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1. Resumen

Las infecciones por geohelmintos son un problema de salud publica que afecta a
paises en via de desarrollo como el nuestro, dado que necesitan de unas
condiciones de poca salubridad y un ambiente propicio para su contagio, por lo que
afecta principalmente a la poblacibn mas vulnerable, la cual es un porcentaje
importante que se enmarca principalmente en zonas rurales, en las cuales esta

enfocado este estudio.

Estas infecciones traen consigo anemia, retardo en el desarrollo fisico y cognitivo,
pero adicionalmente por el tipo de respuesta que inducen, la cual esta mediada por
citoquinas de tipo 2 como la IL-5 y la IL-13, se cree puede afectar biomarcadores de
otras enfermedades, cuya fisiopatologia también esta basada en una respuesta de
tipo 2, como lo son las alergias. Entre los marcadores que se alteran bajo estas
citoquinas, esta el conteo de eosindéfilos en sangre periférica y la fraccion exhalada
de oxido nitrico (FeNO). El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio
exploratorio sobre si las infecciones por helmintos pueden alterar los niveles de
FeNO.

Se reclutaron nifios entre 6 a 14 afios (n=95), de areas rurales del departamento de
Bolivar, Colombia. Donde se les realizd, previo a explicacion y firma de
consentimiento informado, los andlisis de coproldgico, toma de muestras de sangre
para hemograma y medicion de anticuerpos mediante ELISA, y medicion de los
valores de FeNO. Los nifios se clasificaron segun el coproandlisis en nifios
parasitados (n=67) y nifios no parasitados (n=28). Se les realiz6 un cuestionario
para indagar sobre sus condiciones de vida y antecedentes médicos, y la toma de

examenes previamente mencionados.

Se encontrd que la mayoria de los nifios estaban infectados con protozoos (n=51),
también se encontraron nifios infectados con helmintos (n=22) y nifios sin
parasitosis, que se consideraron controles no parasitados (n=28). El helminto mas
prevalente fue Trichuris trichiura (n=21), seguido de Ancylostoma duodenale (n=3),

Hymenolepis nana (n=3) y Ascaris lumbricoides (n=2). Se observé que hubo
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correlacion débil pero significativa entre los niveles de FeNO y el conteo de
eosinofilos en la poblacidon general (Spearman rho=0.21, P=0.04), sin embargo, no
hubo diferencia significativa en los niveles de FeNO entre nifios parasitados y no
parasitados (P=0.33), tampoco entre los nifios infectados con helmintos y no
infectados (P=0.98) y de igual manera no hubo una diferencia significativa entre

infectados por protozoos y no infectados (P=0.26).

No se encontrd correlacion entre los niveles de IgE para ABA-1 y los niveles de
FeNO de los nifilos (Spearman rho=0.081, P=0.46), tampoco hubo diferencia
significativa en los niveles de FeNO entre los niflos con IgE positiva al ABA-1
(sensibilizados) comparado con los no sensibilizados (P=0.27). Finalmente se
evaluo la asociacion entre variables sociodemograficas y los niveles de FeNO, pero
no se encontrd ninguna relacion estadistica entre las exposiciones documentadas

por cuestionario y los niveles de FeNO.

Por lo que se concluyd que si hay correlacion débil positiva y significativa entre los
niveles de FeNO y el conteo de eosinoéfilos en nifios de un area rural. Sin embargo,
los niveles de FeNO no se ven afectados por la infeccién activa por Trichuris
trichiura, lo que sugiere que, si bien la infeccion por Trichuris induce una respuesta
inmune de tipo 2, no es suficiente para generar una respuesta a nivel local en el
pulmén capaz de alterar los niveles de FeNO. Por ultimo, tampoco hay diferencia
en los niveles de FeNO entre nifios sensibilizados y no sensibilizados a ABA-1.
Debido a que este es un andlisis exploratorio se necesitan mas estudios con una
muestra mas grande y con un nimero mayor de casos con infecciones helminticas
con fase pulmonar para definir mejor como estas pudieran afectar los niveles de
FeNO.
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2. Introduccioén

Las infecciones intestinales por parasitos son un problema que afecta
principalmente poblacidbn mas vulnerable, sobre todo en paises en desarrollo, donde
es frecuente encontrar situaciones de vivienda con malas condiciones sanitarias
(1,2). En Colombia se considera que hay un riesgo moderado de infeccion por
geohelmintos en la poblacion escolar, con una variacion considerable en los valores
de prevalencia entre las provincias biogeogréficas (3). Las infecciones por parasitos
intestinales son una enfermedad que trae consigo complicaciones tales como
desnutricién, anemia, retraso en el desarrollo del crecimiento y ademas de esto
problemas en el desarrollo cognitivo (1,3), adicionalmente, teniendo en cuenta como
el sistema inmune responde a estas infecciones se ve una relacion que guarda con
las enfermedades alérgicas, ya que en ambas se ve una respuesta inflamatoria de
tipo 2, por lo que ha sido objeto de estudio si los parasitos intestinales llegan a

exacerbar o modular la respuesta alérgica (4-7).

Goncales y colaboradores en Brasil reportaron en poblacién pediatrica infectada por
Trichuris trichiura, que citoquinas como interleucina (IL)-4, IL-6, factor de necrosis
tumoral (TNF)-a e IL-10 estuvieron mas elevadas en nifios que hubieran sido
infectados por este helminto que en los controles sanos, por lo que concluyé que

este parasito puede modular sistémicamente las citoquinas pro y antiinflamatorias
(4).

Hoy en dia se reconoce que las infecciones severas con altas cargas de parasitos
helmintos pueden conferir proteccion para el desarrollo de enfermedades alérgicas
en nifos de entornos rurales pero los factores que pueden proporcionar esta
proteccién no estan del todo claros (6,8,9). Por otra parte, también se ha encontrado
gue la inflamacion cronica alérgica que es producto de una respuesta desregulada
del epitelio ante la sensibilizacién de alergenos, como también lo pueden ser estos
parasitos, puede repercutir en la aparicion de enfermedades como el asma y la
dermatitis atopica (10,11). De hecho, estos efectos dependen del parasito ya que

Ascaris parece ser mas alergénico y se ha visto como las infecciones leves por

12



parasitos en poblaciones del trépico y la sensibilizacion alérgica a Ascaris explicd

una proporcion significativa de sibilancias en escolares de areas rurales (7,12).

3. Marco tedrico

3.1. Helmintiasis en el mundo y en Colombia

Las infecciones parasitarias por helmintos afectan a gran parte de la poblacion
mundial, en especial poblacion vulnerable, donde segun el centro para el control y
prevencion de enfermedades (CDC) calcula que aproximadamente de 807 a 1121
millones de personas se encuentran infectadas por Ascaris spp., de 604 a 795
millones con tricocéfalos y de 576 a 740 millones cursan con anquilostomiasis,
ademas no es rara la coinfeccion, ya que estas infecciones tienen en comun que se
transmiten a través del suelo, aguas y alimentos contaminados. Como se acaba de
mencionar estas infecciones se adquieren en suelo contaminado, principalmente en
areas de climas calidos y humedos, donde el saneamiento y la higiene son
deficientes, sin embargo, también se puede encontrar en climas templados. Estas
infecciones, junto con las infecciones por protozoos, se consideran Enfermedades
Tropicales Desatendidas (NTD, por sus siglas en ingles), que principalmente afectan
a poblaciones de bajos ingresos en regiones en desarrollo de Africa, Asiay América,
Ver figura 1 (13,14).
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Figura 1. Panorama de las infecciones por helmintos. A) se plasma el panorama
mundial de las helmintiasis transmitidas por el suelo y como B) Colombia se
encuentra respecto a otros paises donde las infecciones por helmintos son
endémicas. Tomado de
https://apps.who.int/neglected diseases/ntddata/sth/sth.html.

En América latina se calcula que 46 millones de nifios estan en riesgo de contraer
infecciones por geohelmintos, que ademas de ser causantes de desnutricion, y
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retraso en el desarrollo fisico y cognitivo, también se ha visto que por sus efectos
sobre la respuesta inmune pueden modificar la historia natural y la incepcion de las
alergias (15,16). Como se menciona previamente estos gusanos necesitan un
ambiente especifico para subsistir, por lo que son mas prevalentes en el trépico;
sumado a esto, condiciones como las que se viven en varios municipios de
Colombia, donde hay dificultad para el acceso al agua potable, un deficiente manejo
de los desechos sanitarios y poblaciones en condiciébn de desplazamiento que

facilitan que se genere la infeccion (17).

3.2. Ciclo de vida de los parasitos como determinante de la
enfermedad

Los ciclos de vida de los helmintos cuentan con varias etapas del desarrollo, en
cada una de estas hay un repertorio variado de antigenos, con tropismos distintos
para los diferentes tejidos, como lo es la mucosa intestinal y las vias respiratorias
para las larvas de Ascaris lumbricoides. Una vez en contacto con el huésped
mamifero, el parasito continua su desarrollo progresivamente con migracion de
larvas a través de organos y sistemas del huésped, y esto culmina con la
maduracion de los gusanos dentro del habitad que dicta su tropismo (18,19). Las
respuestas inmunitarias varian segun el tejido donde reside el parasito y la etapa de
la vida de este (19).

3.2.1. Ascaris lumbricoides
El ciclo de vida del Ascaris comienza cuando los huevos son expulsados en las
heces, ver figura 2, que se depositan en el suelo, donde embrionan y se vuelven
infecciosos, en dos a cuatro semanas. La ingestion de estos se hace por medio de
consumo de alimentos o aguas contaminadas, los huevos eclosionan en el intestino
delgado cuatro dias posterior a la ingesta, sucede la liberacion de las larvas y se
ubican en la mucosa del ciego y colon proximal; algunas larvas penetran la pared
intestinal y por via hematdégena migran, atraviesan el higado por el sistema porta, y

ascienden por la vena cava inferior para terminar llegando a los pulmones. Algunas
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larvas migran por los vasos linfaticos de las mucosas y por el conducto toracico
terminan llegando a los pulmones; una vez llegan aca, las larvas maduran dentro
de los alveolos durante 10 a 14 dias, pueden ascender por el arbol bronquial hasta

la trAquea, donde se tosen y tragan (18,20).

ﬂ Infective stage

ﬂ Diagnostic stage

IZI Fertilized egg m lz‘ Unfertilized egg
will not undergo

biological development.

Figura 2. Ciclo de vida del Ascaris spp. 1) Los gusanos adultos, cuyas hembras
miden 20 a 35 cm y los machos entre 15 a 30 cm, viven en el intestino delgado. 2)
Una hembra puede producir 200000 huevos por dia, que se eliminan por las heces.
3) Los huevos no fertilizados pueden ingerirse, pero no son infecciosos. Los huevos
fértiles embrionan y se vuelven infecciosos después de 18 dias, esto dependiendo
de varias condiciones Optimas como suelo himedo, calido y sombreado. 4) Después

de tragar los huevos infecciosos, 5) las larvas eclosionan, invaden la mucosa
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intestinal y son transportadas por el sistema porta, 6) luego por la circulacion
sistémica son llevadas a los pulmones. 7) Las larvas maduran aun mas en los
pulmones (10 a 14 dias) y penetran las paredes alveolares, ascienden por el arbol
bronquial hasta la garganta para ser tragadas. 1) Al llegar al intestino delgado se
convierten en gusanos adultos. Tomada de Centers for Disease Control and
Prevention. DPDx: Ascariasis. Available at:

http://www.cdc.gov/dpdx/ascariasis/index.html.

