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1. Introduccion






Introduccion

1.1. Eosinofilia. Conceptos generales

La eosinofilia es un dato relativamente frecuente en la practica clinica. Su
importancia radica en dos aspectos principales: diagnésticos y patogénicos. Asi, desde
un punto de vista diagndstico, la deteccidn de eosinofilia sugiere la presencia de
diversas entidades. Por otro lado, en algunas circunstancias, la liberacién de productos
de estos leucocitos se asocia a lesiones tisulares.

En este apartado revisaremos inicialmente el concepto de eosinofilia, indicando
sus limitaciones y nomenclatura. En un segundo apartado se consideran, de forma
detallada, las principales causas de eosinofilia agrupadas desde un punto de vista
practico. Finalmente se consideran los principales aspectos terapéuticos, haciendo
especial énfasis en el manejo de los antihelminticos y en el tratamiento de la eosinofilia

idiopatica.

1.1.1. Concepto y limites

Se considera que existe eosinofilia cuando el nimero total de eosinofilos
circulantes en sangre periférica es significativamente superior al presente en la
poblacion normal. Los valores descritos por diferentes autores son muy variables,
oscilando entre 350 y 700/uL. Asi, en el limite bajo, Rothemberg considera como limite
para definir esta situacion el de 350 eosinéfilos/uL (1), mientras que Bridgen considera
que existe eosinofilia a partir de 700 /uL (2). De cualquier forma, la mayor parte de
autores consideran que existe eosinofilia cuando el nimero de eosindfilos es igual o
mayor a 450/uL(3, 4).

Sin embargo, este valor numérico debe ser matizado en relacion con los datos
clinicos, ya que algunos farmacos o diferentes situaciones (tanto fisiolégicas como
patologicas) pueden modificar esta magnitud. Entre los factores fisiologicos que
influyen en el niumero de eosinéfilos circulantes se encuentran los siguientes: la hora del
dia en la que se realice la extraccion de la muestra, la edad, el sexo, y el embarazo. A
modo de ejemplo, la variacion diaria del numero de eosinodfilos puede ser de hasta un
40%, mayor por la noche que por la mafiana, en relacion con el ritmo circadiano de
corticoides. También influye en esta magnitud el empleo de fdrmacos (p. €j. adrenalina,
3-bloqueantes o corticoides), que puede modificar de forma notable el nimero de

eosindfilos (hasta en un 30%). Por ultimo, la presencia de infecciones agudas
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(principalmente viricas, bacterianas o protozoarias, especialmente la malaria) puede
disminuir transitoriamente el niumero de eosindfilos circulantes, reapareciendo los
valores basales una vez resuelto el problema infeccioso que ocasion6 este descenso. Es
importante insistir en que una infeccion no helmintica puede llevar, de forma transitoria,
a ‘“normalizar” valores de eosindfilos muy elevados. Esta circunstancia puede
observarse, en la préctica, en situaciones de patologia importada (especificamente en el
paciente con malaria), en las que, una vez resuelta la infeccion protozoaria, se detecta

eosinofilia.

1.1.2. Grados de eosinofilia

En la practica clinica, se acepta que el nimero total de eosinofilos tiene valor en

la orientacion diagnostica.

Sin embargo, no existen trabajos rigurosos en los que se relacione el grado de

eosinofilia con los determinados agentes etioldgicos.

De cualquier forma, la mayor parte de los autores emplean como puntos de corte
los valores de 1000 y 3000/uL para definir 3 grados de eosinofilia. Asi, se consideraria
eosinofilia leve entre 450 y 999 eosinéfilos/pL; eosinofilia moderada entre 1000 y 2999
eosinofilos/uL y eosinofilia intensa cuando las cifras de eosinofilos superen los

3000/pL (4).

1.1.3. Significado clinico de una eosinofilia

Una regla practica indica que la deteccion de eosinofilia en una persona que
proceda o haya viajado a una region tropical debe hacer pensar en primer lugar en
causas infecciosas, mientras que en una persona que no haya presentado este dato
epidemioldgico deben descartarse otro tipo de causas (inmunoldgicas, farmacologicas,
neoplasicas o endocrinas). Una situacion especial aparece en los pacientes infectados
por el VIH, tanto debido a la propia naturaleza de la infeccion como a los farmacos
utilizados en su control o a la presencia de enfermedades asociadas. Por ello, de forma

operativa podemos distinguir tres situaciones diferentes en un paciente con eosinofilia:
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1.1.3.1. Eosinofilia en el paciente autoctono no infectado por VIH

En nuestro pais, las principales causas pueden incluirse en siete grupos (tabla
1.1): (i) farmacolégicas. (ii) alérgicas, principalmente reacciones de hipersensibilidad de
tipo 1. (iii) inmunoldgicas no alérgicas. (iv) neoplasias. (v) alteraciones endocrinas y

metabolicas. (vi) parasitarias. (vii) trastornos idiopaticos.

Tabla 1.1 Farmacos relacionados con eosinofilia

Farmacos empleados en infecciones

Penicilinas

Cefalosporinas

Glucopéptidos

Sulfamidas (Cotrimoxazol)

Tetraciclinas (sobre todo Minociclina)

Quinolonas (descrita en Ciprofloxacino y Norfloxacino)
Antituberculosos ( sobre todo Rifampicina y Etambutol)
Nitrofurantoina

Antimalaricos (sobre todo Fansidar®, excepcionalmente cloroquina)

Farmacos empleados en enfermedades cardiovasculares
Inhibidores de la ECA (efecto de clase)

Espironolactona

Diltiacem

Quinidina

Alfa metil dopa

Farmacos empleados en enfermedades neurolégicas
Antipsicéticos (clorpromazina, olanzapina)

Antidepresivos ( imipramina, desimipramina, trazodona,triptéfano[sindrome
eosinofilia/mialgia])

Anticonvulsivantes ( difenilhidantoina, carbamacepina, fenobarbital, valproato )
Farmacos antiinflamatorios y antireumaticos
Antiinflamatorios no esteroideos (efecto de clase)

Sales de oro

Farmacos empleados en enfermedades digestivas
Antagonistas H2 (ranitidina)

Inhibidores de la bomba de protones ( omeprazol, lansoprazol)
Aminosalicilatos ( sulfasalacina, mesalacina)

Farmacos empleados en enfermedades neoplasicas
Multiples ( bleomicina, metotrexato, procarbacina, fludarabina)

Otros

Hipoglucemiantes orales “clasicos” (Clorpropamida, Tolbutamida)
Anticoagulantes (Heparina sodica, Enoxaparina)

Hipolipemiantes (Colestiramina)

Hipouricemiantes (Alopurinol)

Anestésicos (Halotano)

Miorrelajantes (Dantroleno)
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Las causas farmacologicas de eosinofilia son multiples y presumiblemente se
incrementaran a medida que se incorporen nuevos principios activos al arsenal
terapéutico. Por ello, en cualquier paciente con eosinofilia, es esencial conocer de forma
precisa la medicacidon que recibe, ya que algunos farmacos (incluso aquellos de empleo
muy comun) pueden ser los responsables de esta alteracion analitica. En la tabla 1.2 se
recogen los firmacos mds importantes, aunque somos conscientes de que el listado
nunca puede ser exhaustivo (2, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Tiene interés senalar que la eosinofilia
relacionada con farmacos, en ocasiones no sélo es un dato analitico, sino que puede
formar parte de un cuadro clinico mas grave en el que también aparecen
manifestaciones sistémicas (p. ej. fiebre, sindrome constitucional) o locales (p. ej.
exantema, infiltrados pulmonares, nefropatia, hepatopatia, etc). Por otro lado, aunque la
eosinofilia farmacoldgica no suele asociarse a atopia o a historia familiar, tanto en los
pacientes con hepatopatia o nefropatia previa, como en los acetiladores lentos, es mas

frecuente que en la poblacion general (2).

Las reacciones de hipersensibilidad no farmacoldgicas mediadas por IgE son
una causa muy frecuente de eosinofilia. Las mas frecuentes son las rinitis (de las que
existen diferentes variedades) y algunas formas de asma. También se incluirian en este
grupo algunas respuestas inmunoldgicas a microorganismos, principalmente la
aspergilosis bronco-pulmonar alérgica (11). En estas situaciones, los datos clinicos y los
exdmenes complementarios suelen permitir realizar un diagnostico simple. En casos
dudosos, la realizacion de estudios especificos (p. €j. la demostracion de eosindfilos en
la mucosa nasal, las pruebas de provocacion bronquial o la medida de anticuerpos

especificos) permiten el diagndstico final.

También existen otras enfermedades inmunologicas no alérgicas que se asocian
a eosinofilia. Desde un punto de vista patogénico estas entidades son de tres tipos:
enfermedades autoinmunes dOrgano-inespecificas, autoinmunopatias 6rgano-especificas

e inmunodeficiencias.

Dentro de las enfermedades autoinmunes sistémicas, las que con mayor
frecuencia presentan eosinofilia son la enfermedad de Churg-Strauss (12,13) y la fascitis
eosinofilica (sindrome de Shulman) (14), una enfermedad similar a la esclerodermia

(pero en la que la epidermis y dermis estan respetadas), caracterizada por un inicio
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agudo, muy frecuentemente tras un traumatismo, con eritema y edema, asociado
posteriormente a induracion en la piel de las extremidades. Con mucho menor
frecuencia, aparece eosinofilia en otras enfermedades sistémicas como las formas

graves de artritis reumatoide, o la granulomatosis de Wegener.

Las formas localizadas de enfermedad autoinmune pueden afectar a diversos
organos o sistemas (tabla 1.2). Asi la afectacion pulmonar de origen inmune es
caracteristica de la neumonia eosinofilica (tanto cronica como aguda) (15,16). La
afectacion cutdnea de origen inmunologico asociada a eosinofilia aparece en varias
situaciones como: algunas formas de eccema, la dermatitis herpetiforme, el pénfigo, el
penfigoide bulloso, la enfermedad de Kimura (grandes masas subcutaneas en cuello o
cabeza en pacientes procedentes del sudeste asiatico) (17), la hiperplasia angiolinfoide
con eosinofilia (lesiones superficiales mas pequenias que las de la enfermedad de
Kimura) (18), el sindrome de Wells (celulitis eosinofilica, con imégenes caracteristicas
en la histologia en “forma de llama”) (19), el sindrome de Gleich (episodios recurrentes
de angioedema, urticaria, prurito, fiebre, aumento de peso, aumento de IgM vy
eosinofilia) (20) y el sindrome NERDS (nodules, eosinophilia, rheumatism, dermatitis,
swelling; es decir nodulos paraarticulares prominentes, urticaria recurrente con
angioedema y eosinofilia tisular) (21). La principal enfermedad del sistema
hematopoyético no maligna que se asocia a eosinofilia es la anemia perniciosa (22).
Otras enfermedades localizadas con eosinofilia afectan al tubo digestivo (p. ej.
enfermedad inflamatoria crdnica intestinal y/o enteritis eosinofilica) (23,24), al sistema
nervioso (meningitis eosinofilica) (25) o genitourinario [cistitis eosinofilica (26),

hemodialisis (27) o didlisis peritoneal (28)].
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Tabla 1.2. Enfermedades inmunoldgicas con eosinofilia y datos focales

Pulmonares

- Neumonia eosindfila cronica

- Neumonia eosindfila aguda
Cutaneas

- Eccema

- Dermatitis herpetiforme

- Pénfigo

- Penfigoide bulloso

- Enfermedad de Kimura

- Hiperplasia angiolinfoide con eosinofilia

- Sindrome de Wells

- Sindrome de Gleich

- Sindrome NERDS
Hematologicas

- Anemia perniciosa
Digestivas

- Enteritis eosinofilica

- Enfermedad inflamatoria cronica intestinal
Neurologicas

- Meningitis eosinofilica idiopatica
Urologicas

- Cistitis eosinofilica

- Inicio de hemodialisis

- Inicio de dialisis peritoneal

Las inmunodeficiencias que con mayor frecuencia se asocian a eosinofilia son el

sindrome de Job (29) y la enfermedad de Omenn (30). Més rara vez aparece en el

sindrome de Wiskott-Aldrich y en la deficiencia selectiva del IgA (en este caso asociada

a fascitis eosinofilica).

En diversas neoplasias puede aparecer eosinofilia, principalmente en la

enfermedad de Hodgkin (hasta en un 15% de casos) y en otras neoplasias

hematologicas, en concreto leucemias (sobre todo con fenotipo M4) y linfomas (sobre

todo de estirpe B) (31). En lo que respecta a los tumores solidos, es mas frecuente en las

neoplasias de células grandes no queratinizadas de cuello, carcinomas indiferenciados

de células grandes de pulmodn, carcinomas epidermoides de pene, vagina, piel y

nasofaringe, adenocarcinomas de estdémago, colon y endometrio, asi como en el

carcinoma transicional de vejiga.
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Las dos principales enfermedades endocrino-metabolicas en las que puede
aparecer esta alteracion hematologica son la insuficiencia suprarrenal (cronica y aguda)
(32) y el embolismo por cristales de colesterol (33).

Aunque las helmintosis son mucho mas frecuentes en el paciente procedente de
regiones tropicales o que ha viajado a las mismas, no debe olvidarse que existen algunas
parasitosis autdctonas capaces de producir eosinofilia (34, 35). Los helmintos
autdctonos que con mayor frecuencia son capaces de ocasionar eosinofilia se indican en

la tabla 1.3.

Tabla 1.3. Parasitosis autdctona causantes de eosinofilia

Anisakis sp.
Echinococcus granulosus
Fasciola hepatica
Strongyloides stercoralis
Taenia sp.

Toxocara canis
Trichinella sp.
Trichostrongylus sp.

Finalmente existen algunos procesos de causa desconocida en los que la
eosinofilia es un dato importante. Las principales situaciones son el sindrome
hipereosinofilico idiopatico (36), la eosinofilia hereditaria (37) y la eosinofilia idiopatica
adquirida. El sindrome hipereosinofilico es un conjunto heterogéneo de trastornos que
se definen en la préctica por la asociacion de cuatro datos: a) eosinofilia superior a 1500
eosinofilos, b) persistencia durante mas de 6 meses, c) evidencia de afectacion de
organos y d) exclusion de otras causas capaces de ocasionar eosinofilia. Los dos
primeros criterios requieren una eosinofilia importante (moderada o intensa) y la
persistencia de la misma, descartando de esta forma eosinofilias transitorias. El tercer
criterio implica la afectacion de algin 6rgano o sistema. Los principales organos
lesionados en el sindrome hipereosinofilico son i) corazén, apareciendo afectacion
endomiocardica que por formacion de trombos y cicatrizacion puede llevar a la
insuficiencia cardiaca; (ii) sistema nervioso central, lo que puede manifestarse por

fenémenos isquémicos, encefalopatia difusa y/o neuropatia periférica; (iii) pulmon,
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cuya manifestacion caracteristica es la tos asociada o no a infiltrados pulmonares, pero
sin asma; (iv) piel, tanto en forma de urticaria/angioedema como por pépulas
pruriginosas y (v) bazo, cuya manifestacion caracteristica es la esplenomegalia.
Finalmente, deben excluirse otras entidades capaces de desencadenar una eosinofilia
prolongada. Como en todos los sindromes idiopaticos, este ultimo criterio es complejo
de aplicar ya que las pruebas precisas para excluir “todos” los agentes conocidos no han
sido adecuadamente definidas. Por ello, en esta entidad se incluyen al menos tres tipos
de procesos: eosinofilias reactivas a procesos no identificados, trastornos clonales
linfoides que ocasionan eosinofilia reactiva a través de citocinas y trastornos clonales de
la serie mieloide (38, 39). Evidentemente, en los dos ltimos casos no deben cumplirse
los criterios diagnodsticos de neoplasias linfoides o mieloides que constituirian causas
secundarias. La eosinofilia familiar es una situacidon excepcional, caracterizada por una
herencia autosomica dominante y en la que existen datos de afectacion cardiaca o
neurologica (37). Finalmente, existen casos de eosinofilia prolongada, sin causa
explicable en la que no existe evidencia de afectacion de o6rganos, por lo que
conceptualmente no pueden ser incluidos dentro del sindrome hipereosinofilico y que

pueden ser definidos como eosinofilia idiopdtica adquirida.

1.1.3.2. Eosinofilia en el paciente autoctono infectado por VIH

La alteracion inmunoldgica caracteristica de la infeccion por VIH es la
disminucién de los linfocitos CD4. Las modificaciones del fenotipo linfocitario se han
asociado a un incremento en el nimero de eosindfilos a medida que avanza la
inmunodepresion (40), apareciendo, en algunas series hasta en un 12,6% de los
pacientes (41). En nuestro pais no existen estudios detallados acerca de este aspecto,
aunque la impresion generalizada es que la presencia de eosinofilia en los individuos
infectados por el VIH es menor que la descrita en las publicaciones citadas. De hecho,
algunos autores sugieren que los estudios dirigidos a aclarar el mecanismo de la
eosinofilia no aporta resultados en los pacientes con infeccion VIH (42). Sin embargo,
existen algunas causas especificas de eosinofilia que deben ser consideradas de forma
particular en este grupo. En concreto, debieran valorarse las siguientes posibilidades: (i)
toxicidad medicamentosa (particularmente nevirapina, efavirenz y cotrimoxazol) (43,

44, 45); (ii) empleo de farmacos estimulantes de la hemopoyesis (GM-CSF); (iii)
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insuficiencia suprarrenal por citomegalovirus (46); (iv) parasitosis (Isospora belli,

Strongyloides stercoralis) y (v) foliculitis eosinofilica (47).

