm la Colchicina y la
Vinelblastina, en comparacion con Jos cultivos de las mismas células pero en medios sin
estos inhibidores de los micronibulos. Los microtibulos pueden representar nuevos blatcos
para el desarrallo de agentes farmacoldgicos en el tratamiento de la cryptosporidiosis en
humanos (97).

En fas vellosidades afectadas y bajo fa ldmina priopria de estas se ha observado Ja
presencia de moderados infiltrados de células linfoides, macrofagos y polimorfonucleares.

Por otro Jade, se han descrito acortmiento de las vellosidades, criptas hipertroficas,

dismirnucién en fa alwra de las céhulas de nbsorcion, pérdida de Ja polaridad nuclear y
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vacuolizacion citoplismica extensa (92.81). La localizacion de Cryptosporidinm es
preferentemente intestinal, especiatnente en el ultino tercio del yeyuno y ¢l fleon: pero se
han constatado Jas posibilidades de colonizaciones mas wnplias, tomando también el
intestino grueso, estomago, duodeno, conductos biliares y ¢ aparato respiratono de los
mamiferos (38,95). En algunos pacientes con SIDA se ha encontiado Cryptosporidinm en
epitelio de branquios y alvéolos (10,27), también se ha encontrado en pacientes can
hipogamaglobulinemia en epitelio traqueal y glindulas accesovias (83,82).

La infeccion por Cryptosporidium puede causar diarrea tanto por mala absoreion
como diarrea secretora, ¢l intestino delgado en su porcidn  proximal  estd
predominantemeate envuelto en la infeccion en los humanos causando inflamacion de la
mucosa del tracto gastrointestinal. La diarrea en los humanos parece estar dada por Ja
hipersccrecion de fluidos y electrolitos desde el intestino defgado proximal hacia el lumen.
Estudios de perfusion de Nuidos indican una profusa seerecion de fluidos en duodeno y
yeyuno proximal. El rango de reabsorcion de agua y electrolitos es mas bajo de fo normal
en pacientes con elevada infeccion del intestino delgado en su parte baja, In mala absorcion ‘
de hidratos de carbono, grasas, proteinas, asi como de fluidos y clectrolitos, det tracto
gastrointestinal es comtn en los estadios terminales de la cryptosporidiosis cuando Ia
mucosa del tracto gastrointestinal ha sido altamiente infectada y alterada,

Las personas inmunodeficientes pueden presentar un sindrome colerilorme con gran
pérdida de Jiquido, tres litros o mias al dia teniendo duraciones desde dias hasta afios esto ha

hecho pensar en la praduccion de una toxina como ta eolérica que induzea Ja produceidn de
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AMPc enlas eélulas epiteliales del intesting, con a subscevente hiperseerecion de fluidos y
clectrolitas. Aunque no hay 2videncias de la accion de una toxina de esta naturaleza en la
infeccion se requicren mas esfucerzos sobre esta drea de investigacion (64,29).

Enteropatias caracterizadas por la mala absorcion de D-Xilosa y vitamina B12,
esteatoprea y perdida de proteinas se han mosttado en ef incremento def aclaramiento fecal
de alfa-1-antitripsing en pacientes con SIDA infectados con Cryptosporivinm.

Deficiencia de lactasa y mala absorcion de xilosa se ha encontrado en vacas
jnfectadas (55). Dos enzimas def borde en cepitlo: lactasa y fosfatasa alealina se reducen

significativamente en el fieon de ratas infeciadas mw/rnu (28).

MANIFESTACIONES CLINICAS,

La enfermedad aguda, de animales con criptosporidiosis, se caracteriza clinicamente
por diarrea acuosa, anorexia y pérdida de peso. A diferencia de los humanos los animales
no presentan criptosporidiosis cronici; se ha observado que resisten fa infeccion o curan en
forma espontanea (30), sin embargo, otros nucren (83).

Mediante diferentes  cxperimentos en animales se ha observado - que las
manifestaciones clinicas dependen de las siguientes variables: especie, edad y estado
inmunitario. Algunes mamiferos como raas, ratones, cricetos.y conicjos ho desarrobian
diarrea cuando se Jes infecta con coquistes de Cryptosporidinim provenientes de terneras,
mientras que un inoculo semejante puede provecar diarrea grave anorexia y pérdida de peso

en animales jovenes de otas especies como simios, porcinos caprinos y aves (83).



La criptosporidiosis en humanos se percibe como dos entidades distintas de la
enfermedad; en paciemes inmunocompetentes como una diarrea autolimitada de corta
duracidn y en inmunocamjuometidos como una lonng persistente con tatamicento de par
vida,

En pacientes can una funcion inmme normal, s¢ presenta diarrea liquida profusa,
fétida, con presencia acasional de moceo, con duracion de una a tres  semanas, anorexia,
dolor abdominal, colico, nauseas. ficbre y vomito que ceden al tratamiento sintomdatico
(82). Ocasianalmente se presentan sintomas no especificos como: cefalea, mialgia, malestar
general y debilidad, 1a diarrea y el dolor abdominal se exacerban con el alimento. Al
extumen fisico, habitualmente solo se encuentra deshidratacion; en cuanto a las
anormalidades radiologicas, no son especificas ¢ incluyen la proyeccion de plicgues de la
mucosa intestinal y desorden en la motilidad (78).

En pacientes inmunocomprometidos cvidencias clinicas indican que los dos tipos
de respuesta inmune son necesarias para el restableciniento a esta infeceidn, los individuos
con disfuncion de cualquier tipo de inmunidad, humoral o celular, pueden desarrollar una
infeccion insidiosa, con diarrea profusa de varios meses de duracién acompaiiada de upa
profunda mala ahsorcion y baja de peso significativo.

El desarrollo de la enteritis es comiinmente insidioso pero se incrementa
severamente; ¢n estos pacientes hay  dolor abdominal y - deshidratacion - severa.
Ocasionalmente tienen periodos ~ con sintomnas  disminuidos, pudiendo - aplazarse y

disminuirse (84,07,78).