Se sabe que las larvas migratorias de Ascaris inducen una respuesta inflamatoria
local en los pulmones de humanos y de ratones, esta respuesta se ha caracterizado
como una inflamacién de tipo 2. Ademas de las citoquinas caracteristicas de esta
respuesta, se han visto niveles elevados de TNF-a e IL-13. A los 8 dias del inicio de
la infeccion, en el pico de la migracion larvaria, hay una marcada produccion de IL-
6, que se cree puede estar relacionada con un infiltrado neutrofilico (21,22). Ver
figura 3. Cuando las larvas comienzan a abandonar el tejido pulmonar para migrar
de regreso al intestino delgado para completar su ciclo de vida, el infiltrado
neutrofilico es reemplazado por macréfagos que son activados por la via alternativa
(M2) y por eosindfilos, estos juegan un papel en la remodelacion del tejido. Una vez
las larvas regresan al intestino delgado terminan su maduracion y establecen una
infeccidon cronica, la cual se caracteriza por una respuesta especifica a helmintos
profundamente deprimida (11,19). Se cree que, en esta activacion alternativa del
macrofago, el factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF) juega un papel
fundamental en la polarizacién de los macrofagos en el fenotipo protector fomentado
por la via alterna de activacion, ademas la sefializacién de transductor de sefal y
activador de la transcripcion (STAT)3 podria hacer una contribucion no muy bien

conocida para la inmunidad ante los helmintos (23).
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Ascaris infection in naive mice

Lung parenchyma

Figura 3. Repuesta inmune ante el paso pulmonar de Ascaris spp.: se muestra una
primoinfeccion por Ascaris, que al migrar al parénquima se presenta una respuesta
inmunologica polimorfonuclear junto con abundantes cantidades de IL-6, donde el
helminto va penetrando espacios alveolares, generando sangrado a su paso. En el
pulmdén generan una respuesta inflamatoria local de tipo 2, que se caracteriza
inicialmente por IL-5 y posteriormente IL-4 e IL-13; sin embargo, la inflamacién tipo
2 no se estructura como deberia gracias a los mecanismos de inmunoregulacion
propios de los helmintos, lo que permite que sigan con su ciclo de vida emigrando
del tejido pulmonar. Adaptado de: J Clin Invest. 2019;129(9):3686-3701.
https://doi.org/10.1172/JCI127963.

3.2.2. Trichuris trichiura

Las infecciones por Trichuris trichiura ocurren mas comunmente en climas
tropicales, y se estima que un cuarto de la poblaciéon mundial porta el parasito (24).
La infeccién por tricocéfalo cobra tanta relevancia que en las comunidades donde

este parasito esta presente puede afectar al 90% de las personas, pero la mayor
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parte de la carga total de gusanos la lleva menos del 10% (25). Ademas, es comun
gue se observe una coinfeccion con otros geohelmintos como Ascaris lumbricoides,
esto debido a que tanto el Ascaris como el Tricocéfalo se desarrollan en condiciones
similares. Adicionalmente, ambos parasitos tienen su transmision asociada a una
higiene deficiente. Pudiendo infectarse todas las personas, independiente de su
edad, sin embargo, los nifios son especialmente vulnerables debido a un alto riesgo
de exposicion y junto a esa exposicion se cree que la inmunidad protectora parcial

se desarrolla con la edad (26,27).

El ciclo de vida del tricocéfalo comienza con la eliminacion de los huevos no
embrionados en las heces, ver figura 4. En el suelo, los huevos embrionan y se
vuelven infecciosos en 15 a 30 dias. De esta manera infectan los alimentos o el
huésped al exponerse a tierra con los huevos, estos eclosionan en el intestino
delgado y liberan larvas que maduran hasta convertirse en gusanos adultos, una
vez transcurridos dos a tres meses estos se establecen en el ciego y el colon
ascendente, y en infecciones graves, también se pueden encontrar gusanos en el
colon distal y recto (24,28-31). Un gusano adulto mide aproximadamente 4 cm de
largo. Tiene un extremo delgado el cual es el que se incrustara en la mucosa
intestinal y el extremo grueso queda visible en la luz intestinal. Las hembras
comienzan a producir huevos 60 a 70 dias después de la infeccidn, desovando entre
3000 a 20000 huevos por dia; teniendo asi una vida util de uno a tres afios. A
diferencia del Ascaris o el Ancylostoma, el tricocéfalo no tiene una fase pulmonar
(32).
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Figura 4: Ciclo de vida de Trichuris trichiura: 1) Los huevos no embrionados se
eliminas con las heces. 2) En el suelo, los huevos se desarrollan en una etapa de
dos células, 3) una etapa avanzada de escision, 4) y luego embrionan. Los huevos
se vuelven infecciosos en 15 a 30 dias. Posterior a la ingestion, ya sea porque las
manos o los alimentos estan contaminados por tierra, 5) los huevos eclosionan en
el intestino delgado y liberan larvas, 6) que maduran y se establecen como adultos
en el colon. Los gusanos adultos viven en el ciego y el colon ascendente. tomado
de Centers for Disease Control and Prevention. DPDx: Trichuris trichiura. Available

at: http://www.cdc.gov/dpdx/trichuriasis/index.html.
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En areas endémicas la reinfeccion es comun, y puede suceder posterior a la terapia
antihelmintica. La eliminacion adecuada de las heces humanas y las buenas
condiciones sanitarias, sumado a la buena higiene personal, y un lavado cuidadoso
de frutas y verduras cultivadas en areas contaminadas pueden interrumpir la

transmision (33).

3.2.3. Ancylostoma spp.

Las infecciones por anquilostomas son mas prevalentes en los tropicos y regiones
subtropicales (34-36). Esta prevalencia es mas alta en Africa subsahariana,
seguido de Asia y por ultimo América Latina y el caribe (35,36). La infeccion resulta

extrafa en regiones con menos de 100 cm (10000 mm) de lluvia al afio (37).

Hay dos tipos de Ancylostomas que causan infeccion en humanos: el Ancylostoma
duodenale y Necator americanus. Para su transmision se requiere de factores como
la contaminacion fecal humana del suelo, condiciones favorables del suelo para la
supervivencia de las larvas como lo es la humedad, el calor y sombra; y contacto de
la piel con el suelo contaminado (36,38). Debido a esto las personas que caminan
descalzas o con calzado abierto en suelo contaminado corren riesgo de contraer la
infeccion, y personas que habiten areas endémicas, tropas de infanteria y hasta los

turistas de estas zonas son poblacion en riesgo (38).

El ciclo de vida del Ancylostoma comienza con el paso de los huevos de un huésped
adulto a las heces, ver figura 5. Los huevos del gusano eclosionan en el suelo para
liberar larvas rabditiformes que maduran hasta convertirse en larvas filariformes
infecciosas. La infeccion se transmite por la penetracion de las larvas a la piel
humana; tan solo 3 larvas son suficientes para producir la infeccion (39). Una vez
inicia la infeccion en piel, las larvas migran a los vasos sanguineos y son
transportadas hematicamente a los pulmones. Una vez transcurridos 8 a 21 dias de
la infeccion, las larvas penetran los alveolos pulmonares, ascienden por el arbol
bronquial hasta la faringe para ser tragadas, de manera similar a como se menciono

en el ciclo del Ascaris spp. Ademas de la penetracién larvaria percutanea, el cual
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es el principal modo de transmisién, el A. duodenale puede transmitirse también via
oral. Una vez en el intestino delgado, las larvas maduran hasta convertirse en
gusanos adultos y se adhieren a la pared intestinal trayendo como consecuencia el
sangrado (32). Después de la fertilizacién por gusanos adultos machos, las hembras
adultas gravidas desovan en el intestino. Estos huevos se vuelven detectables entre
seis a ochos semanas después de la infeccidbn con N. americanus. La mayoria de
los gusanos adultos se eliminan en uno o dos afos, sin embargo, la infeccion puede

permanecer durante varios afilos mas (40).

Filariform larva
penetrates skin

Rhabditiform larva
hatches

Adults in small intestine

o = Infective stage
Q = Diagnostic stage

Figura 5. Ciclo de vida de Ancylostoma spp.: 1) Los huevos se eliminan en las
heces, y en condiciones favorables, las larvas pueden eclosionar. 2) Las larvas

rabditiformes crecen en las heces o en el suelo, y 3) después de 5 a 10 dias se
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convierten en larvas filariformes, las cuales son infectivas. 4) Al entrar en contacto
con el huésped humano, las larvas penetran la piel y son transportadas por via
hematica hasta los pulmones, penetrando los alveolos pulmonares, posteriormente
ascienden por el arbol bronquial hasta la faringe y son tragados. 5) Las larvas llegan
al intestino delgado, donde residen y maduran hasta convertirse en adultos. Los
gusanos adultos viven en la luz intestinal, donde se adhieren a la pared y generan
sangrado por parte del huésped. Tomado de: Centers for Disease Control and

Prevention. DPDx: Hookworm. http://www.cdc.gov/dpdx/hookworm/index.html.

3.3. Respuesta inmune inducida por helmintos

Al igual que con los alergenos, los helmintos comparten la respuesta inmune de tipo
2, sin embargo, se diferencian en que los helmintos también tienen la capacidad de
inducir una respuesta inmunoreguladora muy fuerte mediada por la IL-10 y otros
mediadores (41). El papel de estas infecciones en enfermedades mediadas por la
respuesta tipo 2 es controvertido, ya que Rodriguez y colaboradores encontraron
una prevalencia reducida de la reactividad de la prueba cutanea en escolares
infectados (42). En contraposicion Alcantara-Neves et al. demostraron que la
infeccion por parasitos podia provocar sibilancias tempranas y podia considerarse
un factor de riesgo de asma en nifios en edad preescolar (43). Con respecto a las
citoquinas pro y antinflamatorias varios estudios se han dado a la tarea de evaluar

coémo se comportan ante las infecciones por geohelmintos (4,44,45).

El estimulo temprano por parte de la presencia de los helmintos a las células
linfoides innatas de tipo 2 (ILC2) es una fuente temprana de IL-13, esto resulta en
una hiperplasia de las células caliciformes, hipercontractilidad del musculo liso, con
un subsecuente aumento de la produccion de moco, esto como primera defensa
para los parasitos (19,46,47). Se ha visto que las infecciones por Ancylostomas en
roedores, como lo son Nippostrongylus brasiliensis, los cuales indujeron la
liberacion de IL-25 e IL-33, que genera un rapido reclutamiento de la ILC2 en el

intestino delgado (48), por otra parte, en el pulmén, ante la infeccibn de N.
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brasilensis las ILC2 se reclutaron de manera dependiente de molécula homologa
del receptor quimioatrayente expresada en células Th2 (CRTH2) y prostaglandina
D2 (PGD2) (19,49). Sin embargo, se considera que esto no muestra un papel crucial
de las ILC2 en la eliminacion del parasito, pero si para perpetrar una inflamacién de
tipo 2 con la produccion de IL-5, IL-13 y la coordinacion de los eosindfilos en el
pulmén (50-52).