1.1.3.3. Eosinofilia importada

Como se ha sefialado previamente, la presencia de eosinofilia en este contexto es
casi exclusiva de las infecciones por helmintos. De forma excepcional, puede aparecer
esta alteracion analitica en algunas infecciones bacterianas (p. ej. resolucion de una
escarlatina o en formas cronicas de tuberculosis o lepra), enfermedades viricas
(resolucién de una infeccidon virica o infeccion VIH), micosis (especialmente en la
coccidioidomicosis) (48) o algunas protozoosis concretas (Isospora belli, Dientamoeba

fragilis, Sarcocystis sp y Blastocystis hominis) (49, 50, 51, 52).

Planteado de esta forma, el diagnostico de eosinofilia aparentemente resulta
sencillo, aunque en la practica debemos realizar algunas matizaciones (2, 53, 54, 55, 56,

57, 58, 59):

- No todos los helmintos inducen eosinofilia del mismo grado. Asi, se distinguen

varios patrones de afectacion como (a) la ausencia de eosinofilia (p. ej. hidatidosis no
complicada), (b) formas fluctuantes (asociadas a los movimientos del parésito en los
tejidos: Loa loa, Dracunculus medinensis, Gnathostoma spinigerum), (c) elevada
durante toda la infeccion ( p. ej. Toxocara canis, Trichinella spiralis), (d) limitada a un
estadio parasitario (p. ej. fase larvaria de Ascaris lumbricoides), (e) de intensidad
variable atendiendo a las diferentes fases de la parasitosis (p. €j esquistosomosis,
estrongiloidosis o uncinariosis) o (f) presente tras un proceso intercurrente o durante el

tratamiento (rotura de un quiste hidatidico, tratamiento de una filariosis).

- El estudio coproparasitario, prueba basica en el diagnostico de las parasitosis

intestinales, posee una baja sensibilidad en el diagnostico de eosinofilia. Asi, por

ejemplo, en el diagnostico de estrongiloidosis, incluso empleando técnicas coprologicas

dirigidas, la sensibilidad es menor del 50% .

- Un mismo paciente puede presentar simultaneamente varias parasitosis, siendo

diferente la participacion de cada especie parasitaria en la aparicion de eosinofilia. Asi,

por ejemplo, la deteccion en heces de Trichuris trichura (que por si mismo ocasiona
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exclusivamente una eosinofilia leve) asociada a valores elevados de eosinofilos obliga a

la bisqueda de otros agentes causales.

- Es muy importante considerar los aspectos geograficos, ya que determinadas

parasitosis poseen una distribucion localizada. Asi, por ejemplo, no debe considerarse la
posibilidad de una infeccidon por Loa loa en paises diferentes de los del centro de Africa
o una infeccion por Clonorchis sinensis u Opistorchis viverrini en personas que nunca

han estado en el Sudeste asiatico.

1.1.4. Protocolo diagndstico ante un paciente con eosinofilia

El estudio de un paciente con eosinofilia debe realizarse de forma ordenada,
empleando pruebas sencillas en una primera fase, que permitirdn un diagnéstico directo
en muchos casos y en el resto permitirdn clasificar al paciente en los tres grupos

indicados previamente.

La fase inicial incluird una anamnesis y exploracion fisica completa, un
hemograma (que identificard y permitird conocer el grado de eosinofilia, ademas de
evaluar las otras series), un estudio bioquimico (que incluya evaluacion hepatica, renal
y muscular), una radiografia de térax, un sistematico y sedimento de orina y un estudio
coproparasitario (tres muestras). En presencia de factores de riesgo o datos clinicos
sugerentes, debera solicitarse una serologia frente a VIH, con la autorizacion del

paciente (figura 1.1).
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Figura 1.1. Manejo diagndstico inicial ante un paciente con eosinofilia
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Tras la aplicacion de estas pruebas es posible realizar un diagnoéstico etiologico o
al menos sugerir las pruebas necesarias para realizarlo. Asi, por ejemplo, ante la
sospecha de una eosinofilia farmacologica debera suspenderse el o los farmacos
potencialmente implicados, afiadiendo eventualmente corticoides si el cuadro clinico es
grave. Por otro lado, la presencia de datos localizadores (pulmonares, cutaneos, osteo-
articulares, etc.) llevara a los estudios complementarios pertinentes (estudios de imagen,
endoscopia, biopsia tisular). En otros casos, tras la aplicacion de este protocolo inicial
unicamente podra clasificarse la situaciéon del paciente en uno de los grupos

mencionados.

En el paciente que no ha viajado a regiones tropicales y no estd infectado por
el VIH, deberd considerarse la realizacion de varias pruebas complementarias para
descartar algunas entidades especificas, ya mencionadas previamente. Una ayuda
diagndstica consiste en considerar si el paciente presenta datos localizadores unicos (p.
ej. pulmonares, cutdneas, etc.), multiples datos localizadores o no existen otras

manifestaciones clinicas (figura 1.2).
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Figura 1.2. Orientacion diagndstica en el paciente con eosinofilia autéctona no asociada

a infeccion VIH.
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En el paciente que no ha viajado a regiones tropicales y estd infectado por el
VIH deberd reevaluarse de forma especifica el uso de farmacos (cotrimoxazol,
tuberculostaticos, antirretrovirales), la presencia de lesiones cutaneas (foliculitis
eosinofilica, DRESS) y el estudio parasitario tanto coprolégico (Isospora belli,
Strongyloides stercoralis) como serologico (Strongyloides sp). En ausencia de datos
sugerentes, debera controlarse periddicamente el hemograma sin necesidad de estudios

mas agresivos.

Finalmente, en el paciente en el que se sospeche patologia importada se
plantean dos situaciones diferentes (i) el paciente en el que existen datos localizadores,
en cuyo caso deberan realizarse pruebas dirigidas tanto de imagen (ecografia, TAC,
RMN), obtencion de liquidos bioldgicos (estudio de esputo, puncién lumbar,

toracocentesis), o toma de muestras de tejidos (p. ej. piel, higado, recto o médula 6sea)
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y (i7) si no existen datos de localizacion, en cuyo caso deberan realizarse estudios de
despistaje, que incluyen técnicas especificas de estudio de heces (p. €j. técnica de
Baermann), obtencion de contenido duodenal (mediante endoscopia o Entero-Test™),
estudios serologicos dirigidos (p. ej. empleando antigenos de Schistosoma sp. ,
Strongyloides sp. o Dirofilaria sp.), evaluacion de hemoparasitos a diferentes horas del
dia y con técnicas especificas (test de Knott), estudio de orina de 24 horas vy,

eventualmente, pruebas de provocacion (test de Mazzotti).

1.1.5. Manejo terapéutico de un paciente con eosinofilia

Evidentemente, la mejor forma de corregir una eosinofilia es el tratamiento
etiologico. En este sentido, la retirada de la medicacion responsable (eventualmente
asociada a corticosteroides en formas graves) hard desaparecer las eosinofilias debidas a
farmacos; la correccion del defecto vitaminico normalizard el hemograma en la anemia
megaloblastica o la administracion hormonal corregira las alteraciones de la

insuficiencia suprarrenal.

El manejo de la eosinofilia producida por helmintos requiere algunas
consideraciones especiales. Asi, en la practica todas las enfermedades tratables por
helmintos responden a uno o varios de estos farmacos: albendazol, ivermectina,
praziquantel, mebendazol vy triclabendazol (60, 61, 62, 63, 64, 65). La
dietilcarbamacina, que todavia se indica en muchos textos actuales como tratamiento
de las filariosis, ademas de sus importantes efectos secundarios, presenta un problema
practico: su dificultad de obtencion por métodos convencionales. El praziquantel es el
farmaco de eleccion en las cestodosis por adultos (teniosis, difilobotriosis e infeccion
por Hymenolepis sp), asi como en las trematodosis (esquistosomosis, paragonimosis,
etc.). En las cestodosis por formas larvarias (hidatidosis, cisticercosis) el tratamiento
farmacolodgico tiene un papel colateral. En los casos en los que estd indicado, el
albendazol es el que presenta una actividad mayor en las equinococosis (66, 67),
mientras que el praziquantel es mas eficaz en la cisticercosis (68,69). Las
geohelmintosis (infecciones por Trichuris, Ascaris y uncinarias) y otras nematodosis
intestinales (Enterobius vermicularis) responden adecuadamente a mebendazol o

albendazol, siendo en general mas eficaz el albendazol que el mebendazol (con
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excepcion de la infeccion por Trichuris en la que sucede lo contrario) (68, 70). El
albendazol también es 1til en el tratamiento de la toxocariosis (71), la triquinelosis (72)
y la infeccién por Ancylostoma caninum o braziliensis (larva cutanea migrans) (73). La
ivermectina constituye el farmaco de eleccion de la mayor parte de las filariosis
(linfaticas, oncocercosis, loaosis e infecciones por Mansonella streptocerca y
Mansonella ozzardi), con excepcion de Mansonella perstans (que se trata con
mebendazol de forma prolongada) (74, 75, 76). La ivermectina también constituye el
farmaco de eleccion en la infeccion por Strongyloides stercoralis (77), y es 1til en el
tratamiento de la larva cutinea migrans (73). Finalmente el triclabendazol es el
farmaco actual de eleccion en el tratamiento de la fasciolosis (78). La baja toxicidad de
estos farmacos, su comodidad de administracion y el efecto sinérgico de algunas
combinaciones (p. ej. ivermectina y albendazol en las filariosis linfaticas) han sugerido
su empleo empirico en situaciones en las que, aunque no se haya demostrado una
helmintosis, se plantee esta posibilidad (79) o antes de efectuar el diagnostico de

sindrome hipereosinofilico.

En otras ocasiones, unicamente puede realizarse un tratamiento patogénico,
disminuyendo el nimero de eosindfilos, y de esta forma su potencial patdégeno. Los
corticosteroides constituyen el farmaco habitual en el manejo de las eosinofilias
relacionadas con fendmenos inmunes o idiopaticas. El mecanismo de accidén de estos
farmacos es doble, ya que disminuyen la eosinofilopoyesis y promueven la eliminacion
de eosinofilos al incrementar la apoptosis y secuestro de estas células.

El manejo inicial de la eosinofilia idiopatica (figura 1.3) requiere, ademas del
eventual tratamiento antihelmintico (ivermectina 400 ng/Kg y albendazol 400 mg en
dosis unica), la valoracion de afectacion de organos. Si no existe afectacion tisular, es
aconsejable el seguimiento cada 6 meses, replanteando el diagndstico y realizando un
ecocardiograma de control (ya que la lesion cardiaca puede progresar insidiosamente,
sin relacion con la eosinofilia sanguinea). Si existe afectacion orgénica, es importante
estudiar la presencia de datos de clonalidad (anomalias cromosdmicas, poblaciones con
idéntico fenotipo, hibridacion “in situ”, etc.). En presencia de monoclonalidad, el
tratamiento serd el de la neoplasia hematologica responsable (quimioterapia y/o
transplante de médula oOsea). Especificamente en los casos de sindrome

hipereosinofilico idiopatico en los que se compruebe la translocacion t (1,4) (q44,q12)
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estd indicado el tratamiento con imatinib (80). Si no se detecta clonalidad, el tratamiento

inicial debe realizarse con prednisona (1 mg/Kg/dia) en dosis descendentes hasta

alcanzar la minima dosis necesaria. Son factores que predicen una buena respuesta a los

corticoides, la asociacion con angioedema, la elevacion de IgE y la eosinopenia

prolongada tras una unica dosis de corticoides. En aquellos casos en los que no existe

respuesta a los corticoides puede emplearse o-interferon (81, 82) o ciclosporina (83).

Finalmente, en casos muy agresivos debe intentarse el uso de quimioterapia y

eventualmente transplante de médula 6sea (84, 85, 86).

Figura 1.3. Manejo terapéutico en un paciente con eosinofilia idiopatica
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1.2. Eosinofilia. Mecanismos de produccion

1.2.1. Biologia general del eosinoéfilo

La primera descripcion de los leucocitos polimorfonucleares eosindfilos (o de
forma sencilla “eosin6filos™) corresponde a Paul Ehrlich (1879), quien describié una
subpoblacion de leucocitos que se tefilan con un compuesto cargado negativamente,
denominado eosina (87).

Los eosinoéfilos han sido identificados en muchas especies de mamiferos, aves,
reptiles y anfibios, siendo su morfologia diferente dependiendo de las especies (87, 88).
En los seres humanos, los eosinéfilos son células moviles, con un didmetro aproximado
de 8 mm y un volumen aproximado de 275 fl. Ademas de su avidez por la eosina, los
eosindfilos presentan como dato morfoldgico caracteristico un nucleo bilobulado con
cromatina condensada. La activacion de los eosinofilos por diferentes mediadores
inflamatorios tanto “in vitro” (histamina, citocinas), como “in vivo” (sindromes
hipereosinofilicos) da lugar a dos cambios caracteristicos: la hipodensidad y la
hipersegmentacion nuclear (89, 90).

Ultraestructuralmente, ¢l dato mas caracteristico de los eosindfilos es la
presencia de muchos granulos ovoides o esféricos que ocupan una quinta parte del
citoplasma (87). Se distinguen cuatro tipos principales de granulos: secundarios o
especificos, pequefios, primarios y lipidicos (figura 1.4).

Los granulos secundarios o especificos en humanos y otras especies de
mamiferos contienen un nucleo denso (“core”) y una matriz (figura 1.4), aunque
existen diferencias notables dependiendo de la especie estudiada. El “core” esta
constituido principalmente por la proteina basica principal (“major basic protein” o
MBP) y diversas citocinas (p.ej. GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-5), mientras que en la matriz
se encuentran varias proteinas importantes [proteina catidonica del eosindfilo (ECP),
neurotoxina derivada del eosindfilo (EDN), peroxidasa del eosinéfilo (EP)], otras
citocinas [p.ej. IL-6, TNFa, RANTES ( regulated on activation, normal T expressed
and secreted)| y enzimas (p. ej. Bglucuronidasa y catepsina D).

Los grdnulos primarios contienen los cristales de Charcot-Leyden, que son
incoloros, tienen una estructura caracteristica hexagonal bipiramidal y una intensa

actividad lisofosfolipasa.
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Los granulos pequerios, identificados en los eosinofilos tisulares y ausentes en
eosinofilos circulantes o de la médula 6sea, son ricos en arilsulfatasa B, fosfatasa acida
y , en menor proporcion, catalasa.

Los granulos lipidicos, sin membrana, contienen acido araquidonico y las
enzimas precisas para la sintesis de biolipidos. Su nimero aumenta tras la activacion de

esta estirpe celular.

Figura 1.4. Estructuras caracteristicas de los eosinofilos
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Los eosinofilos sintetizan y liberan un gran numero de mediadores inflama-
torios, que basicamente corresponden a varios tipos de moléculas: biolipidos, citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento. En la tabla 1.4 se indican, sin &nimo exhaustivo,

los principales mediadores (modificado de la referencia 87).

Eosinofilia importada: Mecanismos, Causas y Consecuencias 41



Introduccidn

Tabla 1.4. Principales mediadores inflamatorios derivados de los eosinéfilos.