La ocurvencin de divrea prolongada en pacientes bajo tratamiento con drogas
inmunosupresivas ¢s el mejor indicador del paped que juepan ciertas funciones inmunes. La
diarrea se resuetve gradualmente después de concluir o interrmpir el tatamiento.

Algunos pacientes con deliciencias nutricionales pueden presentar i curso de la

infeceion semejante al que se presemta en pacientes con inmunodeficicncias £5,60).



CAMTULO 3

INMUNOLOGIA DFE LA CRIPTOSPORIDIOSIS

LA PARTICIPACION DEL_SISTEMA INMUNQLQGICO

En los organismos infectados, los mecanismos inmunologicos responsables de
controlar I infeccion can Cryptosporidium no estin completamente comprendidos.

Los pacientes immunocompetentes infectados con Cryptosporidium desarrollan
frecuentemente infeccion asintomitica, experimentando diarrea de duracion limitada con o
sin los sintomas relacionados como son el vémito, deshidratacion, fiebre y dolor
abdominal; seguida por el restablecimiento entre los 7 a 21 dias .

Pacientes inmuncomprometidos (incluyendo pacientes con SIDA, bajo terapias
inmumosupresoras o con deficiencias inmunoglobulinicas) o pacientes mal nutridos, a
menuda desarrollan diavrea 1ecwrente y cronica. 11 manejo de estos pacientes  ¢s
complicado por la ausencia de agentes quimioterapéuticos que scan efectivos en contra de
la infeccion por Cryptosporidium y por esta razon los aspectos bioldgicos han tenido mas
atencion que los farmacologicos.

En los humanos, ¢l potencial papel de la repuesta humoral ha sido mostrado por los
varios casos reportados de pacientes con alguna deficiencia de inmunoglobulinas. Por otro
lado, datos de madelos animales sugicren que la respuesta inmune mediada por células es

importante para el restablecimiento de este padecimiento. Ambas respuestas parecen lener



una participacion importanie ¢n el control nawwral de la infeccion, por este pardsito, en

individuos sanos.

INMUNIDAD HUMORAL

En las personas y animales que han sido infectados naturalmente y en los modelos
experimentales de animales infectados con Cryptosporidium_parvim, se ha observado ¢l
desarrollo de la respuesta inmune freme a esta infeccion, con la deteceion de anticuerpos
séricos especificos de clase 1gG, IgA, 1gM e Igl y de anticuerpos seeretores de clase IgA
(100,90,43).

Se han detectado coproanticuerpas en las deposiciones de niftos de las Filipinas asi
como en vacas y corderos infectados.

Los anticuerpos especificos se detectan en el suero de vacas infectadas
experimentalmente con ooquistes 6-7 dias después de la inoculacion (96,98). A los 6 dfas
posterioes a la inoculacion fa fgG es detectada y sus restos durante el curso de toda la
infeccion en este mismo tiempo la IgA y Fa IgM solo muestran una pequeda variacion. Con
respecto a las depocisiones la 1gG, 1gA, y Ia IgM, elevan sus niveles de 5 a 6 dias después
de realizada la inoculacion alcanzando su miiximo nivel entre los dias 8-14 y luego
decrecen (98). .

En cobayos infectados oralmente, los titulos de anticuerpos especificos se elevan

significativamente dos semanas después de la inoculacion manteniéndose durante las ocho
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semanas posteriores a la misma. Los cuyos gue son reinoculados con ooquistes de
Cryptosporidinm son completamente resistentes a fa reinfeceion (15).

Un estudio realizado en ¢l Centro de Ciencias de la salud de Oklshomia (Mayo de
1994), sobre i seroprevalencia de anticuerpos cantra Cryptosporidium durante la
infancia y la adolescencia, en 803 nifos del hospital de Oklahoma, reveld que el 30% de los
nifios menores de 5 aflos fucran seropositivos y los nifios en este rango de edad con historia
reciente de diarrea fueron seropositivos en un ranga mas clevado que los niflos sin diarrea,
El 38% de los nifios ( 5-13 afios de edad) y cl 58% de los adolescentes (14-21 ados de edad)
fueron seropositives para anticuerpos a Cry ptosporidisum paryum. En este grupo de edad,
negros y nativos americanos mostraron rangos mas elevados que los blancos no hispdnicos.
ste estudio no reveld diferencia en los rangos de scropositividad entre sexos o entre
residentes de asentamientos urbanos de Oklahoma o de asentamientos rurales, La
exposicion a Cryptosporidium_parvum durante la pifiez es comin en Oklahoma y los
factores socioecondmicos son los que pueden jugar un papel en la exposicion primaria a
este patogeno (42).

De manera similar un estudio  seroepidemiologico de la infeccion  por
Cryptosporidiym cn niiios de 3 comunidades rurales de Anhui, China y en Fortaleza,
Brazil publicado en Julio de 1994 apoya el papel que desempedan los factores
socioccondmicos.

En 3 villas, Dondian, Linshan y Fuziyin de Anhui, al este de China. De 320 nifios

sanos aparentemente, mepores de 10 afios de edad, de Dondian a quienes se le colectaron



muestras de deposiciones, solo en tres fueron encontrados ooguistes de Cryptosporidimm y
ninguna muestra positiva fue encontrada con 239 nifios de Linshan estudiados. En conjunto
un total de 610 muestras de sucro de estas tres villas fueron examinadas utilizando una
pueba Inmunocnzimitica (ELISA) para detectar anticuerpos especificos de Clase 1pG
contra Cryptosparidinm, la prevalencia fue de 42.3%, 51.7% y 57.5%, respectivamente,
cn Dondian, Linshan y Fuziyin. La scroprevalencia se incrementd progresivamente con la
cdad. No se detectaron anticuerpos en infantes entre los 2 y 6 meses de edad mientras que
en 36 muestras de suero de adultos entre los 15 y 60 aiios de edad sin enfermedad diarreica
de Ia villa rural de Huanglu, 50% (18/36) fucron positivos. Como se esperaba una buena
correlacion se encontrd entre los anticuerpos de clase 1gG de 30 pares de muestras séricas
provenientes de madres y sus respectivos neonatos debido a la transferencia transplacentaria
de esta clase de anticuerpo. Por otra lado se observo muy poca o nula immunoglobulina de
clase IgM a pesar de que varias madres habian dado una prucba de ELISA positiva para la
IgM.