Las células de las vias respiratorias pueden detectar alergenos, como el caso de
Ascaris spp. o acaros del polvo domestico (HDM), esto por medio del receptor tipo
Toll 4 (TLR4) (53), que lleva a la liberacion de quimiocinas y citoquinas. Tales como
la linfopoyetina del estroma timico (TSLP), factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), IL-25 e IL-33, las cuales tienen la capacidad
de activar y reclutar otras células efectoras del sistema inmune en el sitio de la
inflamacion (54). Este proceso puede desencadenar la diferenciacion de células T
naive en linfocitos T ayudadores 2 (Th2) CD4+ adaptativas, inducir reclutamiento
eosinofilico, polarizacion de los macréfagos a su activacibon M2 y generar la
hiperreactividad bronquial junto al aumento de la produccién de moco (55,56). En
un estudio de Gazzinelli y colaboradores se observo que, en casos no sensibilizados
a los HDM, el parasito puede generar una inmunomodulacion una vez que migra de
la circulacion al pulmén, sin embargo, cuando el individuo est4 previamente
sensibilizado a los &caros, el parasito llega a un ambiente hostil el cual va a
estructurar r@pidamente una respuesta inflamatoria producida en su mayoria por IL-
33, ademéas con un incremento de eosinodfilos activados, diferenciacion de
macrofagos pulmonares a fenotipo M2 y un incremento en IL-4 e IL-13, acompafiado
de una produccion de moco aumentada (56,57). Ver figura 6.
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Ascaris infection in allergic mice

Figura 6. Comportamiento del sistema inmune en el pulmon ante la infeccién por
Ascaris: se tiene un paciente previamente sensibilizado a acaros del polvo
doméstico, lo que genera que cuando las larvas de Ascaris lleguen, ya haya una
inflamacion tipo 2 establecida, dominada por eosindfilos, o que resulta en una
reduccion del 70% en el numero de Ascaris en su fase pulmonar, ademéas de
detencion del desarrollo larvario, lo que resulta en dafios minimos al parénquima
pulmonar. Tomado de: J Clin Invest. 2019;129(9):3686-3701.
https://doi.org/10.1172/JCI127963.

Se sabe que el eosindfilo es una célula importante en la respuesta de tipo 2 ante los
helmintos, por lo que se ha evaluado en estudios en humanos, y teniendo en cuenta
gue este es un biomarcador tan comunmente usado y de facil obtencion en sangre
periférica, se ha encontrado una correlacién entre la presencia de eosinofilia con la
presencia de infeccion por helmintos (58—61). Por ejemplo, se ha visto en un modelo
murino como ante infecciones por S. stercoralis y otros nematodos, como los
eosinofilos mostraron una elevada expresiéon de CD86, ademas de un aumento en

la produccion de IL-5. Hay que tener en cuenta que, durante las infecciones, los
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eosindfilos han llegado a funcionar como células presentadoras de antigenos y
estimulan los linfocitos T CD4 virgenes, para asi aumentar la produccion de IL-5
(62,63). Otros estudios que muestran el papel del eosindfilo en las infecciones por
helmintos han involucrado modelo murino, con agotamiento de eosinofilos,
utilizando especies knock-out o neutralizacion de IL-5 (64,65). Utilizando estas
técnicas se ha visto la importancia del eosindfilo en la reduccion de carga de
helmintos y la muerte de estos, en especial en aquellas especies que en sus
diversas formas de vida puedan tener migracion a otros tejidos (20,62), como el A.
lumbricoides que en su etapa larvaria puede ascender al parénquima pulmonar (56).

Segun su patogenia una vez que haya un estimulo se secretaran alarminas, las
cuales desembocan en la activacion de células presentadoras de antigenos y los
linfocitos innatos de tipo 2, los que dan el inicio de la secrecién de citoquinas de tipo
2, que posteriormente serd amplificado por los linfocitos Th2, quienes migran al
epitelio afectado por medio de las citoquinas de tipo 2, como la IL-4, IL-5 e IL-13.
Estas citoquinas se encargan del reclutamiento de células efectoras como
mastocitos, basdfilos y eosindfilos, junto a esto ocurre el cambio de isotipo en el
linfocito B para la produccion de inmunoglobulina E (IgE), la cual sera especifica al
alergeno que estimulé esta respuesta (66). Esta IgE cuando es especifica contra
epitopes presentes en antigenos de helmintos puede generar desgranulacion en las
células que median reacciones de hipersensibilidad de tipo I, como lo son basdéfilos
y mastocitos, aunque una parte considerable de la respuesta IgE a helmintos esta
dirigida a epitopes de carbohidratos que no son clinicamente relevantes (67). Llamé
la atencion que en el estudio de Goncales y colaboradores, donde estudiaron la
respuesta inmune ante T. trichiura, encontraron que en general los geohelmintos
estaban en la capacidad de aumentar citoquinas pro y antiinflamatorias y que

confiere proteccion de las sibilancias (4).

En una revision de Briggs y colaboradores, se destaca el rol controvertido de los
helmintos en las enfermedades atopicas, donde hay evidencia que afirma que la
infeccion con parasitos helmintos agrava las enfermedades alérgicas (68). Sin

embargo, otros autores han afirmado que las infecciones parasitarias como la
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Esquistosomiasis y la Ancylostomiasis protegen contra la atopia y el asma (69,70).
Sin embargo, no esta claro como los mecanismos de inmunidad de tipo 2 que
desencadenan cada uno de esos helmintos, en especial la inflamacion pulmonar
por aquellos con fases migratorias por ese tejido pudiera afectar los niveles de
biomarcadores como el FeNO.

3.4. La fraccion exhalada de 6xido nitrico (FeNO) como
indicativo de la inflamacion tipo 2 en las vias aéreas

La fraccion exhalada de 6xido nitrico (FeENO) es un marcador de la inflamacion
pulmonar que revela las concentraciones de 6xido nitrico (NO) producidas por la
oxido nitrico sintetasa inducible (INOS). Esta enzima normalmente regula la
produccion basal de Oxido nitrico (NO), sin embargo, en presencia de altas
concentraciones de IL-4 e IL-13 ocurre una elevacion de los niveles de NO (71). La
INOS se regula por citoquinas inflamatorias, como lo son el TNF-a, IL-1, interferén
gamma (INF-y) y la IL-4, pero la presencia de IL-13 en especial aumenta la
expresion de iINOS y conduce a un aumento en la liberacion de NO en el aire
exhalado (72-75).

Empleando cultivos de células mucociliares se vio que la IL-13 aumenta la expresion
de iINOS de manera dependiente de dosis, este incremento produce directamente
un aumento en la liberacion de NO (72,75). También se ha visto como el INF-y es
suficiente para la induccién de INOS en células epiteliales de la via aérea
respiratoria, y la IL-4 potencia la expresion de iNOS inducida por INF-y en las células
epiteliales mediante la estabilizaciéon del ARNm de iNOS. La estimulacion con INF-
y e IL-4 activa STAT1 y STAT6 en las células epiteliales de la via aérea (76). Ver
figura 7. Por lo que Guo y colaboradores, concluyeron que la combinacion de INF-
y e IL-4 produce el mantenimiento de la expresion de iINOS en el epitelio de las vias
respiratorias humanas a través de la produccion de mediadores solubles y
estabilizacion de ARNm (77).
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Figura 7. Resultados de las citoquinas de tipo 2, la IL-5 que por medio de la via
STAT3 estimula el aumento, diferenciacion, reclutamiento y supervivencia del
eosinofilo; y la IL-13 e IL-4 que por la via STAT6 tienen efectos en la activacion de
células como los mastocitos, el cambio de tipo de inmunoglobulina y por medio de
citoquinas como IL-4 e IL-13 hay un aumento de NO por aumento en la expresion
de la 6xido nitrico sintasa inducible. Al aumentar las moléculas de adhesion esta via

también favorece la quimiotaxis del eosindfilo.

A nivel clinico, el FeNO es un biomarcador no invasivo en el asma, los rangos que
se han determinado en su medicion han variado ya que pueden modificarse en
ciertas regiones geograficas. La medicion se reporta como un valor cuantitativo en
partes por billén (ppb), y se ha propuesto usar puntos de corte en la guia de practica
clinica de la American Thoracic Society (ATS) para la interpretacion de este

biomarcador (78), las cuales son:
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e Un FeNO inferior a 25 ppb en adultos e inferior a 20 ppb en nifios
menores de 13 afios implica la ausencia de inflamacién de tipo 2 en la
via aérea.

e Un FeNO mayor a 50 ppb en adultos o mayor a 35 ppb en nifios
sugiere inflamacion de la via aérea de tipo 2.

e Valores entre 25 — 50 ppb en adultos y 20 — 35 ppb en nifios deben
correlacionarse con la clinica de los pacientes.

e Un aumento de FeNO con un cambio superior al 20% o mas de 25
ppb en adultos y 20 ppb desde un nivel previamente estable sugiere
un aumento de la inflamacién eosinofilica de las vias respiratorias.

e Una disminucion de FeNO superior al 20% para valores superiores a
50 ppb o superior a 10 ppb para valores inferiores a 50 ppb se

considera de relevancia clinica.

El FeNO es un marcador de la via IL-4/IL-13/STAT6, mientras que la eosinofilia es
un marcador de la via IL-5/STAT3 (76). Considerando que ambos componentes
hacen parte de la inflamacion de tipo 2 es esperado encontrar algunas correlaciones
entre estos marcadores (76); adicionalmente se sabe que infecciones por parasitos
helmintos generan una inflamacion de tipo 2, por lo que por medio de este estudio
se planea caracterizar biomarcadores que pueden ser comunes en las vias que se
desencadenan con la inflamacién de tipo 2, ver figura 8, y ver como esta
inflamacion por parasitos puede afectar a pacientes con enfermedades

respiratorias.

29



FeNO

wsEn (. iNOS
° s\ .

IL-13

iLc2 / @

7
‘ ‘ “
\

y

Periostina

IL-5, IL-13 IL=13, IL-5, IL-4

/ IL*4,1L-13
113 = Y
\ NN -‘\\ : A

M IL-5 . >
A

\

N . -f
Musculo lise xr

Eosinofilos Ig-E Loob )
:‘ﬁqé

-~ -

s B-Eos' -'ég.
Periostina ECP: Mastocitos

EDN

3 ©

Figura 8. Se aprecia como por citoquinas de tipo 2, producto de un proceso de
inflamacion adyacente al epitelio de la via aérea, se produce el FeNO vy
paralelamente hay un aumento en el reclutamiento de eosinéfilos, aumento de IgE,

activacion de mastocitos y contraccion del musculo liso.