Tipo de mediador Molécula |Denominaciéon
Bioll’pidos PAF Factor activador de las plaquetas
PGE2 Prostaglandina E2
LTC4 Leucotrieno C4
LPXA4 Lipoxina A4
Interleucinas IL-1a Interleucina 1
IL-2 Interleucina 2
IL-3 Interleucina 3
IL-4 Interleucina 4
IL-5 Interleucina 5§
IL-6 Interleucina 6
IL-12 Interleucina 12
IL-16 Interleucina 16
y-IFN Interferén gamma
TNFo. Factor de necrosis tumoral o
GM-CSF Factor estimulante de colonas granulocito- macroéfago
Quimiocinas 11-8 Interleucina 8
MIP-1c Proteina inflamatoria macrofagica 1
RANTES Reclutada tras activacion. Normalmente expresada y segregada por
los linfocitos T
Eo-1 Eotaxina-1
Factores de crecimiento | TGFayp Factores de crecimiento trnsformante o y
PDGF Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
VEGF Factor de crecimiento endotelio-vascular
NGF Factor de crecimiento neural

Por otro lado, los eosinofilos poseen en su membrana plasmatica un gran niimero

de receptores. Atendiendo a su estructura quimica y funcion se clasifican en varios

tipos: superfamilia de las inmunoglobulinas, receptores de citocinas, moléculas de

adhesion, receptores de moléculas quimioticticas (complemento,

quimiocinas),

enzimas, moléculas relacionadas con la apoptosis o sefalizacion. En la tabla 1.5 (ay b)

se indican los principales receptores del eosinofilo (basada en las referencias 88 y 91).
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Tabla 1.5a. Principales receptores de membrana en los eosinéfilos

Familia de receptores Receptor |Funcién/es
Superfamilia inmunoglobulinas CD4 Correceptor HLA-II
Adhesién LB/LT
Diferenciacion timica
CD 16 Receptor FC de IgG tipo III
CD 32 Receptor FC de IgG tipo 11
CD 33 72
CD 47 Receptor trombospondina. Molécula de adhesion
CD 48 Adhesién a otras células que expresen CD2
CD 50 ICAM-3. Regula la morfologia leucocitaria
CD 54 ICAM-1. Correceptor CD11b/CD18
CD 58 LFA-3. Ligando de CD2
CD 66 Molécula de adhesion y activacion (6 isotipos) . Incluye CEA
CD 89 Receptor FC de IgA
CD 101 L2
HLA clase I Antigenos de histocompatilidad de clase I
HLA clase I | Antigenos de histocompatilidad de clase I
FCeRI Receptor de alta afinidad de FC de IgE
Receptores de citocinas CD 25 Cadena a del receptor de IL-2
CD 116 Cadena o del receptor de GM-CSF
CD 117 Receptor del stem cell factor
CD 119 Receptor de gamma interferon
CD 120 Receptor de TNFa.
CD 123 Cadena o del receptor de IL-3
CD 124 Cadena o del receptor de IL-4
CD 125 Cadena o del receptor de IL-5
CD 131 Cadena comiin de los receptores para GM-CSF, IL-3 e IL-5
CD 213a Cadenas o de los receptores de IL-13 (2 isotipos)
IL-9R Receptor de IL-9
TGFBR Receptor del TGFB
Moléculas de adhesion CD 11a Cadena integrina oL
CD 11b Cadena integrina aM
CD 11¢ Cadena integrina aX
CD 15 .2
CD 18 Cadena B de las integrinas CD11
CD 29 Cadena B de integrinas VLA
CD 44 Hermes. Homing receptor
CD 49d Cadena integrina ad (VLA-4)
CD 491 Cadena integrina a6 (VLA-6)
CD 62L L-selectina
CD 156 ADAM 8. Extravasacion de leucocitos
CD 162 PSGL-1. Receptor “rolling”
CD 174 Grupo Lewis

o integrina

Cadena o de la integrina D

B, integrina

Cadena B 7 de las integrinas
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Tabla 1.5b. Principales receptores de membrana en los eosinofilos

Familia de receptores Receptor |Funcion/es
Receptores de factores CD 35 Receptor de C3b unido a inmunocomplejos
o e s CD 88 Receptor de C5b unido a inmunocomplejos
quimiotacticos CD 181/182 | Receptor de IL-8
CD 183 CXC-R3. Receptor de 3 proteinas inducidas por interferén
CD 191 CCR-1 . Receptor de RANTES
CD 192 CCR-2 . Receptor de MIP-1
CD 193 CCR-3 . Receptor de Eotaxina
PAF R Receptor de PAF
LTB4 R Receptor de LTB4
C3aR Receptor de C3a
CystLTIR Receptor de Leucotrieno C4
CystLT2R Receptor de Leucotrieno C4
fMLPR Receptor de péptidos formil-mrilados
CRTH2 Receptor de prostaglandina D2
Histamine 4R | Receptor de histamina
Enzimas CD 13 Metaloproteasa. Receptor de coronavirus
CD 45 RB/RO | Tirosina fosfatasa. Requerida para la activaciéon celular
CD 46 Cofactor de membrana del factor I para la inactivaciéon de C3b
CD 55 Decay accelerating factor. Acelera destruccion convertasas
CD 59 Protectina. Inhibe la incorporacién de C9 al complejo de ataque
CD 87 Receptor del activador del plasminégeno
Moléculas relacionadas CD9 Modula adhesién y migracién
_ & m w CD 17 Lactosilceramida. Union a bacterias promoviendo fagocitosis
apoptosis,  sefializacion CD24 Antigeno estable al calor . ;Funcién desconocida?
funcién desconocida CD 28 Molécula coestimuladora al unirse al CD80
CD 37 Traduccion de senales
CD 39 Funcion deconocida
CD 43 Sialoforina. Molécula antiadhesiva
CD 52 Funcién desconocida
CD 53 Traduccién de senales
CD 63 Traduccion de senales
CD 65 Ceramida dodecasacirido
CD 69 Activation inducer molecule. Involucrada en traduccion de senales
CD 71 Receptor de la transferrina
CD 76 Lactosaminas
CD 81 Complejo de transduccion
CD 82 Traduccion de las seiales
CD 86 Ligando de CD 28 y de CD 152
CD 92 Desconocida
CD 95 Fas. Molécula inductora de apoptosis
CD 97 Funcién desconocida
CD 98 Regulacion de la activacion celular
CD 99 Funcién desconocida
CD 137 Funcién desconocida
CD 139 Funcion desconocida
CD 148 Funcién desconocida
CD 149 Actualmente reclasificada como CD45
CD 151 Funcion desconocida
CD 153 Ligando de CD30
CD 161 Funcién desconocida
CD 165 Funcion desconocida
Siglec 8 Sialic acid binding Ig-like lectin tipo 8
Siglec 10 Sialic acid binding Ig-like lectin tipo 10
LIR 1 Leukocyte immunoglobulin-like receptor tipo 1
LIR 2 Leukocyte immunoglobulin-like receptor tipo 2
LIR 3 Leukocyte immunoglobulin-like receptor tipo 3
LIR 7 Leukocyte immunoglobulin-like receptor tipo 7
TLR 7 Toll like receptor tipo 7
TLR 8 Toll like receptor tipo 8
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El origen de los eosinofilos en el adulto es la médula 6sea, aunque como otras
células sanguineas, en fases iniciales del desarrollo, se producen en el bazo.

Existen tres compartimentos corporales en los que se encuentran las células de la
serie eosinofilica: la médula dsea, la sangre circulante y los tejidos.

En la médula osea, los eosinofilos, como todas las células hematopoyéticas,
derivan de un progenitor comun pluripotencial (CFU-GEMM) y un progenitor
intermedio con los basofilos (92). La diferenciacion hacia la serie eosinofilica depende
de la interaccion de al menos tres tipos de factores de transcripcion: GATA-1 (un

<

miembro de la familia de “zinc fingers”), PU.1 (un miembro de la familia ETS) y
C/EBP (de la familia CCAAT/enhancer-binding protein). De ellos, el méas importante es
GATA-1, lo que se comprueba en modelos experimentales en los que al inactivar este
factor de transcripcion, desaparece la serie eosinéfila (93). Posteriormente tiene lugar la
diferenciacion a precursores distinguibles morfologicamente: promielocitos, mielocitos
y metamielocitos, que finalmente generan eosindfilos maduros (figura 1.5). La
proliferacion y diferenciacion de la serie eosinofilica depende basicamente de tres
citocinas: GM-CSF , IL-3- e IL-5. La serie eosinofilica comprende aproximadamente el
3% de la celularidad de la médula 6sea (87). De ellos, aproximadamente un tercio son
promielocitos/mielocitos (37%), otro tercio eosindfilos maduros (37%) y el resto (26%)
metamielocitos (87). Se calcula que el tiempo de generacion de eosindfilos desde la
ultima mitosis oscila entre 2,5 y 3,5 dias.

Los eosinofilos liberados a la sangre periférica son células terminales, es decir,
sin capacidad de division ulterior (94). Su vida media de aproximadamente 18 horas y el
tiempo medio de transito circulante es de 26 horas. Como se ha mencionado en el
apartado previo, existen fluctuaciones circadianas en el nimero de eosinodfilos
circulantes, ademés de las inducidas farmacologicamente. Por otro lado, existen
importantes diferencias interespecies en lo que respecta al niimero de eosinodfilos
circulantes.

Tanto en condiciones fisioldogicas como patoldgicas, la mayor parte de los
eosinofilos se encuentran en los fejidos. Es preciso indicar, en este contexto, que los
eosinofilos tisulares no vuelven a entrar en la circulacion sistémica, siendo su vida
media larga (dias o semanas segun diversos estudios) (94). Los principales 6rganos en

los que se acumulan los eosinoéfilos son: el timo, los 6rganos sexuales femeninos (Gtero
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y mama) y los tejidos en contacto con el exterior (fundamentalmente tractos digestivo y

respiratorio) (figura 1.5).

Figura 1.5. Origen y cinética de los eosindfilos
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Un aspecto clave en la cinética de los eosindfilos consiste en el paso desde la
sangre circulante a los tejidos. Los dos factores esenciales en este proceso son: i) la
existencia de un gradiente de moléculas capaces de atraer de forma especifica a los
eosinofilos hasta el tejido (figura 1.6) y ii) la interaccion entre las moléculas de

superficie de los eosinofilos con receptores de adhesion en el endotelio.
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Figura 1.6. Quimioatractantes para eosin6filos
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En apartados posteriores se indicard el papel concreto de los principales
quimioatractantes relacionados con el reclutamiento de eosindfilos y la modulacion de
las moléculas relacionadas con la adhesion eosinofilo-endotelio. En este apartado
unicamente sefialaremos algunas caracteristicas del proceso de adhesion.

Las principales moléculas de adhesion pertenecen a tres familias: selectinas
(familia CD62), integrinas y otras moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas
(tabla 1.6). La familia de las selectinas estd formada por tres moléculas, dos de ellas
expresadas en el endotelio (CD62E o endotelial y CD62P o plaquetar, expresada en el
endotelio activado) y una de ellas presente en los leucocitos (CD62L). Las selectinas se
unen a los residuos glucidicos presentes en el otro componente del complejo leucocito-
endotelio. Asi, las selectinas endoteliales se unen a residuos de acido sidlico del grupo
Lewis presentes en los leucocitos y la selectina leucocitaria a glicoproteinas endoteliales

(GlyCAM y CD34). El grupo de las integrinas estd compuesto por multiples moléculas
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heterodiméricas (cadenas o y 3). Las integrinas se agrupan en familias que comparten la
cadena f} y difieren en la cadena a. Asi, la familia B1 estd formada por las moléculas
VLA (very late activation antigen), implicadas en la adhesion intercelular y en la unioén
de leucocitos al tejido conectivo. La familia f2 (LeuCAM) esta formada por tres
miembros: CD11a/CD18 (también denominado LFA-1), cuya funcion es la adhesion
intercelular, CD11b/CD18 y CD11¢/CD18 (que corresponden a los receptores para el
complemento tipo 3 y 4). Otras familias de integrinas son la 3, relacionada con la
adhesion plaquetaria, y la familia B7, implicada en la recirculacioén linfocitaria. Otras
moléculas de adhesion, pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas son
ICAM-1 (intercellular adhesion moleculel), ligando de CDI11a/CD18 y VCAM
(vascular adhesion molecule), ligando de VLA-4.

Vbnbm

Tabla 1.6 Principales moléculas de adhesion

Grupo/Familia  Moléculas Expresion y funcion Ligando
e
Selectinas
CD62-E Expresada en endotelio activado
Adhesion débil a leucocitos G2 i i
Sialil-Lewis
CD62-P Expresada en endotelio activado leucocitario
Adhesion débil a leucocitos.
CD62-L Expresada en leucocitos GlyCA}’I y CD34
Integrinas Adhesién débil a endotelio. endoteliales
Familia 8 1 (VLA)
VLA 1,2345,6 Expresion en leucocitos
Unién a la matriz extracelular
Unién intercelular (VLA-4) | VCAM endotelial

Familia 6 2 (Leu-CAM)

LFA-1 (CD11a/CD18) Expresion en leucocitos

Union intercelular I ICANM cxdotelial

CR-3 (CD11b/CD18) Expresion en leucocitos
Receptor para complemento

CR4 (CD11¢/CD18) Expresion en leucocitos
Receptor para complemento

Otras adhesinas

ICAM-1 Expresion en endotelio I LFA-1
Union intercelular leucocitario
VCAM Exl')f'es.ion en endotelio | VLA 4 endotelial
Union intercelular
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Las selectinas son las responsables de la ralentizaciéon de los leucocitos
circulantes mediante un proceso de adhesion débil (“rolling”). De esta forma, los
leucocitos circulantes son “frenados” por la interaccion entre selectinas y sus ligandos.
Aunque en el endotelio normal no se expresan estos ligandos, la accién de los
mediadores inflamatorios induce la expresion de los contrarreceptores.

Si el estimulo desaparece, los leucocitos acceden de nuevo al torrente sanguineo.
Sin embargo, si persiste el efecto de los mediadores, las células endoteliales expresan
moléculas quimioatractantes (p. ej. PAF o IL-8) en la membrana celular (no
segregadas), capaces de unirse a sus receptores leucocitarios.

La unién de ambos componentes activa otras moléculas denominadas integrinas,
que de esa forma pueden unirse a sus receptores especificos, mediando la adhesion
fuerte entre endotelio y leucocito.

Finalmente tiene lugar la extravasacion de los leucocitos hacia el tejido

conectivo. Estos procesos se representan esquemdticamente en la figura 1.7.

Figura 1.7. Fases de la migracion transendotelial
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La adhesion y migracion transendotelial de los eosinodfilos presenta

caracteristicas comunes con otros leucocitos y algunos aspectos diferenciales (95, 96).
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Asi, en lo que respecta a las selectinas y a sus ligandos, los eosinodfilos expresan 10
veces menos ligandos para la selectina E que los neutréfilos o basofilos, mientras que la
expresion de PSGL es el doble que en las células mencionadas. Por ello, en el “rolling”
de los eosindfilos el papel fundamental parece corresponder a la selectina P. Los niveles
de selectina L en eosinofilos son ligeramente menores que los de los neutrdfilos,
reduciéndose rapidamente tras la activacion celular. En lo que respecta a las integrinas y
sus ligandos, los eosinofilos presentan dos peculiaridades: i) por un lado, son los tinicos
leucocitos circulantes que expresan VLA 6 (a6p1) capaz de unirse a la laminina y ii)
por otro lado, los eosindfilos recientemente aislados se unen preferencialmente a través
de VLA-4 a su ligando VCAM-1. Sin embargo, tras la activacion celular, disminuye la

union a VCAM-1 y aumenta la union a ICAM-1.

Los eosinofilos desempefian un importante papel fisiologico en diferentes
organos y tejidos.

Tanto en las superficies mucosas como en los 6rganos linfoides secundarios, los
eosinofilos participan en la inflamacion y en la respuesta inmune. El aspecto mas

estudiado es su papel como célula efectora, liberando enzimas, biolipidos, citocinas y

factores de crecimiento. De hecho, en animales libres de patdgenos no existen
eosinofilos circulantes y es dificil observar eosinéfilos en los tejidos. En el epigrafe 1.3.
de esta introduccion se sefialaran varios aspectos esenciales de esta funcion. Ademas,
los eosinofilos participan en otros procesos como la respuesta innata (97), la
presentacion antigénica (88), la diferenciacion de los linfocitos T en el timo (88) o el
equilibrio Th1/Th2 (88). Asi, se ha demostrado la expresion de multiples tipos de Toll

like receptors, mediadores de la respuesta innata en la superficie del eosinofilo y la

respuesta efectora a estimulos especificos (particularmente peptidoglicano) (98). Por

otro lado, en diversos trabajos se ha demostrado la capacidad de los eosindfilos como

células presentadoras de antigenos viricos, bacterianos y parasitarios (86, 99), al poseer
HLA de clase I y II, expresar moléculas coestimulatorias y producir citocinas
especificas. En tercer lugar, parece bien establecido el papel de los eosindfilos en la

diferenciacion de los linfocitos T en el timo promoviendo la delecion selectiva

restringida por HLA de clase I (100). Finalmente, los eosinofilos modulan el equilibrio

Th1/Th2 a través de la sintesis de indoleamina 2-3 dioxigenasa (IDO), una enzima
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capaz de convertir triptofano en kinureinas. Estas sustancias modifican el equilibrio
Th1/Th2 promoviendo la apoptosis de los linfocitos Th1 (101).

Ademés de las funciones inflamatorias e inmunologicas, los eosinofilos
participan en otras funciones biologicas como la regulacién de la funcién endometrial

(102) o el desarrollo de las glandulas mamarias (103).

Finalmente, los eosindfilos desempenan un papel patogénico importante en
varias entidades de diferente origen: infecciones, sobre todo helminticas, asma,
enfermedades digestivas (esofagitis eosinofilica) o tumorales (algunos sindromes
hipereosinofilicos) (88). La descripcion concreta del papel del eosindfilo en los mismos
escapa a los objetivos de esta revision. Unicamente en apartados posteriores se

indicardn algunos aspectos importantes de las relaciones entre eosinofilos y helmintos.
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1.2.2. Citocinas “eosinofilicas”

1.2.2.1. Aspectos generales

En un sentido amplio, practicamente todas las citocinas conocidas tienen
relacion con la biologia de los eosinéfilos. De hecho, en esta revision se han indicado
previamente las citocinas producidas por los eosinofilos (v. Pag. 30.) y los receptores
para citocinas de esta estirpe celular ( v. Pag. 31).

Sin embargo, un niimero menor de citocinas tiene una relacion especifica con
esta estirpe celular. En este apartado, tras una revision de la clésica citocina eosinofilica
(IL-5) nos centraremos en otras citocinas cuyo papel en la eosinofilia relacionada con

helmintosis ha sido menos estudiado.

1.2.2.2 Interleucina 5 (IL-5)

Aunque en el raton se habia descrito previamente una molécula producida por
linfocitos con capacidad de diferenciacion de la serie eosinofilica (EDF), la clonacion
del gen responsable, su secuencia nucleotidica y su expresion en humanos fue objeto de
descripcion por Campbell y cols en 1987 (104).