Muestras de sucro de nifios menores de 4 aflos de edad, provenientes de una
improvisadn comunidad semiurband en Fortaleza Brazil y 172 muestras de suero de
pacientes con edades entre 1 mes y 29 ailos sin diarrea que habian sido adinitidos en e
hospital de fa Universidad de Virginia fueron tambien examinados.

En Fortaleza, cerca del 100% de los nifios adquirieron anticuerpos en su segundo
afio de vida, demostrando Ia elevada prevalencia de esta infeccion. En la comunidad rural

de Anhui los niftos de 5 a 7 afios fucron infectados. El porcentaje de prevalencia (16,9 %)



en seropositividad en los nifos y adultos jovenes en Virginia fue mucho mas bajo que en
China y Brazil.

Estos resultados indican gque ki infeccion a Cryptosporidimm  esti ubicada y es
altamente endémica en las comunidades poco desarrolladas, La diferencia entre Brasil y
China pucde deberse a diversos factores, camo las practicas de Higiene, agua potable o
sanitizacion  y a multiples diferencias entre ¢l desarrollo socioeconomico  de estos dos
paises (101).

La utilidad del estudio seroldgico en nifios para el diagndstico y la epidemiologia de
la parasitosis quedd de manifiesto al determinarse par inmunofluorescencia los anticuerpos
especificos de clase 1gG contra Cryptosporidium spp. presentes en ¢l suero de 106 nifios
entre 0y 13 aiios de edad en la provincia de Salamanca, Espafia . La seraprevalencia fue de
22.6 %(24/106) y de estos nifios positivos para IgG el 20,8 %(5/24) también presentaron
1gM especifica. La seroprevalencia en zonas rurales fue de 18.2 % (10/55) mienttras que en
las dreas urbanas fue de 27.4%(14/51), en ambos casos la mayor seroprevalencia
correspondia al grupo de 2.a 3 afios de edad. En los nifos de Salamanca la seroprevalencia
fue mucho mayor que la prevalencia detectada en las heces. La infeccidn puede presentarse
simultdncamente con seropositividad para 1gG e 1gM, esta seropositividad puede ser
utilizada para complementar ¢l diagnostico de la Criptosporidiosis junto con la

determinacion de ooquistes en las heces (73).



EL EFECTO DE LOS ANTICUEREOS NEUTRALIZANTES

Al ser incubados esporozoitos de Cryptosporidivm_parynm en presencia de suero
bovino, inmune para los esporozoitos. Ja infectividad a la cepa BALB/e de raton cs
completamente neutralizada (72). Anticuerpos monoclonales dirigidos contra proteinas de
la superficie del esporozoito también protegen a la cepa BALB/c de raton. Investigadores
han mostrada que estos anticuerpos protegen de la infeccion inicial o cepas de ratones y
reducen la severidad de la infeccion persistente con Cryptosporidium en ratones atimicos
(8,61). Ratones con Severa inmunodeficiencia combinada (SCID) infectados con
Cryptosporidium parvion son usados para el estudio de Ia infeccion y de los protacolos
de tratamiento (71,62,41,52,74).

El anticuerpo monoctoma) 1741 reacciona con antigenos del esporozoito de 28, 55
y 98 kDa . El anticuerpo monocional 18.44 que también reacciona con un antigeno de
supcrficie proteico del esporozoito y merozoito, neutraliza ambas formas invasivas
(62,7,63).

La transferencia pasiva, por via oral, de anticuerpos monoclonales neutralizantes
reduce significativamente ¢l ntinero de Cryptosporidium_parvum en yeyuno, ileon y
colon pero no en el estémago. La inhabilidad del anticuerpo monoclonal 17.41 para reducir
el nimero de organismos de Cryptosporidiym_parvim puede explicarse por el bajo pH
gdstrico, el cual reduce la unién del anticuerpo con el epftope sensible presente en los
esporozoitos y merozoitos. Este ultimo punto es importante por la ineficacia de fa

administracion oral de anticuerpos monoclonales para reducir la infeceidn en el sistema
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biliar (8,90) y en el estomago ya que ambos son sitios de infeccion en pacientes con SIDA.
EF tratamiento de la Criptosporidiosis persistente e pacientes inmunodeficientes con
anticuerpos neutralizantes  puede requerir blancos especificos en el sistema biliar y de la
modulacion del pH gistrico(62).

Varios estudios realizados en animales y en hmmanos indican que los anticuerpos
obtenidos en calostro de vacas hiperimnunizadas con repetidas infusiones de Jos antigenos
del pardsito dentro de las glindulas mamarias (titulos mayores de 1:100 000) pucden
prevenir de la infeecion con Cryptosporidium o terniinarda (21). El estudio en ratones ha
mostrado que los factores presentes en el calostro inmune son capaces de reducir la
infectividad de los esporozoitos, especialmente las fracciones de 1gG1 ¢ 1gA (22). Estudios
de Cryptosporidium_parvum en ileon de raton han revelado que cada isotipo de
inmunoglobulina bovina presente en ¢l calostro hirperinmune pueden reconaeer antigenos
presentes en todos los estadios del ciclo de vida de Cryptosporidium parvam (23,7).