Duefas et al., en Bogota, Colombia reporté con una cohorte de 61 nifios entre los 6
a los 15 afos de edad, que no hubo correlacion entre FeNO con el puntaje del
cuestionario ACT (Asthma control test), y hubo una correlacion marginal entre los
resultados de la espirometria con los del FeNO (79). En este estudio si bien analizé
la sensibilizacion a los acaros del polvo, en él no se menciond el estado de infeccién
de los participantes, por lo que a hoy no hay una claridad, pese al amplio estudio
que ha habido alrededor del FeNO, si la infeccidon activa por helmintos puede o no

aumentarlo. Este aspecto requiere mas investigacion ya que ha sido reportado en
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el estudio de Cooper et al., que si hay una asociacion entre la infeccion severa por
A. lumbricoides y los niveles elevados de FeNO (OR 1.61 (95%CI 1.07-2.42),
P=0.021) (80).

Por otra parte, De Vivero y colaboradores en un estudio con 57 adultos asmaticos
de la ciudad de Cartagena, expuestos naturalmente a Ascaris, reportaron que no
hubo diferencia significativa en los niveles de FeNO entre sensibilizados y no
sensibilizados a Ascaris, ver figura 9. Aunque el conteo de eosindfilos se vio
aumentado en los sensibilizados (ver figura 9 B), este estudio plante6 la duda de

si la infeccidn activa pudiera alterar los niveles de FeNO (81).
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Figura 9. Comparacion de A) Valores de FeNO (ppb) en pacientes sensibilizados y
no sensibilizados a Ascaris. B) Comparacion entre conteo de eosindéfilos en
pacientes sensibilizados y no sensibilizados a Ascaris Spp. Tomado de De Vivero
M. M. (2021). Type 2 inflammation biomarkers in adult asthmatic patients from a

tropical environment and IgE sensitized to the helminth ascaris.
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4. Hipobtesis

La infeccion activa por parésitos intestinales eleva los niveles del FeNO en nifios.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Comparar los niveles de la fraccion exhalada de 6xido nitrico (FeNO) en poblaciéon
pediatrica parasitada y no parasitada en ambientes rurales, y su relacion con conteo

de eosindfilos.

5.2. Objetivos especificos

- Comparar los niveles de FeNO entre nifios parasitados y no parasitados
de una zona rural del Departamento de Bolivar.

- Evaluar la relacién entre los niveles de FeNO y los conteos de eosindfilos
en sangre periférica entre nifios parasitados y no parasitados.

- Comparar los niveles de FeNO entre nifios sensibilizados con anticuerpos

de IgE contra ABA-1 y nifios no sensibilizados.

6. Metodologia

6.1. Poblacion de estudio

Este estudio fue realizado entre septiembre de 2021 hasta febrero de 2022, en el
marco de pruebas de campo sobre el comportamiento de biomarcadores de
inflamacion tipo 2, como el FeNO vy los eosinéfilos en ambientes tropicales, y esta
avalado por el comité de ética de la Universidad de Cartagena, acta No 128-
14112019 (Anexo 1). La poblacion estuvo conformada por nifios de Santa Catalina,
Colorado y Loma Arena (Bolivar). Fueron nifios de edades entre 6-14 afios, ya que
hemos determinado que a partir de esta edad los nifios estan en capacidad de

realizar las maniobras para la medicién del FeENO. Ademas, basado en estudios
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previos, este rango de edad corresponde a los momentos donde ocurren dinamicas
en los niveles de IgE y conteos de eosindfilos que son de interés para la respuesta
anti-helmintica. (82,83). Los participantes se clasificaron en los siguientes grupos,

ver figura 10:

1. Nifios del entorno rural con infeccion parasitaria diagnosticada por
coprolégico.
2. Nifos del entorno rural con resultado de coproldgico negativo y ausencia de

manifestaciones clinicas de parasitosis intestinal.
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Figura 10. Flujograma para la seleccion de grupos, realizacion de cuestionario

y toma de muestras.

6.2. Criterios de inclusion y exclusion

Para ser incluido en el estudio el nifio debia tener entre 6 a 14 afios, ser residente

del departamento de Bolivar, dar asentimiento y su representante legal haber

diligenciado el consentimiento informado (Anexo 2), antes de la toma de las

muestras biolégicas y realizacién del cuestionario. Los nifios que cumplieron con lo

anterior fueron asignados a uno de los grupos del estudio ver tabla 1. Todos los

nifios fueron valorados por un médico y aparte de las manifestaciones relacionadas

con la presencia de infeccidn parasitaria gozaban de un buen estado de salud.

Tabla 1. Criterios de inclusion para los participantes en los dos grupos del estudio

Grupo 1: Nifios parasitados

Grupo 2: Nifios no parasitados

e Confirmacién de la presencia de
parasitosis intestinal ya sea de
infeccibn por protozoario o
helminto mediante examen

coproldgico.

Niflos sin comorbilidades o
enfermedades infecciosas
virales o bacterianas en el
momento del reclutamiento.

Tener coprolégico negativo y no
haber presentado
manifestaciones clinicas de

parasitosis intestinal.

Los criterios de exclusion fueron tener enfermedad respiratoria o infecciosa

activa, haber presentado sintomas como tos, congestion nasal o fiebre en el
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momento de su vinculacion al estudio; o sufrir de enfermedades crénicas que
resulten debilitantes, tales como inmunodeficiencias primarias o secundarias,

cancer o enfermedades cronicas como diabetes.

6.3. Cuantificacion de los niveles de FeNO
Los niveles de FeNO se midieron empleando el equipo NOBreath v.2 (Bedfont
Scientific, UK), este es un método NO INVASIVO donde el nifio tenia que soplar en
el dispositivo, debidamente calibrado de acuerdo con los protocolos estandarizados
y con el personal debidamente entrenado; empleando una boquilla desechable, la
cual era Unica para cada paciente, siguiendo todos los protocolos de bioseguridad.
El nifio debia hacer la exhalacion por la boca en la boquilla del medidor durante 10-
12 segundos segun la edad del nifio, en 3 ocasiones, si en estos intentos no se
lograba la medicion del FeNO, se realizaria un nuevo intento una vez hayan
transcurrido 10 minutos, si en esta ocasion no se lograba se daria por fallada la
prueba, ver figura 11. Segun una prueba piloto para toma de FeNO realizada por
nosotros, se vio que los nifios mayores de 5 afios podian realizar la maniobra
adecuadamente, adicionalmente por cada nifio se reportaba el promedio de al

menos 2 mediciones.

Figura 11: Estas son las instrucciones por medio de imagenes didacticas que

muestra el monitor, de cédmo el nifilo debe mantener un flujo constante del aire y
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segun la presion con la que se exhale el aliento el “pez” subira o bajara, el fin de
esto es que el ‘pez” se mantenga por el camino de burbujas, el monitor indicara
cuando se haya podido hacer la medicidn o por el contrario cuando toque repetir la
prueba de FeNO.

6.4. Coproanalisis

Para la toma de las muestras de heces se utilizé un recipiente plastico, en el que se
recogié una porcion (1 o 2 gramos) de excrementos para depositar en el recipiente,
proporcionado a las madres de los nifios por los investigadores. Para el andlisis de
las muestras de heces se hizo por medio del coproldgico, para este se empled
solucion salina al 0.85% y tincién con Lugol; en caso de que se hubieran encontrado
parasitos, se hacia una cuantificacion de huevos por medio del método de Kato-
Katz usando un kit comercial (Copro Kit, C&M Medical, Campinas, Brazil). La carga
de helmintos se expres6 en huevos por gramo de heces (h.p.g.). La presencia de
protozoarios, huevos de helmintos o parasitos adultos se consideré diagnostica de

infeccion activa.

6.5. Tomay procesamiento de muestras de sangre

Se tomaron dos muestras de sangre, de 4ml cada una, mediante venopuncién
antecubital (como se toma una muestra normal para examen de sangre de rutina)
de acuerdo con los protocolos estandarizados y con personal debidamente
entrenado. Utilizando agujas de calibre apropiado para nifios que permiten
mantener el acceso venoso, se tomaron en tubos vacutainer con anticoagulante
EDTA. Una de las muestras se emple0 para la realizacion de un hemograma y de
la otra muestra se obtuvo plasma para la medicion de anticuerpos IgE especifica y

se almaceno el “buffy coat” para futuros estudios genéticos.
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6.6. Cuantificacion de eosinéfilos en sangre

Los eosindfilos fueron detectados por hemograma automatizado tipo VI en el
laboratorio clinico de Eduardo Fernandez (Cartagena, Colombia). El resultado se

reportd en células/ul y en porcentaje con respecto a los leucocitos.

6.7. Cuantificacion de IgE especifica para ABA-1

Para determinar si los nifios habian tenido exposicion a Ascaris spp. se evaluo la
IgE especifica contra ABA-1, para ello se realizé un ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA) contra el marcador de infeccion por este nematodo. Para
ello se empled la proteina recombinante y purificada que fue producida en el Instituto
de Investigaciones Inmunoldgicas de la Universidad de Cartagena siguiendo
protocolos previamente estandarizados (84). Se colocé 1ug de proteina por pozo
en buffer carbonato/bicarbonato 64 mM pH 9.6 y se incubd por 17 horas a 4°C en
camara humeda. Se realizaron cinco lavados con 400 ul de PBS-Tween20 al 0.1%
y se bloque6 con PBS-BSA al 1% con Azida de sodio al 0.02% y se incubd durante
3 horas a temperatura ambiente en camara himeda. La incubacion con los plasmas
a analizar se realizd por duplicado durante 17 horas a temperatura ambiente y
posterior a ello los respectivos lavados. Para la preparacion del conjugado de anti-
IgE marcado con fosfatasa alcalina se diluyeron 5 ul de anti-lgE humana marcada
con fosfatasa alcalina (SIGMA A3525) en 20 ml de buffer Tris pH 8.0 (0.05 M — 1%
BSA, MgCI2, 1mM, azida de sodio al 0.02%) para una dilucion 1:4000. Se
adicionaron 100 pl por pozo de esta dilucion y se incubaron por 2 horas a
temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados con 400 pl PBS-Tween 20 al 0.1%.
Luego se agregaron 100 pl por pozo del sustrato que consistia en una dilucién de 1
tableta de pNPP (p-nitrofenil fosfato 15 mg) (SIGMA N2640) en 15 ml de
dietanolamina al 10% MgCI2 0.5 mM pH 9.8 (1 mg/ml) y se incubd la placa a
temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad. Con el objetivo de parar la
reaccion, se agregaron 100 pyl de NaOH 3 N por pozo y se hizo la lectura de la

absorbancia a 405 nm, en el espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan Go).
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Los coeficientes de variacion de los controles interensayo fueron de 15.8% para el
control positivo y 3.57% para el control negativo. El punto de corte para considerar
sensibilizacion a ABA-1 fue de 0.123 tomando la media de los controles negativos

(OD 0.105) més 3 desviaciones estandar (0.018).

e

'JBK\ -

lectura de la
absorbancia a 405 nm,
enel
espectrofotémetro

Figura 12. Representacion esquematica del ELISA para ABA-1.