Las principales células productoras de 1L-5 son los linfocitos CD4 Th 2, aunque
también se ha descrito su produccion por eosindfilos, basofilos y linfocitos CD8 (+).

IL-5 pertenece a una familia de proteinas con una estructura similar, formada,
entre otras moléculas, por IL-3, IL-4, GM-CSF (105). Un dato comun a todas las
proteinas de esta familia es su estructura terciaria, formada por 4 hélices o, ordenadas
en una configuracion up-up/down-down. La IL-5 humana segregada tiene un peso
molecular de 45.000 a 60.000 Da, correspondiendo aproximadamente la mitad a
residuos glucidicos anadidos durante el procesamiento intracelular. La estructura
proteica corresponde a un homodimero (figura 1.8) formado por dos monémeros en
configuracion antiparalela. Cada mondmero estd formado por 115 aminoacidos con un
peso molecular de aproximadamente 12.000 Da. Es preciso senalar que los mondmeros

aislados no poseen actividad biologica.
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Figura 1.8. Estructura de la interleucina 5

En humanos, el gen que codifica la sintesis de IL-5 se localiza en el cromosoma
5, en proximidad con los encargados de codificar otras proteinas relacionadas (IL-3,, IL-
4 y GM-CSF) (106).

La interleucina 5 ejerce sus efectos por interaccién con su receptor especifico
(IL5R) (107). Este receptor presenta una estructura similar (heterodimeros de la familia
de los receptores de hemopoyetinas) a la de los otras moléculas mencionadas (IL-3,
GM-CSF). Esta constituido por una cadena a (CD 116), especifica para IL-5 y una
cadena 3 (Bc; CD 131 ) comun a los receptores de la familia mencionada (figura 1.9).
La cadena IL-5Ra aislada confiere la especificidad, pero presenta una baja afinidad por
la citocina. La cadena B no es capaz de fijar IL-5, pero tras la union a la cadena o forma

un receptor de alta afinidad para esta citocina.

Figura 1.9. Estructura del receptor de la interleucina 5

L
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La traduccion de las senales tras la union IL-5 a su receptor tiene lugar a través
de la cadena Bc (108). Las tres vias principales de sefializacion son: la via JAK/STAT
[Janus kinase (JAK)/signal transducer and activator of transcription (STAT)], la via
MAPK (mitogen-activated protein kinase) y la via PI3-K (phosphatidylinositol 3-

kinase).

En lo que respecta a la via JAK/STAT, es preciso mencionar que la principal
kinasa de la familia src ativada por esta citocina es Jak 2. Otras kinasas de esta familia,
activadas por IL-5, son Lyn y Syk y son esenciales en la activacion de mecanismos
antiapoptoticos. La activacion de Jak 2 da lugar a la fosforilacion de varios residuos de
tirosina en la cadena Bc, tres de los cuales sirven como lugares de fijacion de las

proteinas STAT-1y STAT-5, que continuaran la sefializacién hacia el nucleo.

La via MAPK incluye tres cascadas de sefiales iniciadas por ERK (extracellular
signal regulated kinase), INK (c-jun amino-terminal kinase) y p38.

Finalmente, tras la estimulacién por citocinas, la PI3-K fosforila el
fosfatidilinositol de la membrana plasmadtica generando fosfatidil inositol trifosfato
(PIP3). Esta molécula actia como segundo mensajero amplificando la sefial por
interaccion con otras moléculas a través de dominios tipo pleckstrina.

Los efectos biologicos de la IL-5 se ejercen logicamente sobre aquellas células
que expresan receptores para esta citocina: los eosinofilos, basofilos y, en el ratéon, en
precursores de los linfocitos B.

En ratones, la IL-5 participa con otras citocinas (sobre todo IL-4 e IL-3) en la
diferenciacion de los linfocitos B 'y en el cambio de isotipo hacia IgE. Sin embargo, en
humanos los datos acerca de esta actividad son controvertidos.

Los efectos de la IL-5 sobre los basoéfilos son (109, 110, 111): i) promueve la
degranulacién (con liberacion de histamina), incrementa la expresion de CDI11b y
aumenta la supervivencia, aunque con menor intensidad que la IL-3. ii) prima a estas
células para la liberacion de PAF y leucotrienos.

Finalmente, la IL-5 ejerce importantes acciones sobre los eosinofilos (112): i)
incrementa la produccion de eosindfilos por diferenciacion medular, ii) facilita la
liberacion de eosindfilos a la sangre, iii) aumenta la supervivencia de estas células y iv)
activa multiples funciones de estas células (quimiotaxis, liberacion de mediadores,

expresion de moléculas de membrana).
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1.2.2.3 Eotaxina-1

El descubrimiento de la eotaxina-1 tuvo lugar en 1993 en estudios
experimentales de provocacion alergénica, detectindose y purificandose en el liquido de
lavado broncoalveolar (113, 114). Posteriormente, se han identificado dos moléculas
funcionalmente similares denominadas eotaxina-2 y eotaxina-3 (115, 116, 117).

Muiltiples tipos celulares (células epiteliales, macréfagos, endotelio vascular,
musculo liso y los propios eosinéfilos) son capaces de sintetizar y liberar eotaxina-1.
Aunque el estimulo inicial para su produccién son antigenos o alergenos (117), los

mediadores directamente implicados en su sintesis son otras citocinas liberadas por
mastocitos o linfocitos CD4 Th2 (115, 118) (figura 1.10).

Figura 1.10. Produccién de eotaxina-1
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La eotaxina-1 presenta una estructura proteica caracteristica de la familia de
las quimiocinas (119). Esta denominacion deriva de la contraccion de dos términos:
quimiotaxis y citocinas, es decir, moléculas liberadas por células inflamatorias e
inmunes que modulan la movilidad celular. Las quimiocinas son proteinas basicas de
bajo peso molecular, de las que se han descrito mas de 45 tipos. Desde un punto de vista
estructural, las quimiocinas se clasifican en 2 grupos principales: quimiocinas o (con un
aminoacido entre las dos primeras cisteinas: CXC), quimiocinas B (con las dos primeras
cisteinas adyacentes: CC). Las quimiocinas a se subclasifican en dos grupos: i) aquellas
que tienen una secuencia glutamico-leucina-arginina (p. ¢j. la interleucina 8), que atraen
selectivamente a neutréfilos y ii) aquellas que no poseen esta secuencia, que tienen una
accion quimiotactica sobre linfocitos T activados (p. ej. IP-10, interferon inducible
protein) o linfocitos T no activados (p. ej. SDF-1, stromal derived factor). Las
quimiocinas B act@ian principalmente sobre monocitos (p. ej. MCP, monocyte
chemottractant protein; MIP macrophage inflammatory protein), linfocitos (RANTES,
regulated on activation normal T expressed and secreted), o eosinofilos (p. ej. eotaxina

o RANTES).

En concreto, la eotaxina-1 es una quimiocina B de 73 aminoacidos, con una
estructura terciaria caracteristica de esta familia (120) (figura 1.11). Eotaxina-2 y
eotaxina-3 presentan una homologia estructural con eotaxina-1 menor del 40% y

difieren totalmente en la region amino terminal.

Figura 1.11. Estructura terciaria de eotaxina 1
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El gen que codifica la sintesis de eotaxina-1 se localiza en la region
cromosdmica 17q11.2, en proximidad con otros genes de quimiocinas C-C.

Los receptores para quimiocinas (mas de 17 descritos en la actualidad) también
se clasifican en dos tipos principales: receptores para quimiocinas o (CXCR) y para
quimiocinas B (CCR). Estos receptores pueden aparecer de forma constitutiva en
determinadas estirpes (p. ¢ CXCR1 en neutréfilos, CCR3 en eosindfilos o CCRS en
monocitos) o expresarse de forma diferente dependiendo de la diferenciacion o
activacion celular. Los receptores para quimiocinas poseen 7 dominios transmembrana
y se encuentran acoplados a proteinas G.

La eotaxina-1 es una quimiocina inusual, ya que unicamente es capaz de unirse a
un receptor: CCR3 (116). Este receptor se expresa principalmente en eosinoéfilos,
alcanzando una gran densidad (40.000-400.000/célula). Otras células que expresan
CCR3 son los basofilos, los linfocitos Th2 y las células de la microglia. Las vias de
traduccion de las sefiales tras la union eotaxina-1 a CCR3 son poco conocidas por el
momento.

Los efectos bioldgicos de la unidn eotaxina-1 a CCR3 son multiples e incluyen
(115, 116, 121, 122): i) aumento en la concentracion de calcio intracelular , i7) aumento
de la expresion de CD11b, iii) activacion de MAPK (mitogen-activated protein kinase),
iv) produccion de radicales libres de oxigeno, v) polimerizacion de actina, que se asocia
a un incremento de la quimiotaxis y estimulo de la liberacion de granulos.

Como consecuencia de estos efectos, eotaxina-1 participa de forma importante
en la liberacion de eosinodfilos desde la médula 6sea, en la acumulacion de eosinofilos

en los tejidos y en la activacion de estas células.

1.2.2.4. Interleucina 13 (IL-13)

La primera descripcion de la IL-13 tuvo lugar en 1989 como producto biologico
de los linfocitos Th2 y su caracterizacion funcional y estructural se produjo cuatro afos
mas tarde por diversos grupos de trabajo (123).

Aunque se ha descrito su produccion por otros tipos celulares (p. €j. macréfagos,
células NK, eosinofilos), la principal fuente de IL13 son los linfocitos CD4 Th2
activados (124).

Desde un punto de vista estructural, la 1L-13 pertenece a la clase de citocinas
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tipo I presentando una estructural terciaria definida por un “core” constituido por 4

hélices o hidrofébicas (figura 1.12).

Figura 1.12. Estructura terciaria de IL-13

La interleucina 13 muestra muchas similitudes estructurales con la IL-4 aunque
mientras que IL-4 es especie-especifica, IL-13 tiene actividad interespecie (123).

El gen que codifica la sintesis de IL-13 consta de 4 intrones y 3 exones,
localizandose en el cromosoma 5 (region 5q31) en proximidad con los genes que
codifican IL-4, IL-3, IL-5 e IL-9.

La IL-13 es capaz de unirse a dos tipos de moléculas transmembrana que actian
como receptores: 1L-13Ra-1 e ILRa-2, ambos miembros de la superfamilia de
receptores hemopoyéticos. Los genes que codifican ambas cadenas se localizan en el
cromosoma X. La molécula IL-13Ra-1 es un receptor de afinidad intermedia para IL-
13, presentando una elevada afinidad cuando se asocia a la molécula IL-4Ra
(figura 1.13). La interaccion entre IL-13 y este receptor lleva a la activacion de la via
de sefalizacion intracelular JAK-1/STAT-6 y a la generacion de las actividades
biologicas de esta molécula. Por el contrario, la unién de IL-13 con ILRa-2 (expresado
tanto como proteina de membrana, receptor soluble o molécula intercelular) parece

constituir un mecanismo de regulacion negativa de las actividades de esta citocina.
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Figura 1.13. Receptores y sefializacion intracelular de IL-13
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La interleucina 13 es una molécula que desempefia multiples actividades
bioldgicas.

Asi, en las células inmunes y/o inflamatorias interviene en la diferenciacion y
cambio de isotipo (IgE) de los linfocitos B, incrementa la expresion de CD23 y HLA de
clase II, disminuyendo la expresion de genes proinflamatorios en las células del sistema
mononuclear fagocitico, modula la expresion de receptores FCeRI en mastocitos y
estimula el reclutamiento y activacion de eosindfilos.

Por otro lado, IL-13 actia sobre otros tipos celulares como fibroblastos
(incrementando la sintesis de coladgeno), células epiteliales (ocasionando hipersecrecion
de moco), endotelio vascular (incrementando la expresion de VCAM y de quimiocinas)

y musculo liso (promoviendo su proliferacion y respuesta a estimulos colinérgicos).
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1.2.2.5. Interleucina 16 (IL-16)

La primera descripcion de la IL-16 tuvo lugar en 1982 como un factor
quimioatractante para los linfocitos (lymphocyte chemoattractant factor), recibiendo su
denominacion actual en 1995 (125, 126).

Varias estirpes celulares son capaces de sintetizar y liberar interleucina 16,

aunque los estimulos y la regulacion de su sintesis es diferente, como se expresa en la

tabla 1.7.

Tabla 1.7. Células productoras de IL-16 y su regulacion

Tipo celular RNA m | Pro-IL-16 | IL-6 preformada Estimulos
Linfocitos CD8 Constitutiva | Constitutiva Presente Histamina/Serotonina
Antigenos/Mitégenos
Linfocitos CD4 Constitutiva | Constitutiva Ausente Antigenos/Mitogenos
Mastocitos Constitutiva | Constitutiva Ausente PMA/C5a
Eosinofilos Constitutiva | Constitutiva Ausente GM-CSF
Células dendriticas Constitutiva | Constitutiva Ausente IL-4/ GM-CSF
Células epiteliales Inducible Inducible Ausente TGFB/TNFa
Cerebelo Constitutiva | Constitutiva Ausente Desconocidos
Fibroblastos Constitutiva | Inducible Ausente IL-1B/TNFa.

La estructura habitual de la IL-16 tanto natural como recombinante es la de un
homotetramero formado por monoémeros de 14 kDa. En la figura 1.14 se indica de

forma esquematica la estructura de un monoémero.

Figura 1.14. Estructura de un mondémero de IL-16
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Inicialmente, la IL-16 es sintetizada como un precursor de 631 aminoacidos que
posteriormente es procesado por la caspasa 3 para liberar el mondmero.
Bioquimicamente, la IL-16 es una proteina béasica con un punto isoeléctrico de 9.1, no
siendo importante la glicacion.

El gen de la IL-16 en humanos se localiza en la region 15q26.1-3 y consta de 7
exones y 6 intrones. La region promotora no posee region TATA, aunque si contiene
dos regiones CAAT y tres lugares para la unidon con factores de transcripcion GABP.

Los efectos de la IL-16 tienen lugar por interaccion directa con el receptor CD4
presente en varios tipos celulares, principalmente los linfocitos CD4, aunque también en
subpoblaciones de monocitos, eosinofilos, células dendriticas y neuronas. En el raton
también ejerce efectos en la proliferacion y generacion de diversidad de los linfocitos B.
La traduccion de las sefales es la descrita cldsicamente a través de esta molécula de
membrana.

Los efectos biologicos generales de la IL-16 con su receptor incluyen la
estimulacion de la quimiotaxis de las células inflamatorias e inmunolégicas (linfocitos
T, eosinofilos, monocitos y células dendriticas). Ademads, ejerce otros efectos
dependiendo de las células diana.

Asi, en los linfocitos T es un factor que estimula el paso de la fase GO a Gl1.
Tiene interés sefalar que la IL-16 requiere del concurso de otras citocinas (IL-2 o IL-
15) para que la proliferacion linfocitaria sea eficaz. La accion combinada de IL-16 con
las citocinas mencionadas da lugar a la proliferacion de una poblacion homogénea de
linfocitos CD4 CD45 RO. Ademas, estimula la produccion de GM-CSF e IL-3 por estas
células e inhibe la replicacion de VIH.

Por otro lado, estimula la expresion de a4b7 en eosinofilos, la expresion de HLA

de clase II en monocitos e inhibe la entrada y replicacion de VIH en células dendriticas.

1.2.2.6. RANTES
La primera descripcion de la molécula RANTES (regulated upon activation,
normal T expressed and secreted) tuvo lugar en 1998 (127) en un estudio de hibridacion

sustractiva entre proteinas transcritas por linfocitos T y B. La nomenclatura actual de

esta molécula es CCL5 (128, 129, 130).
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Las principales células productoras de RANTES son los linfocitos T, aunque
también se ha observado su produccion por plaquetas, eosinofilos, células del epitelio
tubular renal, fibroblastos y células tumorales.

Inicialmente, RANTES es sintetizado como una molécula precursora de 91
aminodcidos, con una region aminoterminal hidrofobica de 23 aminoécidos, que al ser
liberada da lugar al mondomero de RANTES de 68 aminoacidos. La estructura del
monoémero es la caracteristica de las quimiocinas B (figura 1.15). Dependiendo de la
concentracion de RANTES, los mondémeros permanecen aislados (o formando dimeros)
o bien forman agregados multiméricos. Este hecho tiene gran trascendencia biologica,
ya que las vias de sefializacion y los efectos bioldgicos son diferentes (ver mas
adelante).

Figura 1.15. Estructura de un monémero de RANTES

El gen que codifica la sintesis de RANTES se ha identificado y clonado,
localizandose en el cromosoma 17 (17q11.2-q12) (131).

Como sefialdbamos previamente, dependiendo de la concentracion de RANTES,
esta molécula se encuentra en forma monomérica/dimérica o multimérica. En el primer
caso, actia sobre receptores para quimiocinas, mientras que en su forma multimérica
sus efectos estan mediados por la unién a glucosaminoglicanos (GAG) (132) (figura

1.16)
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Figura 1. 16. Receptores y vias de traduccion de RANTES
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En presencia de bajas concentraciones de RANTES, esta quimiocina tiene mayor
afinidad por los receptores CCR (ya descritos previamente). A diferencia de la eotaxina
1, que Gnicamente ejerce sus efectos a través de CCR3, RANTES es capaz de unirse a
cuatro receptores (CCRI1, CCR3, CCR4 y CCRY). La traduccion de las sefiales tiene
lugar a través del sistema de la proteina G (128, 129, 130).