Se ha reportado el uso de calostro hiperinmune, obtenido- por - vacunacion
intramamaria  de antigenos de Cryptosporidium cn vacas predadas, en 4 pacientes
inmunocomprametidos que presentaban  infeceion cronica, diarea, con  alguna
hipogamaglobulinemia congénita, SIDA o inmunosupresién por fa quimioterapia en el

tratamiento de la leucemia recuperandose de Ja infeccion entre Jos 3 y 5 dias (87,75).
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EL PAPEL DELOS ANTICUERPOS

La respuesta de anticuerpos séricos de clase 18G e JgM observada en modclos
experimentales de ratones normales, no correlaciona con la severidad o duracion de la
Cryptosporidiosis. Sin embargo el papel de los anticuerpos en fa resolucién natural de esta
infeccion, ha sido sugerido por Ja observacion de que miuchos de los casos reportados de
humanos infectados con cryptosporidiosis fueron de pacientes con alguna deficiencia en
inmunogamaglobulinas.

E papel de la inmunidad humoral se ha investigado en modelos de ratones que han
sido tratados con anti-p, haciéndolos virtualmente deficientes en células B, siendo un
modelo de animales con deficiencias en su capacidad para generar respuesta inmune
humoral in vivo.

La susceptibilidad relativa de las BALB/ de ratones recién nacidos, normales y
deficientes de células B, a la infeccion con Cryposporidinm no ha mostrado diferencias
significativas en este modelo, en la frecuencia, intensidad y duracion de la infeccion, a
pesar de a ausencia de anticuerpos de clase 189G, 1gM, IgA y IgE como respuesta a esta
infeccién por los ratones tratados con anti-p. Estos resultados sugieren que en este modelo
de ratén, la importancia de la respuesta immune de anticugrpos es menor para Ja resolucién
de la infeccion por este pardsito. (80)

En personas HIV seropositivas que se han restablecido de esta infeccidn, los
niveles de anticuerpos especificos seeretores de clase IgA estdn clevados en comparacion a

los de personas con el Sindrome de la Iumunodeficiencia Humana (SIDA) y
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criptosporidiosis cronica, En contraste la respuesta de amicuerpos séricos espeeificos contra
Cryptosparidium ssp, ¢s mucho mayor en personas con SIDA y criptosporidiosis cronica.
Esto sugiere que los anticuerpos seeretores de clase 1A pueden ser los responsables det
reestablecimiento de fa infeccion o pueden ser solo un marcador de una respuesta inmune
cfectiva en la superticie de la mucosa (25).

Cozon y colaboradores del hospital de la Cruz roja, en Lydn Francia, realizaron un
estudio en pacientes infectadas con ¢l virus de la inmunodeficiencia humana tipo HIV-1
con criptosporidiosis cronica y sin eriptosporidiasis. El conteo de linfocitos CD4 se realizé
por citometria de flujo y fue significativamente mas bajo pam los pacientes infectados por
HIV-1 con criptosporidiosis eronica que para los pacientes sin la infeccion de este pardsito.

Los anticuerpos especificos de clase IgA  presentes en el suero de los pacientes
infectados con HIV-1 con criptosporidiosis cronica y sin criptosporidiosis mostraron
niveles mas elevados que los pacientes controles. Los anticuerpos secretores detectados ¢n
saliva de clase IgA se encontraron mas clevados en pacientes que presentaban infeccidn
cronica de Cryptosporidium a pesar de los bajos niveles de Linfocitos CD4+. La
persistencia de Ia diarrea a pesar de los elevados niveles de anticuerpos presentes en cl
suero y los seerelares sugicre que estos Gltimos no son suficientes en el control de infeccion
parasitaria (16).

La respuesta inmune frente a la criptosporidiosis ha sido evaluada tanto en nifios
como en adultos. Un reporte del comportamiento de esta respuesta fue publicado por Luxer

y sus colaboradores (1990), en nifios de 1 a 24 meses de edad que fucron admitidos con
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diarrea cn el hospital de San Lazaro en Filipinas, a los cuales se les determind, por mediv
de una prueba de ELISA, los niveles de anticuerpos especilicos contra Cryptosperidinm
de clase IgA, 1gG ¢ 1gM en muestras de suero. deposiciones y fluido duadenal.

En las muestras de suero, de los 21 niflos enrolados en el estudio, se encontrd una
marcadn respuesta para fas tres clases de inmunoglobulinas, esta respuesta fue mantenida
durante todo ¢l tiempo del estudia (6 meses) en 6 de los sujetos . Las tres subclases
mostraron distinta afinidad para Ja pared de los ooquistes y la pelicula o membrana externa
de los esporozoitos. Estos investigadores encontraron una nxtrcada y prolongada respuesta
de anticuerpos contra Cryptosporidivm, pero la Imnunidad Mediada por Células (IMC) se
observé baja (43). En el apartado de Inmunidad celular serin comentados los resultados de

este trabajo.

INMUNIDAD CELULAR.

La respuesta inmune n las infecciones por coccidins ho ‘sida caracterizada
principalmente, como una  inmunidad mediada por células presentando uma fuerte
dependencia a los linfocitos T (43,45,79). Se ha observado que las células T son criticas
para generar una proteccion inmunitaria encontra de otras coceidias como san la Eimeria y
el Toxoplasma, tante las eélulas cooperadoras (CD4+) que estimulan la produccion de las
inmunoglobulinas, como las células efectoras a través de la liberacion de. mediadores

solubles que actien en contra de los pardsitos intracelulares (100).
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Se cree en infecciones causadas por otras coccidins, que la defensa de los
organismos infectados. esta dada principalmente por una inmunidad mediada por células, o
como una fuerte posibilidad la combinacidn de ambas, celular y humoral, presentada como
el efecto citotoxico mediado por células dependiente de anticuerpo (ADCC) (43,45,99).

Laxer y sus colaboradores, realizaron un estudio de la respuesta innwmne frente a fa
criptosporidiosis en infantes y nifios jovenes con diarrea en Filipinas. Ellos se interesaron
en la respuesta inmune de anticuerpos, la respuesta bsmune Mediada por Células (IMC) y la
correlacion entre los niveles de la immunidad y el estado de nutricion (43,100). Las
observaciones de esta investigacidn indican una marcada respuesta de anticuerpos en el
suero y por ¢l contrario fa inmunidad mediada por células se encontré abatida.