6.8. Tamafo de la muestra
Este estudio busco refutar la hipétesis nula de que no existe diferencia entre los
niveles de FeNO entre individuos parasitados y no parasitados. Basandonos en las
medias y desviaciones estandar de las mediciones de FeNO obtenidas previamente
por Duefas et al. (79), y por Ardura Garcia et al. (85), se calculé un tamafio de
muestra de al menos 52 individuos por grupo para obtener un poder de 80% con un
error alfa de 5% al detectar un incremento de al menos 30% en los niveles de FeNO
entre un grupo y otro. Por lo anterior en este estudio se reclutaron 103 individuos en
total. Este célculo fue realizado con la herramienta Sample Size Calculator

(https://clincalc.com/Stats/SampleSize.aspx).
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6.9. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando los programas SPSS version
20 (IBM Corp, EE. UU) y GraphPad Prism version 8 (GraphPad Software Inc, EE.
UU). Se compararon variables cualitativas y cuantitativas entre casos parasitados y
controles no parasitados. Los analisis estadisticos para la comparacion de variables
cualitativas (o categéricas) se realizaron mediante la prueba estadistica de Chi
cuadrado o la prueba exacta de Fisher. Para conocer la distribucion de las variables
cuantitativas en cada uno de los grupos del estudio se aplicé la prueba estadistica
de Shapiro Wilk. Para la descriptiva de los niveles de FeNO y conteos de eosindfilos
se expresaron en medias con desviacion estandar o medianas con rango interquartil
dependiendo de la distribucion de las variables (sean paramétricas o0 no
paramétricas respectivamente). Para el analisis de las variables continuas, la
comparacion entre dos grupos se implemento la prueba de t de Student, o la prueba
de Mann-Whitney, segun la distribucién de las variables. Para la comparacion de
mas de dos grupos se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) o la prueba de
Kruskal Wallis segun la distribucion de las variables. Se emplearon los métodos de
correlaciéon de Pearson y Spearman segun la distribucion de los datos para evaluar
la correlacién bivariada entre los niveles de FeNO con: los conteos de eosindfilos y
los niveles de IgE contra ABA-1. Los niveles de FeNO se transformaron segun los
puntos de corte recomendados por la ATS en < 20 ppb como FeNO normal y > 20
ppb como FeNO elevado (78), para realizar andlisis comparativos para variables

categoricas. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de P < 0.05.

7. Resultados

7.1. Caracteristicas de la poblacion

Se realizé un screening de coproldgicos en 103 nifios con edades comprendidas
entre los 6 y los 14 afios, de los cuales, 95 proporcionaron la informacion completa

en los cuestionarios y firmaron el consentimiento informado (Anexo 2), de este
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grupo 95 nifios proporcionaron ademas de la muestra de coprolégico, 93 nifios la
medicion de FeNO y 85 nifios la muestra de sangre periférica (Ver figura 13). Los
nifios participantes fueron reclutados en 3 poblados entre los que se incluyen: Loma
Arena (n=56), Santa Catalina (n=25) y la vereda Colorado (n=14), en el
departamento de Bolivar, Colombia. La media de la edad de los nifios fue de 8.5 +
2 afos, con una distribucion de genero de 43 nifias (45.2%) y 52 nifios (54.7%).
Cabe destacar que la mayoria de los nifios no tenia acceso a acueducto ni a
alcantarillado y vivian en casas de material, con pisos de cemento o plantilla pulida,
y con un promedio de 5.5 personas por casa. Todos reportaron almacenar agua de
consumo en tanques. Ademas, 59 nifios (62.1%) reportaron convivir con perro y 31
nifios reportaron convivir con animales de corral, incluyendo cerdos y gallinas. La
descriptiva de las variables sociodemograficas entre nifios parasitados y no
parasitados se muestra en la tabla 2.

Screening de coproldgicos area rural: n= 103

Datos HC y consentimiento: n=95 Coprolégico: n=95

**Se excluyeron 10 nifios que no

quisieron continuar con el proyecto al . )
momento de la toma de las muestras de pudieron realizar la
sangre maniobra del FeNO

*2 nifios no

FeENO n=93*

Muestra de sangre: n=85**
* Eosindfilos
* ELISA ABA-1

Figura 13. Flujograma de la muestra y total de pacientes que quedaron en el

estudio.
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Tabla 2. Descriptiva de las caracteristicas sociodemograficas entre los nifios no

parasitados y parasitados

No

Variable parasitados Pazﬁflet;(;os P value
(n=28) -
Edad (media + DE) 8.7+1.6 8.3+2.0 0.41
Genero (n, %)
Femenino | 13 (46.4%) 30 (44.8%) 0.63
Masculino | 15 (53.6%) 37 (55.2%)
Poblado (n, %)
Loma Arena | 16 (57.1%) 40 (59.7%) 0.61
Santa Catalina | 9 (32.1%) 16 (23.9%)
Colorado | 3 (10.7%) 11 (16.4%)
Numero de personas en la casa * (media + DE) 57+1.9 6.7+3.3 0.13
Numero de hermanos (media £ DE) 1.7+£1.0 22121 0.23
Tiene inodoro (si, n, %) 24 (85.7%) 55 (82.1%) 0.77
Tiene lavaplatos (si, n, %) 9 (32.1%) 15 (22.4%) 0.22
Tiene nevera (si, n, %) 22 (78.6%) 56 (83.6%) 0.56
Convive con animales (n, %)
Perro | 18 (64.2%) 41 (61.2%) 0.4
Gato | 4 (14.2%) 18 (26.9%) '
Ninguno | 8 (28.6%) 21 (31.3%)
Convive con animales de corral (si, n, %) 9 (32.1%) 25 (37.3%) 0.81
Exposicién pasiva al tabaco (si, n, %) 4 (14.3%) 11 (16.4%) 0.98
Exposicién humo de basuras (si, n, %) 12 (42.9%) 42 (62.7%) 0.075
Tipo de estufa (n, %)
Gas natural | 12 (42.9%) 34 (50.7%) 0.4
Gas propano | 13 (46.4%) 27 (40.3%)
Eléctrica 1 (3.6%) 0 (0%)
Lefia o carbén 2 (7.1%) 6 (9%)
Exposicién al humo de lefia (si, n, %) 17 (60.7%) 47 (70.1%) 0.37
Flujo vehicular (n, %)
Alto (+50 carros/dia) 5 (17.9%) 10 (14.9%) 0.9
Medio (10-50 carros/dia) 4 (14.3%) 9 (13.4%)
Bajo (<10 carros dia) | 17 (60.7%) 40 (59.7%)
Peatonal 2 (7.1%) 8 (11.9%)
Antecedentes de bronquiolitis 0 asma (si, n, %) 11 (39.3%) 22 (32.8%) 0.54
E\lrgjgzj?;oidglzr;asfnados en el Ultimo afio 0.88 +1.07 14+15 011
Numero de episodios de diarrea en el Ultimo afio 0.34 +0.74 0.88 + 1.43 0.07
(media + DE)
Antecedentes de expulsién de parasitos (si, n, %) 18 (64.3%) 53 (79.1%) 0.13

* Nimero de convivientes incluido el nifio
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7.2. Descriptiva de la prevalencia de enfermedades
parasitarias

Del total de 95 nifios con datos de coprolégico, en 67 (70.5%) de ellos se detectd la
presencia de algun parasito intestinal, ya sea helminto (n=16) o protozoo (n=45) o
ambos (n=6). Cabe resaltar que Trichuris trichiura fue el helminto mas prevalente
(n=21), mientras que Ascaris lumbricoides solo se observo en 2 casos, ver tabla 3.
Con relacion a las infecciones por protozoos, el mas prevalente fue Blastocistis

hominis (n=39), seguido de Giardia intestinalis (n=12).

Tabla 3. Prevalencia de infecciones parasitarias en nifios de area rural del
Departamento de Bolivar (Loma Arena, Santa Catalina y Colorado, periodo
septiembre 2021 a noviembre 2021)

Tipo de parasito detectado n (%) hpg (mediana, RIQ) *
Helmintos
Trichuris trichiura 21 (22) 288 (120-2232)
Ancylostoma duodenale 3(3.1) 120 (72-312)
Hymenolepis nana 3(3.1) 168 (72-984)
Ascaris lumbricoides 2(2.1) 948 (72-1824)
Protozoarios
Blastocistis hominis 39 (41) n.a
Giardia intestinalis | 12 (12.6) n.a
Entamoeba coli 4(4.2) n.a
Entamoeba histolitica 6 (6.3) n.a

*Huevos por gramo de heces detectados por el método de Kato-Katz, RIQ:
rango interquartil; n.a: no aplica.

Cabe resaltar que los nifios infectados con helmintos estaban poliparasitados con
protozoarios e incluso con otros helmintos, la coocurrencia de infecciones

helminticas por cada individuo se presenta en la figura 14.
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LAO12 - trichuris trichuria

LAO13 ascaris lumbricoides
LAO19 ancylostoma duodenale
LAO21 hymenoleptis nana
LA028
LAO34 Blastocitis hominis
LAO41 Entamoeba coli
LAO53 Entamoeba hystolitica
LAO56 Giardia duodenalis
LAO59
LAO60
LAO61 0
ST049
STO50
ST085
ST093
ST094
$T095 i
ST097
ST101
ST102
ST076

Figura 14: Distribucion de las infecciones helminticas en la poblacion junto con sus
coinfecciones con protozoos. Cada fila corresponde a un individuo y cada columna

corresponde a una especie de parasito.

En el subgrupo de nifios en los que se obtuvo la muestra de sangre (n=85) se
observé una diferencia significativa en el conteo de eosinéfilos entre nifios
infectados y no infectados con helmintos, (figura 15 A) mientras que no hubo
diferencia significativa en el conteo de eosindfilos entre nifios con y sin infecciones
por protozoos (figura 15 B); La elevacion de eosinodfilos en el grupo de nifios
infectados con helmintos confirmd que este grupo estaba bajo el efecto de los

mediadores caracteristicos de la inflamacion de tipo 2, especificamente de la IL-5.
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Eosinofilos en helmintos y no helmintos Eosinodfilos en protozoos y no protozoos
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Figura 15. Comparacion entre conteo de eosindfilos entre la poblacion parasitada y
no parasitada: A) Se compara el conteo de eosinéfilos entre los nifios con infeccién
activa por helmintos contra los que no tenian presencia de helmintos (P <0.0001).
B) Se compara el conteo de eosindfilos entre los nifios con infeccion activa por
protozoos contra los que no tenian presencia de protozoos (P = 0.43). C) Se
compara el conteo de eosindfilos entre los nifilos con infeccion parasitaria activa
contra los que no tenian presencia de parasitos (P = 0.02). La linea equivale a la
mediana de los valores, las barras de error corresponden a rangos intercuartilicos.
*P<0.05, ** P< 0.001; ns: no significativo.
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7.3. Andlisis comparativo de los niveles de FeNO entre
parasitados y no parasitados

Se analiz6 si la presencia de parasitos intestinales podria influir en los niveles de
FeNO. Se encontro que no hay diferencia significativa en los niveles de FeNO entre
nifos parasitados y no parasitados (P=0.33), ya sean helmintos (P=0.98) o

protozoos (P=0.26), ver figura 16.