Sin embargo, en presencia de elevadas concentraciones de RANTES, los
complejos multiméricos se unen a glucosaminoglicanos, que sefalizan por vias
independientes del sistema de la proteina G (p. ej. aumento prolongado de calcio
intracelular) (133).

Tiene interés sefialar en este apartado, que dependiendo de la concentracion de
RANTES; los efectos sobre la proliferacion de VIH (virus de la inmunodeficiencia
humana) son diferentes. Asi a concentraciones bajas, RANTES compite con la unién de

VIH (cepas linfotropicas), ya que tanto el virus como la citocina son ligandos del
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CCRS. Por el contrario, a concentraciones elevadas, RANTES facilita la progresion de
la infeccion por VIH (132).
Los principales efectos biolégicos de RANTES, teniendo en cuenta los datos

previos, se ejercen sobre multiples tipos celulares (figura 1.17)

Figura 1.17. Principales efectos bioldgicos de RANTES
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Asi, actua sobre diferentes tipos de linfocitos T. En concreto, en sistemas libres de
células endoteliales estimula selectivamente la quimiotaxis de linfocitos CD4, CD45RO
(memoria) mientras que en sistemas transendoteliales induce quimiotaxis tanto de
linfocitos CD4 como CD8, siendo de hecho la mas potente quimiocina para linfocitos
citotoxicos.

Las acciones sobre las células del sistema mononuclear fagocitico son similares a
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), siendo un potente estimulo

quimiotactico, aunque su capacidad de activacion de la exocitosis es menor.
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Por otro lado, la accion sinérgica de RANTES con IL-2 y g-IFG promueve la
transformacion de células natural killer en células activadas denominadas CHAK
(Chemokine activated killer).

Finalmente, RANTES es un potente quimioatractante para eosindfilos y promueve

la liberacion de histamina por los basdfilos.

1.2.3. Mecanismos de eosinofilia

1.2.3.1. Aspectos generales

En la practica, aunque la eosinofilia es definida por una elevacion del nimero de
eosinofilos circulantes, el hecho relevante es el aumento de cosinofilos en los diferentes
tejidos. Los tres mecanismos por los que se produce esta situacion son: (i) un
incremento en el reclutamiento de eosinofilos a tejidos concretos, (ii) la generacion
local de esta estirpe celular y (iii) una disminucion de la muerte celular de los
eosinofilos.

Los mediadores responsables de estos procesos son los mismos: moléculas
producidas por células pulmonares (principalmente inflamatorias e inmunes). Las
principales citocinas implicadas son IL-5, IL-4, IL-13 e IL-16 y las quimiocinas mas
importantes son eotaxina-1 (existiendo menos datos acerca del papel de eotaxina-2 y 3)
y RANTES.

Por razones anatomicas y facilidad de acceso (lavado broncoalveolar), la mayor
parte de los estudios acerca de los mecanismos de eosinofilia se han realizado en
estructuras pulmonares (parénquima y via aérea) tanto en humanos como en animales
experimentales. Otros factores importantes en el estudio de los mecanismos de
eosinofilia han sido el empleo de animales manipulados genéticamente (knockouts de
IL-5, eotaxina-1,IL-4, IL-13 o transgénicos que sobreexpresan estas moléculas) y la
utilizacion de anticuerpos monoclonales frente a algunas de estas moléculas (134, 135,

136).

1.2.3.2. Reclutamiento de eosinofilos

En el reclutamiento de eosinofilos hacia los tejidos, las moléculas mencionadas

desempefian un papel diferente. Asi, IL-5, actuando de forma coordinada con eotaxina-
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1, induce una estimulacion de la eosinofilopoyesis medular activando la diferenciacion
especifica de esta estirpe (figura 1.18). La consecuencia es un incremento del “pool” de
eosinofilos circulantes, aunque sin que tenga lugar una localizacidon especifica en
ningun tejido.

Por el contrario, IL-4 e IL-13, sintetizadas localmente por linfocitos Th2

promueven el reclutamiento especifico hacia estructuras parenquimatosas (figura 1.19).

Figura 1. 18. Citocinas relacionadas con aumento de eosinofilopoyesis
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Figura 1.19. Localizacion tisular de los eosinofilos.

“Rolling” Activacion Adhesion fuerte Extravasacion

A
@ Interleucina 4/Interleucina 13 @

Un aspecto muy interesante, descrito recientemente, es el desplazamiento de
linfocitos activados (p. ej. en el pulmén) hacia la médula 6sea (137), en donde la
produccion local de citocinas estimula de forma directa la eosinofilopoyesis (figura

1.20).

Figura 1.20. Recirculacion de linfocitos y eosinofilia
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1.2.3.3. Eosinofilopoyesis local

Ademas del mecanismo anterior que explica conjuntamente el aumento de
eosindfilos circulantes y pulmonares, existen datos que demuestran la eosinofilopoyesis
en el parénquima. Para ello, es preciso que los progenitores y/o precursores de esta
estirpe, habitualmente alojados en la médula 6sea se dirijan hacia el tejido diana (figura
1.21). Este aspecto ha sido comprobado de forma fehaciente, siendo la eotaxina-1 el

principal mediador implicado (138).

Figura 1.21. Transito de precursores eosinofilopoyéticos a érganos diana

1.2.3.4. Inhibicion de la apoptosis de eosindfilos

Finalmente, el aumento sostenido de eosindfilos en los tejidos también depende
de una inhibicion de los mecanismos de apoptosis de estas células (139, 140, 141, 142,
143). En este apartado revisaremos inicialmente las caracteristicas generales del proceso
apoptdtico para indicar posteriormente los efectos anti o proapototicos de diversas

moléculas.

1.2.3.4.1. Aspectos generales de la apoptosis
La apoptosis es una de las dos formas principales de muerte celular (144).
Existen dos modelos principales de apoptosis: el modelo inductivo, en el cual las

células ponen en marcha un programa de destruccion al recibir un estimulo, y el modelo
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de liberacion, en el cual los sistemas represores de la apoptosis presentes en una célula
son anulados al no recibir un estimulo (soluble o por contacto).

La apoptosis es un proceso que tiene lugar de forma bifasica: i) tres tipos de
rutas iniciadoras denominadas: a) via mitocondrial, b) via de los “receptores letales” y

¢) via directa y ii) una via final comun a todas las anteriores (fig 1.22).

Figura 1.22. Esquema general de la apoptosis

Via mitocondrial Via de los receptores letales

l l

Activacion de caspasas iniciadoras

Via directa —| Activacion de caspasas efectoras

Muerte celular

Via final comun

La via final comun de la apoptosis estd mediada por un conjunto de enzimas
denominadas caspasas ( Cytosolic Aspartate Specific Proteases) (fig 1.23). Se han
descrito 13 enzimas, de las cuales solo la mitad participan en el proceso apoptético,
siendo la funcion del resto la regulacion de la sintesis de citocinas. Dentro de las
caspasas implicadas en la apoptosis se distinguen dos tipos: las caspasas iniciadoras (2,
8, 9y 10) y las caspasas ejecutoras (3, 6 y 7). Las acciones mejor caracterizadas
corresponden a las caspasas 8, 9y 3.

Una vez activadas, las caspasas ejecutoras dan lugar a los cambios morfologicos
y funcionales propios de la apoptosis al modificar diferentes moléculas. Asi, entre otros
fendomenos, i) se libera un factor que lleva a la fragmentacion caracteristica del DNA

(DFF, DNA fragmentation factor), ii) se activan proteasas (gelsolina) que destruyen la
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actina y alteran el citoesqueleto, iii) se produce la uniéon cruzada de proteinas mediante

la transglutaminasa y iv) se destruye la B-catenina (alterando la union intercelular).

Figura 1.23. Via final comtn de la apoptosis
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La primera forma de inicio de la apoptosis es la via mitocondrial. Las células
requieren para su adecuado funcionamiento la produccion de energia, principalmente a
través de la produccion de ATP en las mitocondrias. Por ello, es razonable que la lesion
funcional de las mitocondrias sea un elemento clave en la induccion de apoptosis. En la
practica, la lesion mitocondrial se manifiesta por la liberacién del citocromo ¢ que
accede al citoplasma y, en union a varias moléculas (dATP, una proteina adaptadora

denominada APAF-1 y pro-caspasa 9) forma el “apoptosoma”, generandose caspasa 9
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que pone en marcha la via final comun (fig. 1.24). La liberacién de citocromo ¢ al
citoplasma puede ser debida a una accion directa (p. ej. oxido nitrico) o a
modificaciones de una familia de proteinas (familia bcl-2). Las proteinas de esta familia
son de tres tipos que se diferencian por sus caracteristicas estructurales y funcionales: 7)
grupo 1: ancladas en la membrana mitocondrial y con funcién antiapoptotica (p. ej. Bel-
2 y Bcl-xL); ii) grupo II: también ancladas en la membrana mitocondrial y con funcién
proapoptotica (p. e€j. Bax 'y Bak) y iii) grupo III: no necesariamente unidas a
membranas y con actividad proapoptotica (p. ej. Bad, Bid).

La actividad proapoptética de algunas proteinas (p. €j. Bax) se debe principalmente
al incremento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, mientras que la
principal accion de varias proteinas antiapoptdticas se debe al secuestro de las proteinas

apoptoticas (p. ej. Bel 2 se une a Bax; Bcel-xL se une a APAF).

Figura 1.24. Via mitocondrial de la apoptosis
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La activacion de la apoptosis por la via mitocondrial se pone en marcha por
multiples agentes causales como la hipoxia, radiacion o farmacos alquilantes (que
activan la proteina p53), la supresion de factores troficos (p. €j. NGF nerve growth
factor en tejido nervioso) o la translocacién cromosémica (p, €j. t 14:18 en los linfomas

B de bajo grado de malignidad).
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La segunda via de induccion de apoptosis (via de los “receptores letales”) es la
interaccion de elementos extra-celulares (solubles, como TNFa o unidos a la membrana
como la molécula Fas) con receptores celulares (fig. 1.25). Estos receptores poseen unas
regiones que, tras la unidon con sus ligandos, generan sefiales intracelulares relacionadas
con la muerte celular (death domains o dominios letales). En el caso de la molécula Fas
(CD95), tras la unién a su ligando (CD95L) se facilita la union a una proteina
adaptadora (FADD: fas associated death domain), formando un complejo que
promueve la activacion de la pro-caspasa 8. En el caso del receptor del TNFa, el
proceso es similar, ya que tras la union de la molécula soluble se produce la unién a una
proteina adaptadora (TRADD: TNF-receptor associated death domain ) que promueve
la activacion de la procaspasa-8. La caspasa 8 activa la via final comun de dos formas,
estimulando directamente la pro-caspasa 3 y a través de la via mitocondrial. Asi, la
caspasa 8 es capaz de activar la proteina Bid, que se une a Bax y promueve su insercion

en la membrana mitocondrial.

Figura 1.25. Via de los receptores letales de la apoptosis
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La tercera via (via directa) de la apoptosis estd mediada por las granzimas
presentes, junto a citoperforinas, en los granulos de los linfocitos T citotdxicos y en las
células “natural killer”. Las granzimas penetran en las células diana tanto a través de los
poros inducidos por las citoperforinas como mediante receptores especificos. En el
interior de la célula diana, las granzimas estimulan directamente la conversion de

procaspasa 3 en caspasa 3 activando la via final comun.

1.2.3.4.2 Apoptosis/antiapotosis y eosinofilia

La principal molécula relacionada con la inhibicion de la apoptosis en los
eosindfilos es la interleucina 5, aunque también se ha demostrado este efecto para la
eotaxina-1 (144). No hemos encontrado informacion acerca del efecto de las otras
citocinas mencionadas en este proyecto doctoral (IL-13, IL-16 y RANTES) sobre la
apoptosis de eosinofilos.

Los mecanismos de inhibicion de la apoptosis eosinofilica por IL-5 son
complejos y probablemente diferentes dependiendo del estado de maduracion/
activacion concreto.

Asi, la apoptosis inducida por la via de los receptores letales es inhibida por dos
fenomenos diferentes: i) la disminucion de la expresion de receptores CD95 inducida
por IL-5 y ii) el aumento en la produccion de 6xido nitrico que altera la traduccion de
las senales de esta via (143).

Por otro lado, la via mitocondrial de la apoptosis es inhibida por IL-5 al
aumentar los niveles de Bcl-xL, que bloquea la liberacion de citocromo ¢ inducida por
Bax (140). Ademas, la IL-5 inhibiria la activacion de Bid, disminuyendo también la
activacion de Bax (142).

Finalmente, los mecanismos de proteolisis que generan a partir de procaspasa 3,
caspasa 3 activa, son menos eficientes en los eosinéfilos (140).

Muchos de los farmacos utilizados en las enfermedades en las que la eosinofilia
es un dato caracteristico, ejercen su efecto, entre otras formas, estimulando la apoptosis
de los eosinofilos. Los mejor caracterizados son los glucocorticoides y los inhibidores
de la fosfodiesterasa (p. ej. teofilina). La descripcion detallada de este aspecto excede

los limites de esta revision.
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En la figura 1.26 se indica de forma esquematica el papel de las principales

citocinas y los diferentes mecanismos de produccion de eosinofilia.

Figura 1.26. Mecanismos de produccion de eosinofilia
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1.3. Eosinofilia. Consecuencias

1.3.1. Aspectos generales

Los eosinofilos son células muy activas desde un punto de vista metabolico y
poseen la capacidad de sintetizar y liberar multiples mediadores inflamatorios y
moléculas reguladoras (v. Pag. 29). En este apartado unicamente revisaremos en detalle
tres importantes mediadores: la proteina catidnica, la neurotoxina y el factor de
crecimiento vascular-endotelial (VEGF).

La liberacion de estas — y otras- moléculas se ha considerado que constituye un
elemento clave en la defensa frente a los helmintos, aunque el papel concreto en cada
parasitosis no estd completamente aclarado. Por ello, en un segundo apartado,
revisaremos el papel de los eosindfilos en las helmintosis.

Finalmente, varios de los mediadores liberados por los eosinofilos son también
capaces de lesionar estructuras del hospedador. Este hecho es especialmente relevante
en las estructuras cardiacas. Por ello, finalizaremos este apartado con una revision de las

lesiones tisulares relacionadas con la activacion de los eosindéfilos.

1.3.2. Moléculas derivadas del eosinofilo
1.3.2.1. Proteina cationica derivada del eosinofilo (ECP eosinophil cationic protein)

La primera descripcion de la proteina derivada del eosinoéfilo se realizé en 1971
al purificarse esta molécula a partir de granulos de células mieloides obtenidas de un
paciente con leucemia mieloide crénica, identificandose en 1975 que procedia de los
eosinofilos (145, 146).

Desde un punto de vista estructural, ECP pertenece junto a la neurotoxina
derivada del eosindfilo, angiogenina, ribonucleasa pancreatica y RNAsa 4 a una
superfamilia de ribonucleasas especificas de pirimidina (146). De hecho, otra
denominacion de la ECP es RNAsa tipo 3. ECP es una proteina formada por una tnica
cadena de aminodcidos, con un peso molecular de 16 a 22 kDa, que posee tres lugares
potenciales de glicacion (fig. 1.27). Dos caracteristicas particulares de esta proteina son
la presencia de zinc (2.5 mol of zinc por mol de ECP) y un punto isoeléctrico de 10.8,

debido a la elevada cantidad de aminoacidos basicos, especificamente 20 argirinas ..
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Debido a su carécter catidnico es una molécula con gran tendencia a adherirse a las
células y, por otro lado, no es filtrada por los glomérulos, por lo que la presencia en la
orina indica activacion de los eosindfilos en el aparato urinario.

El gen de la ECP se localiza en el cromosoma 14 (q24-q31) en proximidad a los
genes de los otros miembros de la superfamilia de las RNAsas. El gen de la ECP esta
formado por dos exones de tamafio diferente (67 y 667 pb) separados por un intréon de
230 pb (147, 148, 149, 150). La region promotora contiene las caracteristicas secuencias
CAAT y TATA, siendo el principal factor que incrementa la expresion del gen el
derivado de una secuencia localizada en el intron Esta secuencia reguladora es regulada
por NFAT-1 y presenta diferentes polimorfismos que explican la diferente expresion de
ECP en enfermedades alérgicas y parasitarias (147, 148, 149, 150).

La produccion de ECP tiene lugar durante la maduracion de la serie eosinofilica,
alcanzando los niveles de mRNA una méaxima expresion en el estadio de promielocito.
No obstante, en los eosinofilos maduros, tanto de pacientes con eosinofilia como de
sujetos normales se ha detectado la presencia de mRNA (145). La secrecion de ECP
depende de la interaccion de diversos estimulos (inmunoglobulinas, lipidos, factores
solubles) con los eosindfilos. Aunque se han descrito multiples secretagogos de ECP,
tiene interés sefialar algunas caracteristicas peculiares: i) Es importante la dosis de
agente estimulante, ya que a concentraciones bajas tiene lugar la liberacion de
componentes especificos (p. ej. inmunocomplejos IgG y ECP, inmunocomplejos IgE y
peroxidasa), mientras que a elevadas concentraciones se produce una liberacién masiva
de mediadores. ij) La capacidad de liberacion de mediadores depende del estado
funcional del eosindfilo, siendo mayor por ejemplo en pacientes con alergia al polen o
en personas con sindrome hipereosinofilico. iii) En relacion con la afirmacién previa,
los eosindfilos “primados” con citocinas eosinofilicas liberan mas ECP que en situacion
basal. Entre los agentes que inhiben la secrecion de ECP, los mejor caracterizados son
la ciclosporina, el formoterol y el pemirolast (146). Curiosamente, los glucocorticoides
ejercen una escasa inhibicion en la liberacion de este mediador.