La respuesta IMC fue determinada utilizando una reaccion de hipersensibilidad de
tipo tardia, expresada por uma reaceion en piel. En el inicio de esta prueba todos los 7
pacientes mostraron una total anergia en la picl, para los 7 antigenos cominmente usados
en este tipo de andlisis (100,40), al término de 6 semanas se realizd nuevamente este
examen y se observd un ligero incremento de Ja reactividad en picl aunque no muy
significativa con respecto a Jo observado para los controles. Al realizar esta prueba a los 6
meses, en 6 de los pacientes se encontré un importante incremento de In reactividad en piel,
indicando una reconstitucion parcial de la competencia de la respuesta inmune mediada por
célulus.

Lstudios previos han reportado la correlacion que existe entre el bajo contenido de

hierro y la IMC, en particular-con la funcion de los linfocitos, fagocitosis y actividad

3



bactericida de Jos neatrofiles (11.39.3). En este estudio de los nifios de Filipinas se encontrd
un decremento de Jos miveles de hieno sérico, la capacidad total de union de lllicrm
incrementada v ana disminucion en e} porciento de saturacion de fa transferring, signos
clasicos de una anemia por deficiencia de Hierro. E} estado de desnutricion en contrado en
estos pacientes v ta respuesta IMC abatida, hizo especular a los reslizadores de este trabijo
sobre ¢l papel del Cryptasparidium en la deficiencia de hierro, Debido a la virunl
preferencia del Cryptosporidiun por parasitar el borde en cepillo de los enteroeitos, puede
disminuir I absorcion a wavés de la superficie de las células y la eficiencia de los
mecanismos de transparte molecular generando una fuerte disminucion en la absorcion del
hierro.

Ellos cncontraron wna marcada respuesta  imuune de  anticuerpos  contra
Cryptosporidiunt, en contraste  la respuesta bunune mediada par células se encontrd
disminuida. La infeccion desaparecid espontneamente al término del tiempo def estudio (6
semanas) y Ja IMC fue reconstituida en ¢f mismo periodo. El estado nutricional de los
pacientes fue muycado con el déficit de Hierro, que fue encontrado en todos ellos y
relacionado con ¢l déficit de Ja immunidad mediada por células. Estos resultados y los
publicados en otros wabajos, Nevaron a este grupo de ipvestigadores a concluir que la
respuesta imnune en los nifos de las filipinas es probablemente un efecto citotdxico

mediado por eélulas dependiente de anticuerpo (J00).
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PARTICIPACION DE LOS LINEOCITOS T (CO4+Y CDEF)

Criptosporidiosis prolongada y severa ha sido yeportada en ratones afimicos
desnudos eongénitas (80.34). Tambicn ha sido sinilarmente deserini, coma unit respuesta
inmune mediada por células, como evidencia del curso de esta enfermedad en pacientes con
SIDA. En estos dos casos se exhiben defectos en I fimcionatidad de Tas células ‘T (80). B
papel de los linfocitos se ha mostrado como una respacsta especifica blastogénica linfoide
en vacas, 2 dias después de la inoculacion con ooquistes de Cryptosporidium (96). Las
infecciones  por  Cryptosporidium  con  diarreas  persistentes  en mamiferos
iimunocomprametidos, proporcionan evideneias indirectas de fa participacion de los
Linfocitos T, posiblemente los Hnfocites de ayuda (CD4+), como esenciales  para el
desarrollo de una proteccidn inmupitaria que Heve af restablecimiente de Ia infeccidn por
este pardsito.

En pacientes con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV), el conteo de las
Cétulas CD4+ es el mejor marcador de la habilidad del sistensa inmune para fimpiar de la
infeccion con Cryptosporidium a Ia superticie de la mucosa,

En la prictica clinica se ha observade que hombres infectados con el virus de la
imnunodeficiencia humana (H1V), desarrotlan una infeceién por Cryptesporidium con
cuadros diarreicos autolimitados y en personas que presentan el sipdrome de la
inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA), se genera una infeeeion que no cede con el
traiamiento y de larga dusacion (24), Resultados de estudios han indicado fa relacion que

existe entre fa duracion de la enfermedad, durante fa infeccidn can el HIV, y ¢l grado de
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inmunocompetencia de los organismos infectados por este pardsito. Pox ello, se ha asociado
al conteo elevado de los linfocitos CDA+ con la enfermedad antolimitada, considerando su
posible uso para predecir este cuadro infeccioso,

Estudias realizados en grupos de pacientes infectados por ¢l HIV, que tuvieron
conteos de L-CDd4+ de 180 célulashmud o mis, presentaron inleceion antolimitada pur
Cryptosporidium, sin observarse diferencias marcadas con el curso de la enfermedad en
pacientes inmunocompetentes H1V-seranegativas. En contraste con lo anterior, en pacientes
con ¢l conteo de linfoettos CHA+ menor a 140 células/mm3 que habfan presentado a
infeceion, el 87% la desarrollo de forma persistente (26).

Ratones BALB/¢ tratados con anticuerpos monoclonales citoliticos anti-CD4, con y
sin anticuerpo  monoclonal  anti-CD8,  desamollaron  infeccion  cronica  con
Cryptosporidiuns y expulsaron un bajo nimero de ooquistes. El tratamicnto con anti-
interferon-y (monoclonal), condujo it una infeceion mas severa pero awtolimitada, Al tratar
conjuntamente a estos ratones con ambos anticuerpos monoclonales, anti-CD4 y anti-
interferon-y sc observd el desarrollo de una infeccion severa y crénica con una elevada
exerecion de ooquistes, que revirtio cuando el tratamiento con ambos anticuerpos
monoclonates s¢ detuvo. Ratones adultos BALB/c nu/nu watados con - anti-INF-y
monoclonal, tambien mostraron un incremento cn la excrecion de ooquistes (91). Estos
dittos sugiercn que tanto el interferon-y como las eélulas CD4+ se requieren para prevenir el
thicio de la infeccion, ademds por scparado pueden Jimitar fa severidad (INF-y) o Ja

duracion (células CD4+) de ta infeccion (100).
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Otros estudios han concluido que otros mecanismos inmunes, probablemente
asociados a los linfocitos CD4 b son necesirios para eliminar a este protozoario de la

superficie de la mucosa en mamiferos inmunocompetentes (16).