Valores de FeNO en parasitados y no parasitados Valores de FeNO en infectados con helmintos y sin helmintos
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Figura 16. Diferencia entre los valores de FeNO en niflos parasitados y no
parasitados: A) Diferencia entre valores de FeNO en nifios infectados por todo tipo
de parasito intestinal y sin ningan parasito. B) Diferencia entre valores de FeNO
entre niflos infectados con helmintos y nifios sin infeccion por helmintos. C)

Diferencias entre nifios con infeccidn por protozoos y sin infeccién por protozoos.
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La linea equivale a la mediana de los valores, las barras de error corresponden a

rangos intercuartilicos; ns: no significativo.

7.4. Correlacion entre los niveles de FeNO y los conteos de
eosinéfilos en nifios parasitados y no parasitados

En el subgrupo de nifios en los que fue posible obtener tanto la muestra de FeNO
como la muestra de sangre en el mismo momento (n=85) se analiz6 la correlacion
entre niveles de FeNO y conteo de eosindfilos en sangre periférica, encontrandose
una correlacion débil significativa (Spearman rho=0.21, P=0.04), ver figura 17.

Correlacion entre valores de FeNO y conteo de eosinofilos en toda la poblacion
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Figura 17. Correlacion entre valores de FeNO y conteo de eosindéfilos en nifios

parasitados.
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7.5. Diferencia entre niveles de FeNO entre sensibilizados y
no sensibilizados al ABA-1

Considerando que estudios previos han descrito una alta prevalencia de infeccion
por Ascaris en esta poblacién (86) y nosotros en esta oportunidad solo detectamos
dos casos de Ascariasis mediante coproanalisis, se procedié a establecer la
exposicion natural a Ascaris lumbricoides mediante la deteccion de IgE especifica
contra un antigeno especifico de Ascaris denominado ABA-1. No se encontr6
diferencia significativa entre los niveles de FeNO entre nifios sensibilizados y no
sensibilizados a ABA-1 (P=0.27), ver figura 18.

Diferencia de FeNO entre sensibilizados y no sensibilizados a ABA-1
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Figura 18. Diferencia en los niveles de FeNO entre nifios sensibilizados y no
sensibilizados a ABA-1. La linea equivale a la mediana de los valores, las barras de

error corresponden a rangos intercuartilicos; ns: no significativo.

7.6. Correlacion entre niveles de FeNO y valores de ABA-1

También se analiz6 si habia alguna relacién entre los niveles de FeNO y los niveles
de IgE contra ABA-1y no se encontré correlacion significativa entre los niveles de
FeNO y los valores de IgE para ABA-1 (Spearman rho=0.081, P=0.46), ver figura
19.
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Correlacion entre niveles de FeNO y valores de IgE para ABA-1
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Figura 19. Correlacion entre niveles de FeNO y valores de IgE especifica para ABA-

1.

7.7. Correlacion entre conteo de eosinéfilos e IgE para
ABA-1

No se encontrd correlacion entre el conteo de eosindéfilos y los niveles de IgE para

ABA-1 en toda la poblacién (r=0.12, P=0.27), ver figura 20.
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Figura 20. Correlacion entre el conteo de eosindfilos en sangre periférica y los

valores de IgE especifica para ABA-1.
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No se encontrd diferencia significativa en los valores de IgE para ABA-1 entre los
nifios parasitados y no parasitados (P=0.06), de igual manera tampoco se encontro
diferencia significativa entre los nifios infectados con helmintos y los no infectados

con helmintos (P=0.07). Ver figura 21.

Valores de IgE para ABA-1 en parasitados y no parasitados Valores de IgE para ABA-1 en infectados con helmintos y no infectados
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Figura 21. Comparacién entre valores de IgE para ABA-1 entre A) nifios parasitados
y no parasitados; B) nifios infectados con helmintos y no infectados por helmintos.
La linea equivale a la mediana de los valores, las barras de error corresponden a

rangos intercuartilicos; ns: no significativo.

7.8. Asociacion de variables sociodemograficas con los
niveles de FeNO

Se hizo la comparacién de los valores de FeNO segun algunas variables del entorno
de los nifios y no se encontrd una asociacion estadistica significativa entre la
presencia de las exposiciones y los niveles de FeNO. Entre estas variables se tuvo
en cuenta el género, la ubicacion de la vivienda, las condiciones en las que vive el
paciente, la convivencia con animales, exposicion al tabaco o a la biomasa, el flujo
vehicular que se maneja frente a la vivienda de cada nifio y también se tuvo en
cuenta antecedentes médicos de los nifios, como la expulsién de parasitos, haber

tenido bronquiolitis 0 haber presentado sibilancias.
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No hubo una diferencia significativa en los valores de FeNO entre nifios y nifias (P=
0.11), ver figura 22.
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Figura 22. Comparacion de valores de FeNO segun el género. La linea equivale a
la mediana de los valores, las barras de error corresponden a rangos intercuartilicos;

ns: no significativo.

Segun la ubicacioén de los nifios tampoco se observo una diferencia significativa, sin
embargo, los nifios de Loma Arena mostraron niveles mas altos y en Santa Catalina
se encontraron niveles de FeNO levemente mas bajos y hay que tener en cuenta
que este pueblo es un poco mas concurrido de automotores que los otros dos, ver

figura 23.
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Figura 23. Comparacion de valores de FeNO de los nifios de Loma Arena (naranja),
Santa Catalina (azul) y Colorado (morado). La linea equivale a la mediana de los
valores, las barras de error corresponden a rangos intercuartilicos; ns: no

significativo.

No se vio una diferencia significativa en los niveles de FeNO segun las condiciones
de hacinamiento del paciente, teniendo en cuenta que se considera hacinamiento

cuando hay mas de 2 personas por habitacion (87). (P= 0.86), ver figura 24.
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Figura 24. Diferencia de valores de FeNO segun las condiciones de hacinamiento
en las que viven los nifios. Teniendo en cuenta que se define como hacinamiento
cuando habitan mas de 2 personas en una habitacién. La linea equivale a la
mediana de los valores, las barras de error corresponden a rangos intercuartilicos;
ns: no significativo.

No hubo diferencia significativa en los valores de FeNO en los nifios que convivian
con animales domésticos en contraste con los que no tenian (P= 0.86). De igual
manera tampoco hubo diferencia significativa entre los valores de FeNO de nifios
gue tenian en su vivienda animales de corral en comparacion con los que no tenian
(P=0.66), ver figura 25.
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Figura 25. Comparacion de los valores de FeNO en los nifios que viven con
animales en casa en comparacion con los que no tienen animales: A) Relacién de
la exposicion a animales domésticos (perro o gato) con los valores de FeNO. B)
Relacion de la exposicién a animales de corral con los valores del FeNO. La linea
equivale a la mediana de los valores, las barras de error corresponden a rangos
intercuartilicos; ns: no significativo.
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No hubo diferencia significativa entre los nifios que habian estado expuestos al
humo de tabaco en contraste con lo que si habian estado expuestos. (P= 0.22).
Tampoco hubo diferencia significativa entre los nifios expuestos al humo de
basuras, (P=0.1). Adicionalmente con respecto a la exposicidon a biomasa, tampoco
hubo diferencia significativa entre los nifios que habian estado expuestos contra los
que no, (P= 0.3). con respecto al flujo vehicular se vio que no hubo diferencia
significativa entre los nifios cuyas viviendas tenian exclusivamente paso peatonal
contra los nifios que tenian un bajo flujo vehicular, (P= 0.25), o paso netamente
peatonal contra los que vivian con un flujo vehicular intermedio-alto, (P= 0.7); pero
si se vio una diferencia significativa entre los nifios que vivian en un entorno con un
flujo vehicular bajo en comparacion con los nifios que se desarrollaban en un

entorno con flujo vehicular intermedio-alto, (P= 0.045), ver figura 26.
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Figura 26. Comparacion de valores del FeNO segun variables de contaminantes a
los que esta expuesto el nifio: A) relacion de la exposicion al humo de tabaco con
valores de FeNO. B) Relacién de la exposicion al humo de basuras con los valores
de FeNO. C) Relacién de la exposicion a biomasa con los valores de FeNO. D)
Relacion de lo concurrido de la vivienda del nifio con los valores de FeNO. La linea
equivale a la mediana de los valores, las barras de error corresponden a rangos

intercuartilicos; * P< 0.05, ns: no significativo.

Segun los antecedentes médicos, los nifios con antecedente de bronquiolitis no
tuvieron diferencia significativa en los niveles de FeNO comparados con los nifios
gue no tuvieron bronquiolitis, (P= 0.75). Tampoco hubo diferencia significativa entre
los nifios que alguna vez han presentado sibilancias en comparacion con los que
dicen jamés haber presentado un episodio de sibilancias, (P=0.15). Y con respecto
a los antecedentes de infecciones intestinales por parasitos se ve que no hay una
diferencia significativa entre los nifios en los que se ha reportado que alguna vez
expulsaron parasitos en comparacion con los que dicen jamas haber expulsado

parasitos, (P= 0.36), ver figura 27.
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Valores de FeNO segun antecedente de expulsion de parasitos
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Figura 27. Comparacion de los valores de FeNO segun antecedentes médicos que
puedan alterar la respuesta tipo 2: A) relacion del antecedente de bronquiolitis con
los niveles de FeNO. B) Relacion del antecedente de haber presentado alguna vez
un episodio de sibilancia con los valores de FeNO. C) Relacién de alguna vez haber
expulsado un parasito intestinal con los valores de FeNO. La linea equivale a la
mediana de los valores, las barras de error corresponden a rangos intercuartilicos;

ns: no significativo.

7.9. Analisis comparativo de FeNO normal y FeNO elevado
segun la presencia de parésitos intestinales

Considerando que algunas guias internacionales han determinado que en nifios un
valor de FeNO por encima de 20 ppb no es algo normal y puede considerarse
elevado (78), se hizo una estratificacion de los nifios de este estudio entre aquellos
con FeNO normal (n = 73) y FeNO elevado (n = 11) para evaluar su relacion con las
parasitosis empleando otros métodos de andlisis para variables categéricas. No se
encontré diferencia en la distribucion de nifios con FeNO elevado entre parasitados
y no parasitados (y2 = 0.08, P = 0.77), ni entre infectados con helmintos y no
infectados (Fisher P = 0.27), tampoco entre infectados y no infectados con
protozoos (x2 =0.94, P =0.33), Ademas, tampoco hubo diferencia significativa entre
sensibilizados y no sensibilizados a ABA-1 ( x2 = 1.23, P = 0.26). Por ultimo,

tampoco hubo diferencia significativa entre niflos con valores normales de
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eosinofilos en sangre en comparacion con eosinofilia ( x2 = 0.002, P = 0.96), ver
tabla 4. Estos deben considerarse unos analisis exploratorios ya que el nUmero de
observaciones no es suficiente para probar o refutar que los niveles de FeNO
elevado no difieran entre esos grupos.