La actividad biolégica de ECP puede dividirse de forma esquematica en dos

aspectos: las acciones citotoxicas y los efectos no citotoxicos. La accidn citotoxica de la

ECP se debe principalmente a la formacion de poros de unos 50 A en las membranas

celulares, con la consiguiente lisis osmotica. Esta accidon citotoxica se ejerce sobre
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bacterias, parasitos, células tumorales y células normales del propio individuo. En lo
que respecta a los virus, parece que la accion RNAsa ya descrita previamente es la
responsable de la accién antiviral (151). En lo que respecta a las acciones no
citotdxicas, las mas importantes son (145, 146, 152): i) inhibicion de la proliferacion
linfocitaria T y de la sintesis de inmunoglobulinas por los linfocitos B, ii) estimulo de la
liberacion de histamina y triptasa por los basofilos y mastocitos, iii) estimulo de la
expresion de ICAM-1 y de receptor para IGF-1 en células epiteliales, iv) estimulo de la
produccion de moco, v) altera la produccion de glicosaminoglicanos y promueve la
formacion de colageno por los fibroblastos, vi) estimula la cascada de la hemostasia y
la fibrinolisis, lo que puede justificar los fendmenos tromboembolicos caracteristicos
del sindrome hipereosinofilico y vii) interacciona con el sistema del complemento.

La concentracion de ECP se ha medido en varios medios biologicos, tales como
liquido de lavado broncoalveolar, esputo, lavado nasal, lagrimas, liquido yeyunal o
heces (145, 153, 154, 155), permitiendo identificar la participacion de los eosinéfilos en
la patogenia de entidades especificas (p. €j. asma, neumonia eosinéfila cronica, rinitis
alérgica, conjuntivitis alérgica, enfermedad celiaca, enfermedad inflamatoria intestinal).
Los datos concretos en estas entidades escapan a los objetivos de esta revision. Sin
embargo es interesante sefialar algunas peculiaridades de la medida de ECP en sangre
periférica (156). Basicamente, se han realizado medidas de ECP en suero y en plasma
(sangre anticoagulada con EDTA). Los resultados obtenidos son claramente diferentes,
y siempre superiores en suero. El motivo es simple, ya que durante la formacion del
coagulo los eosinodfilos pueden degranularse, contribuyendo de esta manera al aumento
de ECP en el suero, mientras que el EDTA bloquea la degranulacion. Teniendo en
cuenta la corta vida media de ECP (aproximadamente 45 minutos), la medida de EDTA
en plasma traduce de forma correcta los niveles preexistentes en sangre mientras que los
niveles séricos indicarian la “propensién” a degranularse de los eosindfilos del paciente.
En la practica, la medida de ECP en suero es mads util en la distincién entre sujetos

sanos y enfermos.

1.3.2.2. Neurotoxina derivada del eosinofilo (EDN, eosinophil derived neurotoxin) /

proteina X del eosinoéfilo (EPX, eosinophil protein X)
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La descripcion y purificacion de la neurotoxina derivada del eosindfilo (EDN)
tuvo lugar en 1981 por Durack y colaboradores (157). El gen de la EDN fue clonado
1989 (158) y su estructura cristalografica publicada en 1996 (159). La denominacion de
neurotoxina se debe al efecto de esta proteina sobre el SNC, ya que al ser inoculada
intracerebralmente en animales experimentales a bajas concentraciones induce el
denominado “fendomeno de Gordon”, caracterizado clinicamente por un sindrome
cerebeloso (160) y patologicamente por una degeneracion de las células de Purkinje
(146). Por otro lado, en 1983 se identifico por Peterson y Vange (161) una proteina
derivada del eosindfilo a la que se denomind proteina X, aunque posteriormente se
comprobo que se trataba de la misma molécula; por ello, la denominacion actual de esta
proteina es END/EPX.

Como se ha indicado en apartados anteriores, EDN/EPX forma parte de la
familia de las ribonucleasas humanas y , por lo tanto, comparte muchos de los aspectos
estructurales y genéticos de la ECP. Sin embargo, tanto desde un punto de vista

estructural como funcional existen varias diferencias entre ambas moléculas (tabla 1.8).
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Tabla 1.8. Diferencias entre ECP/EDN

ECP EDN
(eosinophilic cationic protein) (eosinophilic-derived neurotoxin)

Ontogenia Mais actual Mas antigua
N’ lugares glicacion Mayor Menor
Punto isoeléctrico Mayor Menor
Expresion Hemopoyética (Eosinofilos) Hemopoyética (Eosinofilos)

Bazo

Higado

Rinén
Secretagogos Inmunocomplejos (1gG) Inmunocomplejos (IgA)

C3a/C5a f-MLP

Particulas de Sephadex opsonizadas | IL-3, IL-5, RANTES

Funciones citotoxicas

Efecto antiviral Menor Mayor
Efecto antihelmintico Mayor Menor
Fenomeno de Gordon Limitado Clasico

Funciones no citotoxicas

Respuesta inmune Inhibicion linfocitaria T y B Alarmina
Liberacion de histamina SI NO
Modulacion fibroblastos SI NO
Secrecion de moco SI NO
Modulacén hemostasia SI NO
Modulacion del sistema del SI NO

complemento

Deteccion en orina en NO SI

procesos sistémicos

Desde un punto de vista evolutivo, existen datos indirectos que sugieren que el
gen de EDN/EPX es mas antiguo que el de la ECP (145).

EDN/EPX es una molécula formada por una unica cadena de aminoécidos, con
un peso molecular de aproximadamente 18,9 kDa, siendo el numero de lugares de
glicacion menor que la ECP y, por lo tanto, existiendo una menor variabilidad en las
formas moleculares de la misma (160). Existe aproximadamente una homologia del
67% entre ECP y EDN/EPX (muy superior a otras RNAsas humanas) y ambas

comparten una secuencia de 8-9 aminodacidos que las diferencian del resto de RNAsas
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(145). Entre los 45 aminoacidos que diferencian ECP y EDN/EPX, 15 son argininas, lo
que explica que, aunque la EDN/EPX sea una proteina catidnica, su pl es menor y es
capaz de atravesar la membrana glomerular (145). Existen dos tipos de EDN/EPX que
difieren en la presencia o no de 4 aminoacidos en la region amino-terminal (162).

La estructura del gen de EDN/EPX es muy similar a la del de ECP con un intrén
entre un exon no codificante (ex6n 1) y un exén codificante (exon 2). La regulacion de
la expresion del gen depende de dos regiones promotoras [Myc-associated zinc finger
protein (MAZ) y SV-40 protein-1 (Sp1)] situadas en el introén (163).

A diferencia del gen de la ECP, cuya expresion estd limitada a la serie
polimorfonuclear, el gen de EDN/EPX se expresa en otros tejidos como higado, bazo y
rifion (163), lo que sugiere la posibilidad de una produccion local. También los
estimulos que desencadenan la secrecion de EDN/EPX son diferentes de los descritos
para ECP (tabla 1.8), aunque no existen estudios sistematicos en este aspecto (145,
164).

La actividad bioléogica de EDN/ECP también puede dividirse de forma
esquemadtica en dos aspectos: las acciones citotoxicas y los efectos no citotoxicos,
aunque el nimero de estudios publicados es menor con relacion a la ECP. En lo que

respecta a la actividad citotdxica, es interesante sefialar que EDN/EPX posee una mayor

actividad antivirica (145) y una menor actividad antihelmintica (165). También se ha
documentado la menor neurotoxicidad de ECP con respecto a EDN/ EPX (160).

En lo que respecta a los efectos no citotoxicos, EDN/EPX presenta claras

diferencias bioldgicas con ECP. Asi, e independientemente de la modulacion de la
respuesta inmune, EDN/EPX actia como una ‘“alarmina”, reclutando y activando a
células dendriticas en los lugares de infeccion (166, 167, 168). Por otro lado, EDN/PPX
no ejerce acciones bioldgicas en la modulacion de la actividad fibrobléstica, en la
liberacion de histamina por mastocitos/basofilos, en la hemostasia, en la produccion de
moco o en la modulacion del sistema del complemento (169, 170, 171).

EDN/EPX, de forma similar a ECP se ha medido en varios medios biolégicos
interpretandose como marcador de activacion eosinofilica en varios procesos
patologicos. Un aspecto que debe destacarse es la posibilidad de deteccion de EDN/PPX
en orina en procesos sistémicos, lo que tiene importancia en estudios epidemiolédgicos,

al ser una muestra incruenta. En lo que respecta a la determinacion urinaria de esta
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molécula interesa destacar tres aspectos: (7) presenta una variacion diaria, siendo los
valores mas bajos por la tarde; (7i) la concentracion puede elevarse de forma espuria por
la presencia concomitante de infeccion urinaria y (iii) los valores deben corregirse

atendiendo a la concentracion de creatinina urinaria (156).

1.3.2.3. Factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF, vascular endotelial groth
factor)

Los factores de crecimiento vasculares-endoteliales (VEGFs) son una familia de
moléculas pleotropicas producidas por diferentes tipos celulares, entre los que se
encuentran los eosinéfilos (172). Desde su descripcion inicial a principios de los afos
80 por dos grupos de investigacion (173, 174), los estudios acerca de la estructura y
funcion de estas moléculas se han multiplicado de forma exponencial. En este apartado
revisaremos de forma muy breve los aspectos mas importantes en relacion con el

proyecto doctoral (175, 176, 177, 178).

1.3.2.3.1. Estructura y genética
Los VEGFs pertenecen a la superfamilia VEGF/PDGF (platelet-derived growth
factor) y poseen como caracteristica comuin 8 residuos de cisteina, dos de ellos
relacionados con la formacioén de puentes intermoleculares y los otros seis implicados
en la formacion de puentes intramoleculares con formacion de 3 dominios globulares
(fig. 1.28) (175).
Figura 1.27 Monémero de VEGF-F

Se han descrito siete moléculas de la familia VEGF: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, PIGF (placental growth factor), VEGF-E y VEGF-F. En mamiferos, inicamente los
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cinco primeros tienen importancia biologica, siendo VEGF-E una proteina virica (virus
Orf) (179) y VEGF-F una proteina presente en el veneno de serpientes (viboras) (180).
Dentro de las 5 moléculas identificadas en humanos, la que reviste mayor
importancia biologica es el VEGF-A, en muchas ocasiones denominado simplemente
VEFG. En la tabla 1.9 se detallan las diferencias genéticas y funcionales de los cinco

VEGTF sintetizados en mamiferos .

Tabla 1.9. Diferencias en los VEGF humanos

VEGF-A VEGF-B VEGF-C | VEGF-D PIGF
Cromosoma 6p23.1 11q.13 4q34 Xp22.31 14q.24
Isoformas SI SI NO NO SI
Receptores VEGFR1 VEGFRI1 VEGFR3 | VEGFR3 VEGFRI1
VEGFR2 NP-1
NP-1
NP-2
Funcion Multiple Poco conocida Linfangiogénesis Complementario
biolégica - Vasos coronarios de VEGF-A

El gen que codifica VEGF-A esta formado por 8 exones (figura 1.29). De forma
caracteristica, el RNAm sufre un procesamiento alternativo (“splicing”) por el que las
proteinas derivadas (y englobadas con la denominacion genérica de VEGF o VEGF-A)
son diferentes (181). La nomenclatura general de estas proteinas incluye, ademas de la
denominacién general (VEGF), el nimero de aminoécidos total (xxx) un sufijo (b) si el
procesamiento alternativo afecta a la porcion distal del exon 8. El numero total de
aminodcidos deriva principalmente de la inclusion o no de aminoécidos codificados
(total o parcialmente) por los exones 6 y 7 (figura 1.29).

Estos aspectos estructurales tienen una clara trascendencia bioldgica. Asi, la
inclusion o exclusion de los exones 6 y 7 modula las interacciones con proteoglicanos
heparan sulfato (HSPGs) y receptores tipo neuropilina. Por otro lado, el procesamiento
proximal o distal del exén 8 tiene consecuencias funcionales, ya que las isoformas

VEGFxxx son proangiogénicas y las VEGFxxxb son antiangiogénicas.
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Las isoformas principales en humanos de VEGF-A son VEGF,p, VEGFiso,
VEGF s9b, VEGF 165, VEGF 165, VEGF 121 y VEGF121,. En las formas proangiogénicas,

la isoforma que posee una mayor importancia bioldgica es VEGFes, seguida de

VEGF121, VEFG189 y VEGF2()6.

Figura 1.28. [soformas de VEGF-A
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Los receptores para VEGFs son de 5 tipos principales (177): VEGFR-1
(vascular-endothelial growth factor-1), VEGFR-2 (vascular-endothelial growth factor-
2), VEGFR-3 (vascular-endothelial growth factor-3), neuropilina-1 y neuropilina-2.
Cada uno de los VEGFs presenta una selectividad especifica por uno o varios de los
receptores indicados (figura 1.30). VEGF-A es capaz de unirse a todos ellos con
excepcion de a VEGFR-3.

VEGFR-1 (también denominado fms-like tyrosine kinase; Flt-1) es una

molécula constituida por 7 dominios tipo Ig extracelulares, una region transmembrana y

Eosinofilia importada: Mecanismos, Causas y Consecuencias 83



Introduccion

un dominio intracelular tirosina kinasa. Esta molécula se expresa en las células
endoteliales, osteoblastos, células del sistema mononuclear fagocitico, células
trofoblasticas  placentarias, células mesangiales y algunas células madre
hematopoyéticas (182). Aunque la afinidad del VEGFR-1 por VEGF-A es 100 veces
mayor que por VEGFR-2, su actividad tirosina kinasa es menor. En la embriogénesis,
la expresion de este receptor esta ligada a un efecto negativo en la angiogénesis (175).
En periodos posteriores, la union VEGF-A a VEGFR-1 parece desempefiar un papel
importante en la generacion de sefales paracrinas en las células endoteliales

VEGFR-2 (también denominado KDR: kinase-insert domain receptor o flk-1:
fms-like kinase) tiene una estructura muy similar a VEGF-1. Este receptor se expresa
principalmente en las células endoteliales, aunque también se ha demostrado en
neuronas, megacariocitos, osteoblastos y células hematopoyéticas. Las principales
acciones de VEGF-A se ejercen por interaccion con este receptor.

Las neuropilinas 1 y 2 fueron identificadas como los receptores de una familia
de moléculas conocidas como semaforinas/colapsinas, una familia de moléculas
reguladoras del desarrollo del sistema nervioso. Ambas se expresan durante el
desarrollo embrionario en tejido nervioso, cardiovascular y esquelético, mientras que en
el adulto su expresion es muy amplia (183). El papel de las neuropilinas, principalmente

de NP-1 es actuar como correceptor de VEGFR-2 aumentando su accidn bioldgica.
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Figura 1.29. Receptores de VEGFs
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1.3.2.3.2. Produccion de VEGF

Multiples tipos celulares son capaces de desencadenar la sintesis y liberacion de
VEGF-A en respuesta a estimulos muy diferentes: modificaciones metabdlicas (hipoxia,
hipoglucemia), hormonales (estrogenos), citocinas y otros factores de crecimiento,
moléculas proinflamatorias y alteraciones genéticas (179, 184). Uno de los mejor
caracterizados es la hipoxia , que induce la estabilizacion y translocacion al nucleo de
dos factores HIF (hypoxic inducible factor)la e HIF2a . La union con el factor nuclear
HIF1B con los factores HIFas, al interaccionar con una region especifica del gen del
VEGF (HRE, hypoxia response element) induce la sintesis de esta molécula (185). Por
otro lado, la hipoglucemia, tanto en estudios de laboratorio (184) como clinicos (186) da
lugar a un aumento en la sintesis de VEGF. Los estrogenos también juegan un papel
importante en la induccion de la produccion de VEGF tanto en situaciones fisiologicas
(ciclo menstrual, ovulacién) como patologicas (cancer de mama) (187). Multiples
citocinas y factores de crecimiento (indicadas en la tabla 1.10) inducen la produccion

de VEGF (172, 184).
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Tabla 1.10. Citocinas estimulantes de la produccion de VEGF

Citocinas Abreviaturas
Factor de crecimiento de fibroblastos 4 FGF-4

Elaocrtlgrc ie;it;mulante de colonias de granulocitos y GM-CSF
Factor de crecimiento insulinico tipo 1 IGF-1
Inteleucina-1 IL-1
Interleucina-5 IL-5

Factor de crecimiento de queratinocitos KGF

Factor de crecimiento transformante beta TGF-3

Entre los mediadores inflamatorios relacionados con la produccion de VEGF
deben destacarse los radicales libres de oxigeno (188) y el 6xido nitrico (189).