LA SUBPOBLACION DE LINFOCITOS CD4:+ (Th1.).

Las células T cooperadoras en los ratones, identificadas por la expresion del
antigeno CD4+, pueden diferenciarse en 2 subpoblaciones, con patrones caracteristicos en
la produecion de citocinas (56,57). La predominancia de las células Thi, las cuales
praducen interleucina 2 (11.-2) e INF-y, en respuesta a los antigenos de los pardsitos resulta
en una hipersensibilidad de tipo tardio y en la activacion de macréfagos para eliminar a los
pardsitos intracefulares. Si la respuesta activa a las células Th2, las cuales producen
interleucina 4 y 5 (114,115 la sintesis de anticuerpos se incrementa en especial los de clase
1gG e IgE (91,57,77,13,14).

l.os modelos de ratones infectados con Leishmania major, son un cjemplo de los
efectos de estos dos fenotipos de células cooperadoras. en la resistencia a las infecciones
por los parisitos intracelulares(44.76). Ratones BALB/c representan un  fenotipo
suseeptible, en el cunl L, major produce enfermedad sistémica y muerte. Las células T de
estos ratones mostraron haber preducido 1L-4 pero poco INF-y. La cepa de ratones C3H ‘es
resistente a L, tajor v las células T de estos raténes producen INF-y y poca 1L-4 (76).

En wn modelo in vitro, fas cdlulas de bazo. de ratones inmunizados con

Cryptosporidium paryum se ensiquecieron en células T al pasar por una columna de
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cromatografia por afinidad, La respuesta proliferativa de estas células fue amriba de 2 veees
mas elevada que la respuesta de las células na enriquecidas, Tambien las células T se
enriquecieron para los linfocitos CD4+ y para los CD8+. La respuesta de las células CD4+
enriquecida fue 4 veces mayor que para las células no enriquecidas, por otro lado las células
CD8+ cnriquecidas no respondieron al estimulo del antigeno de Cryptosporidium
parvum. Las fracciones de  sobrenadantes de estas poblaciones celulares enriquecidas,
fueron ensayadas para detectar la produccion de citocinas. Los cultivos que tenfan células
CD4+ produjeron INF-y ¢ IL-2 después de la incubacion con antigeno de
Cryptosporidium_paryum. Ninguno de los cultivos produjo 1L-4. Esta produecion de
INF-y ¢ IL-2 y la nula produccion de IL-4, es caracteristica, como se describid
anteriormente, de la subpoblacion de células cooperadoras Thi, Estos datos indican que una
subpoblacion de linfocitos de ratén, consistentes con el fenotipo de células cooperndoras
Thi, prolifera después de una estimulacion in vitro con antigeno de Cryptosporidinm
paryum (32).

Investigaciones en modelos de ratones adultos han revelado la potencial respuesta
inmune wtilizando dos especies diferentes de Cryptosporidium, C. paryum y C. muyris. El
uso de estas dos especies del pardsito ha facilitado el entendimiento de la respuesta inmune,
ya que Cryptosporidium__parvum es  potencialmente infectante - en  ratones
inmunocompetentes recién nacidos y en ratones adultos inmunocompronietidos mientras

que 1a cepa RN 66 de C, muris s§ puede infectar ratones adultos innmocompetentes. Con
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¢l uso de  estas dos especies se han podido realizar estudios comparativos entre las
infecciones de adultos innmocompetentes ¢ imnunocomprometidos (51).

El curso de la infeceion por C.mris fue comparado en ratones inmunocompetentes
(BALB/), en ratones con deficiencias congénitas de Células T (denudos) y ratones con
deficieneias en células Ty B, Inmunodeficiencia combinada severa (SCID).

En los ratones BALB/c la liberacion de los ooquistes deeling a los 32 dias. En
contraste ¢n los ratones con SCID y en os atimicos desnudos congénitos se desarrollo una
infeccidn cranica con una elevada exerceion en el ntmero de ooquistes (51). El uso de los
ratones con SCID como receptores en los experimentos de transferencia de células, han
manifestado su valor en la investigacion de papel que juegan fas diferentes subpoblaciones
de linfocitos, en la inmunidad a C, muris. La inycceion en estos ratones de células
histocompatibles de bazo y de nodulos linficticos, provenientes de ratones no infectados
BALB/e, les confirio Ia habilidad para recobrarse de la infeccion. El efecto protector de-las
células donadas no se disminuyd por la deficiencia de las células 13, al someterlas atn
tratamiento con un anticuerpo monoclonal encontra del antigeno de las células B y en
presencia de complemento, ¢s posible que algunas células productoras de anticuerpos
hubieran sobrevivido ha este tratamiento, contribuyendo al restablecimiento de la infeccion
en estos ratones receptores (SCID) (51) . Por otro Jado 1a investigacidn cn ratones recién
nacidos con depleccion de células B, tratados con anti-p, ha reportado que las células BB no

son importantes en la inmunidad a Cryptosporidium paryum (80).
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En contraste, se ha mostrado un mayor papel de Jas Células T en la inmunidad a C,
mukis. Los ratones nude, deficientes de células 1, desarrollaron infeccion crénica .
También los ratones SCID. a los que se les inyectaron células de nédulos linfiticos o de
bazo pero con deficiencia de las Th-1, mostraron una excrecion mas prolongada de
ooquistes que los ratones inyectados con células no fraccionadas (51). Los resultados de
este estudio demuestran que la inmunidad @ C, muris en ratones, envuelve a las Células T,
indicando que las células B no son importantes.