Tabla 4. Comparacion de valores cualitativos de FeNO con resultados de
coprologicos, resultados de sensibilizacion a ABA-1, y valores cualitativos de
eosindfilos.
Variable FeNO cualitativo P value
Normal n (%) | Elevado n (%)
Parasitado
No infectados 23 (31.5) 3(27.3) 077
Infectados 50 (68.5) 8 (72.7) )
Helmintos
No infectados 53 (72.6) 10 (90.9) 0.27
Infectados 20 (27.4) 1(9.1) )
Protozoos
No infectados 38 (52.1) 4 (36.4) 0.33
Infectados 35 (47.9) 7 (63.6) )
Sensibilizados a ABA-1
No sensibilizados 46 (63) 5 (45.5) 0.26
Sensibilizados 27 (37) 6 (54.5) )
Eosindfilos
Normales 26 (35.6) 4 (36.4) 0.96
Elevados 47 (64.4) 7 (63.6) '

8. Discusion

Mucho se ha discutido sobre la posibilidad de que la polarizacién de la respuesta
tipo 2 que inducen los helmintos en ambientes tropicales pueda influir en los
resultados de algunos biomarcadores de inflamacion tipo 2 que se usan
normalmente en la evaluacion clinica de los pacientes alérgicos. Un estudio reciente
realizado en Ecuador mostrd que la infeccion severa por Ascaris spp., Se asocia
significativamente con niveles elevados de FeNO (88). En este estudio nosotros
realizamos un analisis exploratorio de los niveles de FeNO en nifios de un area rural

y se encontré que no hubo diferencia significativa en los niveles de FeNO entre
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nifios con infeccién activa por parasitos intestinales y controles no infectados. Cabe
destacar que en este estudio solo se encontraron dos casos de nifios que tenian
infeccion activa con Ascaris spp. ya que la mayoria de la poblacion estaba infectada
por protozoos y de los casos de infeccion por helmintos el mas prevalente fue
Trichuris trichiura (ver tabla 3y tabla 5).

Tabla 5. Nifios parasitados con infecciones helminticas que tienen fase pulmonar.
Lo Tipo de Infeccion Nivel de FeNO Contqo_de
Caodigo (hpg) (ppb) eosinofilas
(cell/ul)
LAO12 A. lumbricoides (72) 16.5 1090
ST095 A. lumbricoides (1824) 19.5 600
ST093 A. duodenale (72) 4 1930
ST094 A. duodenale (312) 12 760
ST101 A. duodenale (120) 18.5 1450
Cabe aclarar que todos estos nifios tenian coinfeccion con T. trichiura.

La respuesta inducida por Trichuris spp. pudiera considerarse sistémica, ya que se
detect6 una elevacion significativa en el conteo de eosindfilos en sangre periférica
en los nifios que tenian infeccion por este parasito, comparado con los nifios no
infectados por helmintos (ver figura 15A). Esta elevacion de los eosinofilos
corresponde a la induccion de eosinofilopoyesis por incremento de IL-5, y esta de
acuerdo con hallazgos en adultos en los que la administracion experimental de
huevos de Trichuris suis induce eosinofilia en sangre periférica (89). Existen incluso
reportes de que la infecciébn por Trichuris trichiura, pese a no tener una fase
pulmonar puede generar una respuesta de infiltrados eosinofilicos a nivel pulmonar

en sus etapas de desarrollo (90).

Nuestros resultados sugieren que esa activacion de la respuesta tipo 2
desencadenada por el tricocéfalo y capaz de inducir eosindfilia, no es suficiente para
generar un aumento de la expresion de la INOS a nivel pulmonar y elevar el 6xido
nitrico exhalado, ver figura 28. Estos hallazgos también sugieren que estas dos

vias tienen efectos independientes y que la respuesta de la eosinofilia es producto
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de la IL-5, a diferencia del aumento de la expresiéon de la iINOS que es producto de
la IL-4 e IL-13.

Trichuris trichiura

IL-4,
L5 IL-13
Eosindfilos Epitelio respiratorio

Figura 28. Representacion esquematica de la respuesta sistémica a T. trichiura, y

como resultado la eosinofilia, sin aumento de FeNO.

Considerando que solo se analizaron casos de infeccion por Trichuris spp. no se
puede descartar que otras infecciones helminticas severas con fase pulmonar
durante su ciclo de vida, como la ascariasis o la Ancylostomiasis (ver tabla 5),
pudieran afectar las mediciones de FeNO. Aunque solo tuvimos 5 nifios con este
tipo de infeccién en nuestro estudio, se pudo observar que todos tenian niveles de

FeNO dentro de parametros normales (ver tabla 5). No sabemos si durante el
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momento exacto de la migracién larvaria a través del pulmén se modifiquen estos
niveles, pero al momento de nuestra observacion, aunque los niveles de FeNO eran
normales, ellos si tenian eosinofilia (ver tabla 5). Otro aspecto para considerar es
si el nivel de infeccion encontrado en esta poblacion (predominantemente leve

segun el Kato Katz) es capaz de modificar los niveles de FeNO.

Para poder evaluar si la exposicion a Ascaris spp. estaba asociada a los niveles de
FeNO comparamos sus valores entre nifios sensibilizados y no sensibilizados a
ABA-1, el cual es un marcador especifico para infeccion por Ascaris spp. A pesar
de que en el coproanalisis solo se detectaron 2 casos de infeccidn activa por Ascaris
spp., el analisis de serologia revelé que 33 nifios tenian anticuerpos de IgE
detectables contra ABA-1, lo que equivale a un 38% de las muestras analizadas.
Sin embargo, se encontré que no hubo diferencias en los niveles de FeNO entre
niflos sensibilizados y no sensibilizados a ABA-1. Cabe mencionar que la medicién
de serologia evalla la exposicion presente y pasada, y no puede compararse con
la evaluacion de un coprologico que representa la infeccion activa. Nuestros
resultados sustentan que no hay relacién de FeNO con niveles de IgE contra ABA-
1, y reproducen observaciones previas de nuestro grupo de investigaciéon donde no
se encontraron diferencias en los niveles de FeNO entre adultos sensibilizados y no
sensibilizados a Ascaris spp. (81). También se analizé si habia diferencia en los
niveles de FeNO en aquellos nifios que reportaron haber expulsado lombrices y
aguellos que no, y tampoco se encontraron diferencias (Figura 27 y tabla 5).

Otro hallazgo interesante de este estudio es que se observd correlacion débil,
aunqgue significativa entre los conteos de eosinéfilos en sangre periférica y los
niveles de FeNO (ver figura 17). Aunque muchos estudios han reportado
correlaciones mas fuertes y significativas de los niveles de FeNO y eosindfilos en
sangre periférica, hay que aclarar que esas correlaciones fueron detectadas en
pacientes alérgicos (91-98). En este estudio hubo 33 nifios que reportaron haber
tenido sibilancias en alguin momento de su vida, aunque no se detectaron
diferencias en el FeNO entre sibilantes y no sibilantes. De conjunto los resultados

de este estudio sugieren que hay correlacion débil entre los conteos de eosindfilos
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y los valores de FeNO en nifios de un ambiente rural, pero no hay asociacion entre
los niveles de FeNO ni con el estado de infeccion parasitaria ni con el antecedente

de sibilancias.

9. Conclusiones

No hay diferencias en los niveles de FeNO entre nifios con infeccion activa

por Trichuris trichiura y nifios no infectados.

e Hay una correlacion positiva débil entre los niveles de FeNO con el conteo
de eosinofilos en nifios de un area rural.

e No hay diferencia en los niveles de FeNO entre nifios sensibilizados y no
sensibilizados a ABA-1.

e La respuesta inducida por T. trichiura, aunque tiene efecto sobre los

eosindfilos parece no ejercer efectos en la produccién de o6xido nitrico

exhalado en el pulmon.

10. Limitaciones

Consideramos este estudio de caracter exploratorio, dado la limitacion del tamafio
de la muestra, ya que debido a su niumero reducido no se obtuvo el poder necesario
para refutar o confirmar las relaciones entre las variables. Asi mismo no se
obtuvieron grupos con un numero similar de individuos que permitieran analisis con
observaciones equiparables; o suficientes observaciones que permitieran realizar
analisis de regresidn y ajustes por varias covariables. Adicionalmente, no se contd
con una muestra representativa de nifios con helmintiasis que tuvieran fase
pulmonar, como la Ascariasis 0 la Ancylostomiasis y asi poder definir si estas
infecciones pudieran alterar los valores de FeNO tal y como ha sido reportado para
la Ascariasis por otros grupos (5). Considerando que se analiz6 la IgE contra ABA-

1y conociendo que existe restriccibn HLA en la respuesta contra esta molécula (99—
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101), es posible que algunos individuos expuestos a Ascaris spp. no hayan sido
detectados por el coprolégico ni por la serologia. Varios estudios sustentan la
disparidad entre los hallazgos de coproldgico y serologia (102), y en este contexto
rural, es importante considerar métodos de concentracion u otro tipo de pruebas
moleculares, que permiten aumentar la sensibilidad del coprolégico. Por motivos
gue desconocemos se encontraron muy pocos casos de Ascariasis y eso limito los
analisis que se tenian pensados inicialmente, por lo que se necesita recalcular y
ampliar el screening de coproldgicos para poder obtener una muestra adecuada. Es
posible que los pocos casos observados de infeccion por Ascaris spp. sean
resultado de la distribucion de esta infeccidén en nifios de menor edad (103), que no
fueron incluidos en este estudio, ya que no tenian la edad necesaria para realizar la
maniobra para la medicién de FeNO. Por otra parte, nosotros incluimos los conteos
de eosinofilos como un marcador de la inflamacion de tipo 2, mediado por la IL-5,
pero no se evaluaron otros biomarcadores como la IgE total o la periostina, que son

mas indicativos de la via IL-4 e IL-13.

11. Perspectivas futuras

e Se necesita continuar reclutando nifios del entorno rural hasta completar una
muestra apropiada para la comparativa de niveles de FeNO entre parasitados
y no parasitados, incluyendo un nimero suficiente de casos de helmintiasis

con fase pulmonar.

e Se necesita perfeccionar los métodos de diagndstico de parasitosis,
incluyendo la realizacion de coprologicos seriados durante una franja de
observacion en el tiempo, asi como implementar métodos de concentracion
o tinciones, que mejoren la identificacion de los microorganismos, y en

especial que ayuden a confirmar que existe Trichuriasis sin Ascariasis.
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e Seria interesante poder evaluar si los nifilos de un entorno urbano tienen
niveles de FeNO que sean equiparables a los del entorno rural, y
adicionalmente también enriqueceria el estudio evaluar nifios con
diagnésticos de enfermedades alérgicas, tales como asma o rinitis alérgica,

y ver sus efectos sobre los niveles de FeNO.
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EL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES
DE LA UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

HACE CONSTAR

Que, el proyecto fitulado “Estudios sobre la patogénesis del asma en el trépico:
oportunidades de generacién de conocimientos e Innovacién en blomedicing”,
presentado por Llvis Coaraballo Gracla, docente Adscrito al Instituto de
Investigaciones Inmunolégicas de la Universidad de Cartagena, ha sido revisado y
avalado en sus componentes élicos e instumentos a emplear, teniendo en
cuenta que se ajusta a los requerimientos de los referentes éticos contemplados
en la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud y por no tratarse de un
proyecto relacionado con ensayos clinicos farmacolégicos, se omite el
requerimiento contemplado en la resolucion 2378 de 2008,

El presente proyecto requiere formato de Consentimiento Informado, de acuerdo
ol rlesgo inherente, segin la interpretacion del articulo 11 de la resolucion 08430
de 1993, fol como consta en el Acta N° 128 del Comité de Etica en
Investigaciones con fecha 14/11/2019.
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Anexo 2

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION:

“EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LAS INFECCIONES PARASITARIAS SOBRE
LOS NIVELES DE BIOMARCADORES Y LA EXPRESION DE MOLECULAS DE
SUPERFICIE EN LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN HUMANOS”

Apreciado participante: Invitamos a su hijo (a) a participar en un estudio de investigacion
realizado por el Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas de la Universidad de Cartagena.
Lea cuidadosamente la informacion que se presenta a continuacién y pregunte al médico
investigador sobre cualquier duda que tenga al respecto. Con la informacién que le
brindamos, usted podra decidir libremente si su hijo (a) participa 0 no participa en este
estudio. Su decision de no participar no afecta de ninguna manera su relacion con nosotros
y los servicios que pudiéramos prestarle.