Finalmente, varios tipos de alteraciones genéticas, presentes en enfermedades
hereditarias o tumorales se asocian a una hiperproduccion de VEGF. Las mejor
caracterizadas se relacionan con mutaciones de p53, del gen que codifica la proteina de
von Hippel-Lindau y de los genes supresores PTEN (phosphatase and tensin homologue

deleted on chromosome 10).
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1.3.2.3.2. Mecanismo de accion del VEGF

La interaccion entre el VEGF-A y el receptor VEGFR-2 pone en marcha una
serie de mecanismos de senalizacion iniciales que pueden ser resumidos en varias fases
(190): (i) uniodn del ligando al receptor; (ii) dimerizacion del receptor; (7ii) activacion de
tirosina-kinasa; (iv) autofosforilacion del receptor y (v) unidén y activacion de
adaptadores a los lugares de autofosforilaciéon. La via de sefalizacion del VEGF/
VEGFR-2 es diferente a la de otros factores de crecimiento y se resume en la figura

1.31.

Figura 1.30. Senalizacion a través de VEGFR-2
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Bésicamente tras la interaccion entre VEGF-A y VRGFR-2 se activan 4 vias de
transduccion: (i) Activacion de PI3K (representada en colores morados/violetas) que
transforma PIP2 en PIP3. Esta molécula actia de dos formas en los efectos del VEGF:
inhibiendo la apoptosis (por accion sobre BAD y caspasa 9) y estimulando la
produccion de oxido nitrico por accion sobre la isoenzima endotelial de la ONS. (i)
activacion de CDC42 (representada en tonos verdes) que finalmente conduce a una
reorganizacion de los filamentos de actina, (7ii) Disminucién de la adhesion de las
celulas endoteliales (sefialada en colores marrones/naranja) empleando como molécula
adaptadora Src y (iv) activacion de la fosfolipasa C gamma (via representada en tonos
azules), que partiendo de PIP2 genera DAG e IP3. Las consecuencias de esta via son de
dos tipos: la generacion de prostaglandinas y la activacion de la proliferacion de las
células endoteliales.

En resumen, los mecanismos por los que VEGF conduce a la angiogénesis son:
(i) aumento de la supervivencia celular, (ii) incremento en la migracion celular, (iii)

estimulacion de la proliferacion celular y (iv) facilitacion de la permeabilidad capilar.

1.3.2.3.4. VEGF y enfermedad

Se han detectado alteraciones en la produccion de VEGF en neoplasias (191) y
enfermedades no neoplasicas, en las que los mecanismos patogénicos implicados son la
hipoxia y/o la inflamacion.

Especificamente, se han descrito alteraciones (por exceso o defecto) en la
angiogénesis en varios tipos de enfermedades sistémicas, tanto autoinmunes (artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerodermia) (192) , metabdlicas (diabetes
mellitus) (193) o hematologicas (p. ej. enfermedad de Castleman) (194). Ademas, se
han observado alteraciones de la angiogénesis en enfermedades localizadas: digestivas
(enfermedad inflamatoria crénica intestinal (192), oculares (degeneracién macular)
(195), neurologicas (p. ej. esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer) (196),
respiratorias (p. ej. enfisema o fibrosis pulmonar idiopatica) (197) o renales

(glomerulonefritis) (198).
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1.3.3. Eosindfilos y helmintosis

Las funciones de los eosindfilos siempre han sido controvertidas,
comprobandose en los ultimos afos que su papel en la salud y enfermedad es mucho
mas variado y complejo de lo que se consideraba previamente (199,200).

Asi, inicialmente fueron considerados como mecanismo de defensa frente a los
helmintos (201). Posteriormente, se consider6 que la principal funcion de los eosindfilos
era el control de la respuesta inflamatoria desencadenada por otros leucocitos. En los
afios 60 del siglo pasado, los estudios bioquimicos y moleculares reforzaron la idea
inicial del eosinofilo como célula destructora tanto de agentes externos (helmintos)
como de tejidos del hospedador como actividad colateral en las reacciones de
hipersensibilidad. En este sentido, estudios basados en modelos experimentales
animales mostraron que los eosinodfilos eran reclutados en los primeras fases (horas-
dias) tras el acceso de los pardsitos a los tejidos del hospedador y participaban
activamente en la muerte de los mismos mediante la liberacion de mediadores tdxicos
eosinofilicos (202, 203).

Sin embargo, en algunos estudios que se realizaron en ratones deficientes en
eosinéfilos, se observo que no habia diferencias en la carga parasitaria en presencia o
ausencia de estas células (204 Humbles et al. 2004, 205 Lee et al. 2004, 206 Swartz et
al. 2006). Ademas, existen datos que sugieren un papel “protector” en la persistencia del
parésito en el organismo, de tal forma, que en ausencia de eosinofilos y sus citocinas
asociadas, se desencadenaria una respuesta inmune inflamatoria por parte del
hospedador mucho mads agresiva, que conduciria a la muerte de los parasitos residentes
en los tejidos y, ademas, a lesiones mas graves en el hospedador (207, 208, 209). En
otros términos, los eosindfilos desempenarian un papel “beneficioso” tanto para el
parasito (facilitando su supervivencia) como para el hospedador (limitando la respuesta
inflamatoria) (210). Los mecanismos por los que los eosinofilos regularian la actividad
macrofagica son poco conocidos en la actualidad (211).

La interpretacion global de estos datos sugiere que, de forma general, los
eosinofilos desempefian un papel importante en la supervivencia de todos los helmintos
en el hospedador, mientras que su participacion en la eliminacion de los mismos

depende del tipo de parasito, entre otros factores (212, 208, 209),
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En resumen, y con las limitaciones de los estudios realizados (213) la
interpretacion actual es que el principal papel de los eosinéfilos es el mantenimiento de

la homeostasia tisular local, al funcionar como reguladores de la inmunidad local y/o

modular los procesos de reparacion.
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1.3.4. Eosinofilos y lesion tisular. Cardiopatia.

De forma indirecta, la eosinofilia puede indicar la presencia de una parasitosis
que comprometa la vida del paciente y de esta forma ocasionar consecuencias nocivas.
Asi, aunque el diagnostico especifico de todas las parasitosis es importante para efectuar
un tratamiento etioldgico, sin lugar a dudas, el principal parasito que debe descartarse es
Strongyloides stercoralis. Esta afirmacion se debe a las caracteristicas de su ciclo
biologico, su persistencia durante décadas en el organismo y la posibilidad,
relativamente elevada, de desarrollar un sindrome de hiperinfecciéon cuando concurre
una situacion de inmunodepresion (p. ej. uso de corticoides a dosis elevadas o

coinfeccion por VIH).

Por otro lado, los eosinofilos son capaces de sintetizar y liberar directamente un
gran numero de mediadores proinflamatorios (ver 1.3). Aunque ha sido controvertido,
en la actualidad existen datos suficientes para afirmar que los eosinéfilos (a través de
sus mediadores) juegan un papel importante en el control de la fase larvaria de las
parasitosis (201,214). Por ello, la eosinofilia inducida por las helmintosis puede
interpretarse como un mecanismo de defensa del hospedador. Sin embargo, estos
mediadores inflamatorios liberados por los eosinofilos, pueden lesionar diversas
estructuras del propio hospedador, siendo muy caracteristica la afectaciéon cardiaca
(215). La lesion de las estructuras del corazoén en la eosinofilia puede adoptar dos
formas polares: fibrosis endomiocardica de Davies (en areas tropicales) o Loeffler (en
regiones templadas) y miocarditis eosinofilica (215). Independientemente de la forma
clinica que adopte, la afectacion cardiaca por la eosinofilia inducida por parasitos ha
sido documentada en estudios epidemioldgicos asi como en trabajos experimentales
clinicos o en modelos animales (216-218). Sin embargo, en la actualidad quedan
muchos aspectos no aclarados acerca de esta asociacidén, como la relaciéon entre la
afectacion cardiaca eosinéfila con el tipo de parasito causal, la importancia del grado de

eosinofilia o la presencia de casos subclinicos.
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II. OBJETIVOS

El objetivo principal de este Proyecto Doctoral consiste en determinar las
causas principales de eosinofilia importada, los mecanismos biologicos implicados
en su deteccion y las consecuencias de la misma, tanto desde un punto de vista

clinico como de los mecanismos efectores.

Los objetivos especificos responden a las principales cuestiones

identificadas en la Introduccidn y son los siguientes:

* Evaluar la prevalencia de eosinofilia importada en inmigrantes aten-

diendo a su procedencia geografica.

» |dentificar la/las causas mas frecuentes de eosinofilia absoluta en

inmigrantes subsaharianos.

» Describir la importancia de la identificacion de una eosinofilia relativa en

inmigrantes subsaharianos.

* Estudiar el patron sérico de cuatro citocinas relacionadas con la
eosinofilopoyesis y/o activacion de eosindfilos (IL-13, IL-16. Eotaxina 1 y
RANTES) en los principales grupos de helmintosis responsables de eosinofilia
importada.

» Evaluar la presencia y caracteristicas de lesiones de estructuras

cardiacas en inmigrantes asintomaticos con eosinofilia.

» Estudiar la concentracién de dos proteinas granulares derivadas del
eosindfilo (ECP y EDN) en el suero y la orina de sujetos en los principales
grupos de helmintosis responsables de eosinofilia importada.

* Evaluar la concentracion plasmatica de VEGF en el suero de sujetos en
los principales grupos de helmintosis responsables de eosinofilia importada.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Diseno del estudio

Estudio prospectivo observacional realizado entre el 1 de enero de 2000 y el 25 de

noviembre de 2014 con inclusion de casos consecutivos.

3.2. Poblacion de estudio

3.2.1. Poblacion diana

Como poblacion diana se eligido para realizar todos los objetivos del estudio a
inmigrantes irregulares que a su llegada a Gran Canaria ingresaron en el Centro de
Acogida de inmigrantes de Udjiama (Cruz Roja) situado en el Poligono Industrial de
Miller Bajo en Las Palmas de Gran Canaria, asi como a los menores internados en el
Centro de Menores de Inmigrantes de Arinaga, situado en el Poligono Residencial de
Arinaga, y a pacientes inmigrantes que acudieron a la consulta de la Unidad de

Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical (UEIMT).

3.2.2. Fuente de Sujetos

Estos centros acogen a inmigrantes irregulares fundamentalmente de origen
africano que se encuentran sin recursos en la Isla de Gran Canaria. La mayor parte de los
inmigrantes eran derivados directamente desde el Centro de Internamiento de Inmigrantes
de Fuerteventura o tras su liberacion del Centro de Internamiento de Inmigrantes de
Barranco Seco, en Las Palmas de Gran Canaria. Ambos centros estan gestionados por el
Ministerio del Interior, y se ingresa en ellos tras ser apresados por las fuerzas de seguridad
del estado al intentar entrar en Espaiia ilegalmente. La permanencia en los mismos es,
segin marca la ley, de 40 dias. En este tiempo pueden ser repatriados (si existe un
convenio con el pais de origen), o liberados, con una orden pendiente de expulsion tras
cumplir estos 40 dias. En el caso de ser liberados pendientes de expulsion, quedan sin
alojamiento y sin medios, siendo acogidos (entre otros) en el centro UDJAMA de Cruz
Roja. Caso aparte son los inmigrantes irregulares menores de edad, que por ley pasan a
estar bajo la tutela del Gobierno de Canarias, que los interna en centros de menores, como

el Centro de Menores de Arinaga.
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3.2.3. Criterios de seleccion

Para la realizacion de los objetivos del estudio los criterios de inclusion fueron: 1)
tratarse de poblacion inmigrante, ii) estancia en Espafia de corto a medio plazo o ser rcién
llegado a nuestro pais. Se utilizd como criterio de exclusion la negativa de los sujetos a
participar en el estudio, principalmente por razones culturales al negarse a que les fueran

realizadas extracciones de sangre.

3.3. Recogida de datos
3.3.1. Lugar de recogida de datos

El protocolo de recogida de datos y extraccion de muestras se realizé en el Centro
de Acogida de Inmigrantes que Cruz Roja Espafiola tiene en el Poligono Industrial de
Miller Bajo en las Palmas de Gran Canaria, asi como a los menores derivados a la consulta
desde el Centro de Arinaga. El primero consta de tres habitaciones comunales donde
duermen entre 30-40 personas, dos habitaciones con capacidad para 10 personas,
reservadas para las mujeres y niflos asi como cuatro habitaciones individuales, utilizadas
en ocasiones en casos de aislamiento preventivo (en concreto en escabiosis). Ademas
cuenta con varias zonas comunes para aseo, ocio, clases (de espafol, orientacion, diversas
habilidades profesionales...) y un comedor comun. Posee también dos almacenes, una
zona administrativa, un control de entrada y una enfermeria. Entre su personal habitual
cuenta con un vigilante jurado, un coordinador, un administrativo, un trabajador social, dos
educadores y un médico en horario de mafiana, cinco dias a la semana. Durante las tardes,

noches y festivos el centro cuenta siempre con dos educadores y un guardia jurado.

3.3.2. Protocolo de recogida de datos

3.3.2.1. Datos clinicos
Se realiz6 un protocolo de recogida de datos (figura 3.1) que incluia los siguientes

items:
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Figura 3.1 Protocolo de recogida de datos en Inmigrantes

Protocolo de recogida de datos enlnmigrante I:I Fecha
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a) Datos de filiacion: nombre y apellidos, edad, sexo, estado civil, profesion, lugar de
residencia y teléfono. La profesion fue admitida como la referida por el sujeto y
posteriormente codificada en 9 grupos profesionales: agricultura-ganaderia, arte y oficios
(p. ej. mecanico, zapatero, sastre....), comercial, construccion (entendiendo no sé6lo a
obreros sino fontaneros, electricistas, soldadores...), deportistas (que todos refieren ser
futbolistas), estudiantes, servicios (que engloba las actividades relacionadas con los
servicios materiales no productores de bienes: chofer, limpiador...), sus labores y titulado

superior (profesiones con estudios universitarios).

b) Datos epidemiolégicos, que incluian el pais de origen, el tipo de residencia previa (rural

o urbana), raza, religion, la fecha de llegada a Espafa, conducta dietética: consumo de
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mamiferos (cerdo, vacuno, ovino), consumo de pescado crudo, consumo de otros animales

(caracoles, ranas, serpientes), bafios en agua dulce, uso de calzado.

c) Antecedentes personales. Ademas de los referidos de forma espontanea, se
especificaron las enfermedades mas prevalentes en la poblacion general (diabetes,
hipertension, cardiopatia, broncopatia, hepatitis, enfermedades de transmision sexual,

problemas neuroldgicos y psiquidtricos).

d) Habitos patologicos. Se evalud de forma dirigida los siguientes habitos: consumo de

tabaco, alcohol, otras drogas, practicas sexuales de riesgo.

¢) Anamnesis. Ademas de los datos referidos de forma espontanea, se interrog6 de forma

dirigida acerca de la presencia de fiebre, diarrea, ictericia, prurito y lesiones cutdneas.

f) Exploracion fisica. Se determinaron las magnitudes habituales: presion arterial,
temperatura y pulso, ademas de la talla, peso e indice de masa corporal (IMC). El estado
nutricional se evalué mediante el estudio antropométrico, que consiste en la determinacioén
del peso y la talla para poder calcular el IMC de cada individuo, para después clasificarlo
segun el valor del indice que se muestra en la tabla 3.1, tal como marcan las

recomendaciones de la OMS.

Tabla 3.1: Clasificacion del IMC (fuente OMS)

Clasificacion del IMC
Insuficiencia ponderal <18.5
Intervalo normal 18.5-24.9
it = 25.0
Preobesidad 25.0 -29.9

= 30.0
30.0 -34.9

35.0 - 39.9
= 40.0

Ademas, se realiz6 una exploracion fisica completa con especial énfasis en lesiones

cutaneas (nodulos, lesiones hiperpigmentadas, lesiones de rascado, etc), presencia de
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adenopatias, auscultacion pulmonar, auscultacion cardiaca, presencia de
hepato/esplenomegalia, sintomatologia neuroldgica focal.

Si durante la realizacion del protocolo, se objetivaban sintomas especificos como fiebre,
diarrea, ictericia, prurito, o lesiones cutdneas, o el médico evaluador lo consideraba
pertinente, el inmigrante era remitido a la consulta especializada de Enfermedades

Infecciosas y Medicina Tropical del Hospital Universitario Insular de Gran Canaria.

3.3.2.2. Datos analiticos

Se programo6 un estudio analitico en todos los casos, que incluia un hemograma,
hemostasia, bioquimica en sangre y orina, serologia y toma de muestras de sangre, orina y
heces para estudio parasitario. Las extracciones de sangre se realizaron mediante
venopuncion en el mismo Centro de Acogida, y ese mismo dia se recogia la muestra de
orina, remitiéndose ambas muestras a la unidad de recepcion de muestras del Hospital
Universitario Insular de Gran Canaria, donde posteriormente eran distribuidas. La recogida
de las muestras de orina, asi como la muestra de sangre para el estudio de filarias, se
afiadi6 al protocolo de estudio un afio después de su inicio y se valoraba la presencia o no
de hematuria y de parasitos. Las muestras de heces se recogian independientemente,
manteniéndose refrigeradas en el centro UDJAMA a 4°C hasta completar tres muestras,
que posteriormente eran remitidas.