Por el uso de estos modelos con ratanes SCID como organismos infectables por C,
parvum y C. muris, es posible legar a caracterizar las células responsables del control

inmunoldgico de este parasito en ratones adultos.

LAS CELULAS NATURAL KILLER

Los cepas de ratones con SCHD no tienen células B y T funcionales. Sin embargo,
estos ratones tienen una funcion normal de las células Natural Killer (NK), y normal
nimero de macrofagos y neutrofilos con actividad normal (91,89). Se cree que las células
NK juegan un papel importante en la defensa en contra de la Criptosporidiosis. Estas
células son consideradas como un sistema de defensa primario innato, que puede tener
particular importancia en las infecciones o en la ausencia de respuesta por parte de las
células T y B, Se ha mostrado la produccion de interferdn-y en las células NK de ratones
con SCID, como critica en la defensa del pardsito intracelular Listeria monocytogenes (4).

Finalmente los ratones recién nacidos tiene deficiencias en la actividad de las células NK y
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en a produccion de interferon-y, refacionando la edad con la severidad de la infeecion por
Cryptosporidivm._paryum cn ratones recién nacidos, explicindonos esto coma una
inmadurez de Ja actividad de las células NK (4).

In otros estudios no la quedado claro el papel de las eélulas NK, mientras que la
cepa de ratones NK delicientes C57BL/6j-bg mostraron ser mds susceptibles a la infeceion
(20), 12 cepa deficiente de NK C3H/el/beige no mostrd incremento en la susceptibilidad a
la infeccidn (69).

Ratones con SCID se trataron con anti-asialo-GM1, un antisuero policlonal de
conejo que reacciona con los componentes de la superficie da las células NK en ratones, y
en presencia de complemento para generar la lisis de las NK. Después de probar la
reduccion significativa de la actividad de las células NK, los ratones se inocularon con
ooquistes de Cryptosporidium_parvum. De este experimento, a pesar de la virtual
eliminacion de la actividad de las eélulas NK, los grupos de animales que se examinaron
histopatoldgicamente no mostraron diferencias en la ocurrencia de Ia enfermedad con los
grupo que se utilizaron como controles, Esto hace pensar en la participacion de faclores no
inmunologicos en el tracto intestinal, independientes de 1a actividad de las células NK y de
Ja funcién de las células T v B, cn la interaccion del haspedero con (.,xxpjmp_o_mlium
parvant. Adicionalmente fa reduccion de la actividad de las células NK fue hecha en el
bazo, pudiendo estar intacta a nivel local en el sitio de la infeccion. Este trabajo concluyé

que la actividad de la células NK, al menos la medida en el buazo, no juega un papel eritico
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en la defensa de los ratones contra la infeccion por Cryptosporidinm parvim, cuando hay

ausencia de funcionalidad de las células By T (74).
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CAPITULO 1V
DISCUSION

La infeccion por Crytosporidium es persistente  amenazando la vida en personas
inmunocomprometidas con una vasta variedad de defectos  inmunes, incluyendo la
inmunosupresion debida a la administracion de esteroides y agentes quimioterapéuticos,
malignidades hematoldgicas, la depleccion de Jas células T anterior al transplante de médula
osea, la hipopamoglobulinemia y el SIDA. En las personas que cuentan con una funcion
inmune normal Crytosporidinm puede causar diarrea de duracion limitada y de curacion
espontdnea.

Esta parasitosis estd cobrando cada vez mas importancia debido a la alta incidencia
que tiene en pacientes con SIDA. En los pacientes mexicanos con SIDA se ha observado una
mayor [recuencia de lns infecciones entéricas  por Crytosporidium ¢ L helli, que las
neumonias por P,cayini,

Existen muchos factores que influyen sobre la infeccion de esta coccidia como o san
las condiciones de urbanizacion. sanitizacion y agua potable, ya que se ha observado una
mayor prevalencia en villas rurales improvisadas tanto de China como de Brasil puesto que
como la mayoria de la infecciones entéricas estos factores aumentan las posibilidades de
contraerla, Dentro de este aspecto cabe mencionar Jas condiciones y el desarrollo

socioecondmico de las comunidades pero tambicén la zona geografica y la ubicacion endémica
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de las especies de pardsitos. La educacion en cuanto a buenas pricticas de higiene y
preparacion de alimentos se refleja en menores probabilidades de contagio como las demds
enfermedades pastrointestinales.

El estado de nutricion se refleja en la competencia inmunologica, se ha observado
cryptosporidiosis en nifios de Filipinas que presentaron anemia por deficiencia de Hierro que
al ser tratada, la diarrea cedié observandose el restablecimiento de la funcién inmune celular.
Otros estudios han correlacionado al estado de mal nutricion por deficiencia de Hierro con la
baja respuesta de la inmunidad mediada por células, particularmente con la funcién de los
linfocitos, la fagocitosis y la actividad bactericida de los neutrofilos, Crytosporidium puede
causar mila absorcion del hierro por su preferencia a parasitar ¢l borde en cepillo de los
enterocitos disminuyendo la absorcion através de la superficie de las células y la eficiencia de
los mecanismos de transporte molecular,

n la base de datos clinicos y experimentales, estd generalmente aceptado que. la
respuesta del sistema inmunologico tanto celular como humoral son requeridas para el control
de la cryptasporidiosis. Los defectos en las células de pacientes con SIDA, la depleccion de
las células T en personas receptoras de transplante de médula osen y varios modelos animales
(ratones con depleccion de células CD4+ y ratones atimicos) sugieren que la pérdida de
funciones de los linfocitos T conduce a una infeccion cronica por Crytosporidinm. Por otro
lado, pacientes inmunocomprometidos que tienen hipogamaglobulinemia congénita o una
deficiencia aislada en IgA pueden tener cryptosporidiosis severn, indicando que {a inmunidad

generada por las células B es también requerida para cl control de esta infeccion.