Aclaraciones para entender lo que se propone en este estudio. Para entender lo que le
explicamos a continuacion, es necesario que usted conozca o recuerde algunos conceptos.

e El asma es una enfermedad que se debe a una reaccion exagerada de las vias
aéreas a diferentes sustancias o agentes infecciosos presentes en el ambiente.

¢ Las helmintiasis intestinales son enfermedades causadas por parasitos que pueden
causar varios problemas de salud entre los cuales tenemos la anemia, desnutricion,
retraso en el crecimiento entre otras.

e Ambas enfermedades inducen cambios en el sistema inmune que llevan a la
inflamacién alérgica. Para estudiar la inflamacién que tienen las personas con el
asma o las helmintiasis se pueden hacer examenes de sangre, pero todavia se sabe
poco sobre los cambios que ocurren en las células del sistema inmune cuando estas
enfermedades coexisten. Por esto es necesario realizar investigaciones sobre este
tema, para entender mejor como la relacion entre estas enfermedades puede afectar

la expresion de moléculas y la funcién del sistema inmune.

¢Cual es el objetivo del estudio? El presente estudio se realiza con el propoésito de
realizar un analisis comparativo de biomarcadores (sustancias que indican la presencia o
actividad de una enfermedad) para estudiar como se modifican en el asma y en las

helmintiasis. Su participacion en este estudio permitirA mejorar nuestros conocimientos
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sobre la respuesta inmune en esas enfermedades y en el futuro ayudar a desarrollar
herramientas para diagnosticar y tratar mejor a los pacientes con esas enfermedades.
¢Por qué he sido seleccionado para participar? Su hijo (a) ha sido seleccionado para
participar en este estudio por tener el diagnostico o los factores de riesgo de una de las
enfermedades mencionadas: asma o helmintiasis, o por ser un control sano que permitira
complementar la comparacién de los niveles de biomarcadores.

¢, Qué procedimientos se van a realizar? La mayoria de los procedimientos del estudio
hacen parte del conjunto de exdmenes que comunmente se solicitan en pacientes con asma
o helmintiasis, como lo es la muestra de sangre o el coprolégico.

Durante una consulta de primera vez el medico investigador segln sus antecedentes y
sintomas actuales identificara su perfil de paciente o control y los criterios de posible ingreso
al estudio.

Luego de ser identificado como posible participante del estudio, el médico investigador le
informar& todo sobre el estudio y aclarara sus dudas, ademas recopilara la firma de este
consentimiento informado como su autorizacion para el registro y el uso de sus datos
médicos y de los resultados de los examenes realizados.

Toma de muestra de sangre: A su hijo (a) se le tomardn muestras de sangre mediante
venopuncién antecubital (como se toma una muestra normal para examen de sangre de
rutina) de acuerdo con los protocolos estandarizados y con personal debidamente
entrenado. Se tomaran las muestras en tubos con anticoagulante para la obtencién de
plasma y para evaluacién de marcadores sobre las células mediante citometria de flujo.
Este es un procedimiento minimamente invasivo de riesgo minimo.

Medicién de la fraccion exhalada de 6xido nitrico: A su hijo (a) se le realizaran
mediciones de la fraccion exhalada de 6xido nitrico (FeNO), las cuales se hacen mediante
UN METODO NO INVASIVO donde el nifio sopla en un dispositivo debidamente calibrado
de acuerdo con los protocolos estandarizados y con el personal debidamente entrenado.
Para esto se emplea el medidor de FeNO NOBreath v.2 (Bedpoint Scientific) y una boquilla
desechable, la cual es Unica para cada paciente y siguiendo todos los protocolos de
bioseguridad.

Coproldégico: A su hijo(a) se le analizaran las heces fecales para observar si tiene la
presencia de parasitos intestinales. Para recoger las muestras de heces se le entregara a
usted un recipiente plastico, donde usted debe colocar una parte de los excrementos de su
hijo(a) y entregarlo a los investigadores debidamente marcado y sellado. Este es un

procedimiento no invasivo, sin riesgo.
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¢Tendra algun costo mi participacion en el estudio? Su participacion en este estudio no
le generard ningun costo. El costo del estudio serd financiado en su totalidad por recursos
proporcionados por el Ministerio de Ciencias de la Republica de Colombia y la Universidad
de Cartagena.

;Pueden contactarme en un futuro? En caso de necesitar informacién adicional lo
contactaremos via telefénica; es importante que se comprometa a dar informacién veridica
y actualizada.

¢, Como puedo obtener informacién adicional o resolver inquietudes concernientes a
mi participacion en este estudio? Si usted posteriormente tiene alguna inquietud puede

escribirnos al correo electrénico nacevedoc@unicartagena.edu.co 0 al correo

jramirezc4@unicartagena.edu.co o0 llamarnos al teléfono 3135697231.

¢, Quién tendra acceso a mi informacién médica? Toda la informaciéon que usted
suministre y los resultados de sus exdmenes médicos son confidenciales y no seran
divulgados en publico, sus datos de identificacion seran almacenados por medio de un
sistema de cddigos y estaran encriptados. Esta informacion hace parte de la reserva
profesional de los trabajadores de la salud e investigadores del estudio. Las muestras
obtenidas se guardaran de forma adecuada para su procesamiento en el Instituto de
Investigaciones Inmunoldgicas de la Universidad de Cartagena y conservadas durante 15
afios bajo supervision de los doctores Nathalie Acevedo y Luis Caraballo, cumpliendo este
plazo serén descartadas y no seran utilizadas para fines distintos a los descritos en este
documento.

¢Qué pasa con el resultado de mis pruebas? Usted recibird de manera personal o por
correo electrénico el reporte de los resultados de la prueba de funcion pulmonar (FeNO) y
los resultados del hemograma y coprolégico de su hijo(a). Los resultados moleculares no
tienen fines diagndsticos sino solo fines de investigacién, por tanto, usted no recibira estos
resultados. Toda la informacion obtenida del analisis de sus muestras ser& estrictamente
confidencial y una vez tomadas los tubos seran codificados por nimeros de tal manera que
el personal de investigacion no tendra acceso a sus datos personales.

¢Qué riesgos tiene la toma de muestras? Las muestras para la medicién de FeNO y de
coprolégicos no conllevan ningun riesgo considerando que son métodos no invasivos donde
se emplearq material desechable y se aplicaran todos las medidas de bioseguridad e
higiene. La toma de muestra de sangre puede causar un pequefio hematoma y es

considerado un procedimiento de riesgo minimo.
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¢Tendré que tomar algin medicamento para el estudio? Su hijo(a) no tendra que tomar
ninglin medicamento prescrito por los investigadores para ingresar, ni durante ni después
de la realizacion del estudio. Solo tomara los medicamentos prescritos por su médico
tratante de forma crénica y ambulatoria.

¢,Cudl es el primer paso a seguir si acepto participar? Si usted acepta que su hijo(a)
participe en el estudio le realizaremos una breve valoracion e interrogatorio (no mayor a 15
min) a fin de verificar criterios para su inclusion, después de este interrogatorio se decidira
su participacion o no en el estudio. Que usted sea excluido no significa un mejor o peor
estado de enfermedad.

¢, Qué pasa si no deseo participar en el estudio? La participacion de su hijo (a) en el
estudio es voluntaria, si usted decide que el nifio(a) no participe o desea retirarlo en algun
momento, esto no ocasionara la perdida de ningun beneficio al que ya tiene derecho ni
afectard su atencion medica habitual.

¢ Qué beneficios tiene usted por participar en el estudio? No recibira ningln beneficio
directo, sin embargo, su hijo(a) podra tener acceso a los examenes de laboratorio que
evallan su salud y a recibir concepto y orientacion de los médicos investigadores acerca

de su condicion.

En caso de aceptar la participacion en el estudio recibira una copia de este
documento.

He leido y entendido esta informacién y todas mis preguntas han sido contestadas.

Doy mi consentimiento de forma libre y voluntaria para que mi hijo (a) participe en

este estudio.

Este consentimiento no inhibe el derecho que tiene mi hijo(a) de ser informado(a)
suficientemente y comprender los puntos mencionados previamente y a ofrecer su asentimiento
informado para participar en el estudio de manera libre y espontanea, por lo que entiendo que
mi firma en este formato no obliga su participacidn.

ACEPTACION

Por favor marque con una “X” en caso de que acepte o no acepte lo siguiente:

Autorizo a los investigadores del estudio “EVALUACION Acepto No acepto
DE LOS EFECTOS DE LAS INFECCIONES PARASITARIAS
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SOBRE LOS NIVELES DE BIOMARCADORES Y LA
EXPRESION DE MOLECULAS DE SUPERFICIE EN
LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN HUMANOS”
para:

Realizar los procedimientos descritos en este documento,
necesarios para la realizacion del estudio de investigacion.

Almacenar mi material bioldgico y utilizarlo para investigar
los mecanismos que predisponen a las enfermedades
alérgicas y sobre como las parasitosis influyen en la
respuesta inmune.

Almacenar mis datos personales y clinicos de manera
confidencial.

Enviar mis muestras biolégicas al extranjero para ser
analizadas por tecnologias no disponibles en el pais o en
colaboraciones con investigadores de otros paises.

Es posible que como resultado de esta investigacién se generen nuevas preguntas, que deben ser
resueltas mediante nuevos estudios en Colombia o en colaboracién con otros centros académicos
nacionales o internacionales

Solicitamos que usted autorice:
1. Elalmacenamiento de las muestras bioldgicas recolectadas en este estudio.

Si No

2. Que las muestras sean utilizadas en nuevos estudios.

Si No

3. Que las muestras sean utilizadas en estudios colaborativos con otras instituciones.

Si No

5. Que lainformacion originada de este estudio sea compartida de forma anénima en bases de
datos (repositorios) de resultados cientificos siguiendo la regulacion internacional vigente de
proteccion de datos.

Si No
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FIRMAS

Nombre del nifio (a)

No del documento de identidad

Firma del padre o la madre y del tutor o acudiente legal
Nombre
CcC

Direccion

Teléfono

Testigo 1 Testigo 2
Nombre Nombre

CC CC

Relacién con el paciente Relacién con el paciente

Teléfono Teléfono

Medico investigador que administra el consentimiento informado

Nombre Firma
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