Se ha demostrado que ¢l uso de anticuerpos monoclonales es efectivo. La transferencia
pasiva de anticuerpos monoclonales (Ac.m 17.41) por via oral reduce significativamente ¢l
nimera de Crytosporidivim en yeyuno, en ilcon y colon pero no cn el estdmago quiza por el
pH del estomago que disminuye la union del anticuerpo con el epitope presente en ¢l
esporozoito. Ef tratamiento con anticuerpos monocloniles en pacientes con SIDA requiere de
blancos especificos como son sistema biliar, estémago y de la modulacion del pH ya que son
sitios de infeccion por Crytosporidium en este tipo de enfermos. El calostro hiperinmune
obtenido por vacunacion intramamaria de antigenos de Crytosporidium en vacas prefiadas,
ha sido efectivo en 4 pacientes con deficiencias inmunes por diferentes causas recuperdndose
de la infeccion por esta coccidia entre los 3 y 5 dias.

El papel que juegan los anticuerpos contra Crytposporidium no estd claro aunque Jos
resultados de experimentos en modelos de ratones tratados para imposibilitarlos en producir
anticuerpos no reflejan diferencia significativa en la frecuenciy, intensidad y duracion de la
infeccion,

Los anticuierpos IgA en algunos pacientes HIV seropositivos se encuentran mas
clevados que en personas con SIDA que cursan con Cryptosporidiosis cronica aunque la
respuesta de anticuerpos fa tengan mas elevada que los HIV seropositivos, pudiendo ser que
los anticuerpos de elase IpA sean los responsables del control de la enfermedad o solo sean un
marcador de una respuesta inmune efectiva en la superficie de la mucosa intestinal ya que
tambien se han encontrado clevados niveles de IgA secretores en pacientes HIV seropositivos

con cryptosporidiosis cronica a pesar de tener un conteo bajo de linfocitos CD4+,
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En los ninos de Filipinas como comente en parrafos anteriores se encontro ung
marcada respuesta inmune con la produccion de anticuerpos contra ta coceidia, en contraste la
respuesta inmume cefular se encontro disminuida. La infeccion se aclard al mismo tiempo que
se observo una mayor respuesta de la inmunidad celular por lo que se piensa que la respuesta
inmune para Crytosporidium al igual que en otras coccidias se trate de un efecto citotodxeico
celular dependiente de anticuerpo,

Resultados de estudios en cepas de ratones BALB/e tratados con anticuerpos
monoclonales encontra de las células CD4+ y CD8+ y del interferdn-y en varias
combinaciones sugicren que ambos las céhilas CD4+ y el interferén-y son requeridos para
prevenir la iniciacion de la infeccion, que las células CD4+ pueden limitar Ia duracién del a la
infeccion y que el interferdan-y puede limitar su severidad, En estudios invitro de células se ha
observado una mayor proliferacion de células CD4+ y no se observa respuesta proliferativa al
estimulo con antlgenos de Crytosporidium en las células CD8+. De estas células CD4+ se
ovserva la produccion de IL-2 y de interferon-y coh la nula produccion de IL-4, el cual es
caracterfstico de la subpoblacion de células cooperadoras Thi. También en la infeccion de
ratones adultos con la cepa de C. muris la inmunidad envuelve a los linfocitos T subpoblacion
Thi.

Se ha detenminado en modelos experimentales de ratones que la actividad de las
células NK, al menos la medida en bazo, no juega un papel critico en la defensa contra la
infeccion de Crytosporidinm paryum. cuando lay ausencia de funcionalidad de células B y
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Estudios de la respuesta inmune celular y humoral contra Crytosporidinm en un
madelo animal de humanos con SIDA, coma son manos infectadas cou ¢l HIV o por et SIV
(Virus de Ja Inmunodeficicneia en Simias), son necesarios para determinar I contribucion
relativa de los factores en forma individual y las disfunciones que levan a una infeccidn

persistente por Crytosporidium.
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A

CONCLUSIONES

La Cryptosporidiosis tiene una alta incidencia en pacientes con SIDA. En México se
ha observado wna mayor asociacidn de las infecciones entdricas por
Cryptosporidium en pacientes con SIDA que la neumonias causadas por P, caping e
L belli.

La participacion de la respuesta inmune humoral no es clara al no observarse
diferencia significativa en la frecuencia, intensidad y duracion de la infeccion en
modelos de ratones normales y en ratones con deficiencias en su capacidad de
generar anticuerpos.

Los anticuerpos de clase IgA muestran resultados contradictorios pudiendo ser solo
un marcador de una respuesta inmune efectiva en la superficie de la mucosa
intestinal,

La transferencia pasiva de anticuerpos monoclonales ha sido efectiva reduciendo el
nimero de Cryptosporidivm en yeyuno, ileon y colon pero ho en el estémago. Este
tipo de trataniiento en pacientes con SIDA requerird de blancos especificos como el

sistema biliar, estomago y de la modulacion del pH.
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En modelos experimentales se ha observado que la pérdida de fincion de los
linfocitos CD4+ conduce a una infeceion cronica par Cryptosperidium. lo que hace
sugerir que Ja respuesta inmune efectiva se oriente hacia este tipo de linfocitos.

Se observa una mayor proliferacion de los linfocitos CD4+, subpoblacién Thi
productores de INF-y e IL-2, al estimulo con antigenos de Cryptosporidium. No se
abserva proliferacion de linfocitos CD8+ bajo los mismos estimulos.

Los linfocitos CD4+ disminuyen la duracion de la infeccién y el INF-y fa severidad
en estudios evaluandolos por separado.

La actividad de las células Natural Killer, al menos la medida en bazo, no juega un
papel importante en la defensa contra esta infeccion,

En la actualidad se requieren mayores estudios para evaluar fa participacion de la
respuesta inmune humoral y celular contra la cryplosporidiosis en un modelo animal
de humanos con SIDA, como podrian ser monos infectados con el HIV o por el SIV,
para determinar la contribucion relativa de los factores en forma individual y las

disfunciones que Hevan a una infeecion persistente por Cryptosporidium,
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