Las determinaciones del hemograma, hemostasia, bioquimica y uriandlisis que se
valoraron fueron: hemoglobina, hematocrito, VCM (volumen corpuscular medio), ADE
(amplitud de distribucion eritrocitaria), nimero total de leucocitos, nimero total de
eosinofilos, porcentaje de eosinofilos, numero total de plaquetas, indice de Quick, cociente
TTPA (tiempo de tromboplastina parcial activada), VSG (velocidad de sedimentacion
globular), glucosa, urea, creatinina, acido Urico, proteinas totales, natremia, potasemia,
cloremia, magnesemia, fosforemia, calcemia, bilirrubinemia total, actividad CK (Creatin
Quinasa), actividad AST/GOT (aspartato amino transferasa /glutdmico oxalacético
transferasa) , actividad ALT/GPT (alanino amino transferasa /glutdmico piravico
transaminasa), actividad fosfatasa alcalina, actividad GGT (gamma glutamil
transpeptidasa), IgG (inmunoglobulina G), IgM (inmunoglobulina M), IgA
(inmunoglobulina A), sistematico y sedimento de orina. Las unidades de medida se indican

en la tabla 3.2
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Tabla 3.2 Valores analiticos normales

Variable Valores de referencia

Hemoglobina 12- 18 g/dL

Volumen corpuscular medio 80-99 fl

Amplitud de distribucion eritrocitaria  11.5-14.5

Leucocitos 4.5-10.8 x 10°/ul

Eosinofilos 0.00-4.50 x 10°/pl

Plaquetas 140-400 x 10°/ul

rAPTT 0.8-1.2

Indice de Quick 70-120 %

VSG 3-12

Glucosa 70-110

Urea 10-50 mg/dL

Creatinina 0.6-1.5 mg/dL

Acido urico 2.6-7.2 mg/dL

Proteinas totales 6.4-8.5 g/dL

Creatin Kinasa 21-232 U/L

AST 5-37U/L

ALT 7-65 U/L

GGT 18-85 U/L

IgG 615- 1.655 mg/dL

IgM 63-277 mg/dL

Ig A 68-382 mg/dL
rAPTT: tiempo de tromboplastina parcial activada; AST:-aspartato amino
transferasa; ALT: alanino amino transferasa; 1gG,IgM,IgA: inmunoglobulina
G My A.

Dentro de la serologia se incluyeron determinaciones para valorar infeccion por
VIH, VHB, VHC, y lues. En el caso de presentar positividad para el HBsAg se realizo la
deteccion de anticuerpos frente al VHD.

El estudio parasitario directo se realizo en tres tipos de muestras: heces, orina y
sangre. En todos los sujetos que se pudo recoger muestras de heces se realizd la busqueda
de quistes y/o huevos de parasitos intestinales mediante la técnica de Ritchie en tres
muestras consecutivas, que consiste en la concentracion mediante la centrifugacion, con

ayuda de formol y éter para separar y visualizar las diferentes formas parasitarias. Ademas,
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en las mismas muestras de heces se complet6 el estudio realizando la técnica de Kato Katz
para la busqueda de huevos de helmintos, principalmente esquistosomas y uncinarias.
Especificamente no se sefialaron en este Proyecto Doctoral las amebas diferentes de F.
hystolitica, ya que se consideraron especies no patdogenas.

En casos seleccionados, dependiendo del pais de origen del inmigrante, se realizo el
cribado en busca de otros helmintos (filarias y esquistosomas urinarios). Para la busqueda e
identificacion de filarias se utilizaron diferentes métodos dependiendo si las microfilarias
estaban en sangre o en piel. La técnica de Knott se utiliza para concentrar e identificar
diferentes tipos de microfilarias en sangre. Ademas el estudio se complet6 en casos
seleccionados utilizando una técnica inmunocromatografica que permite detectar,
independientemente de la hora de recogida de la muestra (debido a la periodicidad diurna o
nocturna que presentan los diferentes tipos de filarias), antigeno de Wuchereria bancrofti
en sangre ( BinaxNow® Filariasis). En muestras de piel se realizaron pellizcos cutdaneos
para identificar microfilarias de la piel en los sujetos con lesiones cutaneas sugerentes de
oncocercosis o que fueran de drea endémica y presentaran prurito. En la busqueda de
esquistosomas urinarios se realizo sedimento urinario partiendo de una muestra puntual de
orina preferiblemente entre las 12 mafana y 3 de la tarde (entre estas horas ocurre el punto
mas alto de excrecion de huevos) y, si es posible, después de hacer un esfuerzo moderado
el sujeto.

El estudio parasitario indirecto que se realizo, en sujetos seleccionados con
eosinofilia absoluta o parcial, para la busqueda de anticuerpos de diferentes parasitos
mediante técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA) utilizando antigenos frente a Fasciola
sp, Schistosoma sp, Dirofilaria sp. y Trichinella sp.

Los resultados de estas pruebas se remitian nuevamente al Centro de Acogida de
Miller Bajo, siendo valoradas por el médico contratado por Cruz Roja para el centro. En el
caso de que se objetivara alguna alteracion en los resultados analiticos a criterio del médico
evaluador o presentara eosinofilia o algln parésito, el inmigrante era remitido a la consulta
especializada de Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical del Hospital Insular de

Gran Canaria, donde en caso necesario, se completaba el estudio.

3.3.2.3. Otras pruebas complementarias

A todos los inmigrantes incluidos en el estudio se les programo la realizacion de un
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test de Mantoux. Se admitieron como positivos induraciones mayores o iguales a 10 mm.

También se programo la realizacion de una radiografia de torax en proyeccion
posteroanterior a todos los inmigrantes incluidos en el estudio, salvo a las embarazadas,
que se excluyeron de la realizacion de la misma por su estado de gravidez. Esta técnica se
realizo en la unidad de Radiodiagnoéstico del centro de Atencion Primaria de Miller Bajo,
previa aceptacion y citacion segln la demanda existente. La radiografia fue valorada por el
médico de Cruz Roja como normal o alterada, siendo revisados los resultados por la
UEIMT.

Ademas, se realizo6 en los sujetos seleccionados que presentaban eosinofilia e
infeccion por un helminto un estudio ecocardiogrifico, que se llevo a cabo en el Servicio

de Cardiologia del Hospital Insular.

3.4. Metodologia utilizada

Los diferentes procedimientos y protocolos seguidos en este estudio se van a

describir en relacion al objetivo en el cual se han realizado.

3.4.1. Objetivo 1: Prevalencia de eosinofilia en inmigrantes

Sujetos Estudiados

Se realizd un estudio prospectivo en 2420 inmigrantes irregulares, que cumplian los
criterios de seleccion anteriormente citados, desde el afio 2000 hasta el afio 2012. Para la
consecucion del objetivo 1 se pudo establecer la presencia o ausencia de eoinofilia

mediante la realizacion de un hemograma en 1697 inmigrantes.

Técnicas utilizadas

Para la determinacion de los valores hematoldgicos se emplearon las técnicas
habituales de laboratorio del Hospital Universitario Insular de Gran Canaria, validadas y
sometidas a los controles de calidad diario (interno) y externo (mensual). Los recuentos
hematologicos celulares se realizaron sobre sangre total anticoagulada con EDTA, en un

contador automatico Coulter STKS.
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Definiciones
Se consider6 eosinofilia absoluta como la presencia de més de 450 eosinofilos por
mililitro y eosinofilia relativa a la presencia de un tanto por ciento de eosinéfilos en

sangre superior al 5% con un nimero total inferior a 450 por mililitro.

3.4.2. Objetivo 2: Causas de eosinofilia absoluta y Objetivo 3: Causas de

eosinofilia relativa

Sujetos Estudiados

Para la consecucion del objetivo 2 se realiz6 el estudio en 515 inmigrantes que
ademas de cumplir los criterios de seleccion tenian eosinofilia absoluta (>450
eosinofilos/ul) y para el objetivo 3 el estudio se realizé en 236 inmigrantes con eosinofilia

relativa (<450 eosinofilos/pul y porcentaje de eosinofilos >5%).

Técnicas utilizadas
Ademas de la determinacion de valores hematologicos, como previamente se
detalla en el objetivo 1, en ambos objetivos se realizé el estudio parasitario directo e

indirecto, protocolo que se detalla a continuacion.

1. Estudios parasitoldgicos directos en heces

Técnica de Ritchie

. Se coloca aproximadamente 1 gramo de heces en un bote estéril y se anade 10 ml de
solucion salina al 0,9% y se mezcla bien.

. La suspension se filtra a través de una gasa estéril en un tubo de 15 ml y de fondo cénico.
. Centrifugar durante 10 minutos a 500G o su equivalente en rpm, se decanta el
sobrenadante y se resuspende el sedimento en 10 ml de formol al 10%. Se mezcla muy
bien y se deja reposar minimo 5 minutos.

. Afiadir 3 ml de éter, agitar vigorosamente y centrifugar 10 minutos a 500 G.

. Se observaran 4 capas: éter superficial, restos fecales, formol al 10% y sedimento. Se

decanta el sobrenadante y se extrae con cuidado una gota del sedimento para el examen al
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microscopio a 40x para la visualizacion de huevos y/o larvas de helmintos y a 100x
aumentos para la deteccion de protozoos.

Técnica de kato-Katz

. Extender en un portaobjetos con una espatula un volumen importante de heces (40-50
mg).

. Cubrir con un rectangulo de papel de celofan himedo, que haya estado embebido durante
un minimo de 24 horas en solucidn de glicerina-verde de malaquita.

. Se pone la preparacion sobre un papel de filtro y con la parte del celofan hacia abajo, se
presiona hasta obtener una pelicula fecal final para favorecer la extension de las heces y
eliminar el exceso de liquido.

. Dejar en reposo a temperatura ambiente la preparacion para aclaramiento de las heces y
poder detectar huevos de helmintos.

Cultivo en placa de Agar para deteccidon de Strongyloides stercolaris

. Consiste en colocar una porcidon de aproximadamente 2 g de heces en el centro de una
placa de agar nutritivo o agar tripticasa soya e incubar en estufa a 37°C.

. Si en la muestra hay larvas de S. stercoralis, se desplazaran sobre la placa diseminando
las bacterias adosadas a su cuerpo, de manera que a las 24 horas de incubacion el rastro de
las larvas formara trazos sinuosos de colonias de bacterias.

. Mediante el uso de estereoscopio examinar la placa para confirmar las larvas

. Lavar con formalina al 10% y recoger las larvas, dejando sedimentar para su

identificacion.

2. Estudios parasitolégicos directos en orina

Estudio del Sedimento urinario

En la orina pueden encontrarse huevos, larvas y algunos protozoos que causan
infeccion en el hombre, pudiendo ocasionar o no secuelas patoloégicas en el tracto urinario.
Los organismos que pueden detectarse en la orina son Trichomonas vaginalis, Schistosoma
haematobium, y Filarias.

. Centrifugar la muestra de orina a 800 rcf durante 15 minutos.
. Limpiar para eliminar restos de grasa o suciedad el portaobjetos donde se va a examinar
la muestra.

. Con una pipeta recoger 100ul de sedimento y extenderlo en el portaobjetos.
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. Examinar la muestra inicialmente con escaso aumento (10x), se obtendra asi una visioén
general, luego intensificar el aumento (40x), lo cual permite identificar y contar el nimero
de distintos elementos formes.

. Observar al microscopio en busca de huevos de S.haematobium.

3. Estudios parasitolégicos directos en sangre periférica

Técnica de knott

Se utiliza para concentrar e identificar microfilarias en sangre total.
. Se obtiene sangre completa por puncioén venosa en tubos con EDTA como anticoagulante.
. Transferir 1 ml de sangre anticoagulada a un tubo de 15 ml de fondo cénico
. Anadir lentamente 10 ml de formalina 2%. Se tapa el tubo y se mezcla suavemente
invirtiéndolo y agitandolo. La formalina destruye los eritrocitos, fija los protozoarios
sanguineos y las microfilarias.
. Mantener durante 5 minutos a T° ambiente antes de centrifugar.
. Centrifugar 10 min a 500 rcf'y retirar el sobrenadante.
. Extender el sedimento sobre un portaobjetos que previamente se ha limpiado eliminando
restos de suciedad.
. Dejar secar el sedimento y tefiir para visualizacion de microfilarias. La tincion se puede
realizar con Panoptico rapido, Hematoxilina de Harris o Giemsa.
. Identificar las diferentes especies de microfilarias teniendo en cuenta caracteristicas
morfoldgicas (tamaio, presencia o no de vaina, la disposicion de los nucleos, etc...
proporcionan caracteres importantes para llegar a su identificacion).
Test Inmunocromatografico para deteccion de Wuchereria bancrofti (BinaxNow®
Filariosis)

El test BinaxNow®Filariosis es una prueba rapida inmunocromatografica para la

deteccion de antigeno de W. bancrofti en sangre total, suero o plasma.

La prueba se realiza siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Brevemente, 100ul
de sangre total o suero se pipetean lentamente sobre la parte superior de la almohadilla
blanca. Esperar hasta que la muestra haya fluido hasta la zona rosa y se encuentre
completamente hiimeda, se cierra la tarjeta y leer los resultados a través de la ventanilla a

los 10 minutos.
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4. Estudios parasitolégicos directos en piel

Los pellizcos cutaneos, que consisten en la biisqueda de microfilarias en piel, es el
procedimiento diagnodstico mas utilizado para el diagndstico de oncocercosis.
. Se obtienen pequeiias biopsias dermoepidérmicas exangiies (s6lo epidermis y papilas
dérmicas) de zonas concretas del cuerpo segun la zona de origen del sujeto (escapulas,
cresta iliaca, parte alta de los gliteos, gemelos).
. Con la ayuda de unas pinzas se levanta la piel y con un bisturi se corta una pequefia
porcion de piel.
. Las muestras se colocan sobre un porta o un pocillo de una placa de ELISA con fondo de
“U”, en la que se habra afiadido previamente suero fisiologico.
. Se observa cada 30 minutos en las horas siguientes (30 minutos a 4 horas) con un
microscopio invertido, para detectar la presencia de microfilarias moviles.
. En los casos positivos, la identificacion a nivel de especie se hard por tincién con Giemsa.
Este procedimiento se realizd con la colaboracion del Servicio de Dermatologia del

Hospital Insular.

5. Estudios parasitologicos indirectos
Se realizaron técnicas de deteccion de anticuerpos mediante ELISA utilizando los
siguientes antigenos:

- Antigeno excrecion/secrecion de Fasciola hepdtica, para el diagndstico de
fasciolosis importada.

- Antigeno somatico de Schistosoma bovis, para el diagnostico de esquistosomiosis
importada.

- Antigeno somatico de Dirofilaria immitis, para el diagndstico de filariosis tropical
importada.

- Antigeno de larvas de Trichinella spiralis, para el diagnodstico de triquinelosis
importada.

- Antigeno de larvas rabditiformes de Strongyloides venezuelensis, para el diagnostico

de estrongiloidosis importada.

Previamente se realizd validacion y/o puesta a punto del método seroldgico en

colaboracion con el Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales de Salamanca
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(CIETUS) (219, 220) De forma esquematica el método es el siguiente: se tapiza la placa de
ELISA con los antigenos referidos a diferentes concentraciones y diluidos en tampén
carbonato (pH 9,6). Se afiaden los sueros problemas a una dilucién de 1:100, se incuban 1
hora a 37°C, posteriormente se afiade antilgG anti-humana marcada con peroxidasa
(Sigma, St Louis, Mo) a diferentes diluciones, dependiendo del antigeno, incubando a 37°C
durante 1 hora. Se utiliza como sustrato ortofenil diamina en tampon citrato pH 5 y se
frena la reaccion mediante la adicion de acido sulfurico 3N. La densidad optica se leyo en
un lector de ELISA a 492nm.

Serologia de Strongyloides stercolaris mediante técnica comercial

Se utilizd para la deteccion en suero de anticuerpos IgG frente a Strongyloides
stercolaris mediante técnica de ELISA el Kit comercial (DRG Strongyloides IgG ELISA,
DRG Diagnostics, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Serologia de Toxocara canis mediante técnica comercial

Se utilizé para la deteccion de anticuerpos IgG en suero frente a Toxocara canis
mediante técnica de ELISA el Kit comercial (NovalLisa Toxocara canis 1gG ELISA,

NovaTec Immunodiagnostica, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

3.4.3. Objetivo 4: Citocinas eosinofilicas y helmintosis

Sujetos Estudiados

Para llevar a cabo este objetivo se realizaron dos grupos que cumplian ambos los
siguientes criterios: 7) inmigrantes recién llegados a nuestro pais con estancia inferior a 6
meses, ii) el origen de los inmigrantes era Africa subsahariana, iii) edad igual o superior a
15 afios.

El grupo de estudio estaba formado por 76 pacientes de origen subsahariano con
infeccion helmintica, diagnosticados mediante métodos clasicos directos y parasitados por
una unica especie de helminto. De forma especifica, el grupo de estudio se dividia en: 42
pacientes infectados por geohelmintos (21 Uncinarias, 15 Trichuris trichura, 6 Ascaris
lumbricoides), 23 pacientes por esquistosomas (10 S. mansoni, 10 S. haematobium, 2 S.
mansoni/S. haematobium, 1 S. intercalatum) y 11 pacientes por filarias (8 Mansonella

perstans, 3 Loa loa).
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El grupo control estaba formado por 45 individuos sanos (no presentaban
manifestaciones clinicas), que procedian de las mismas areas subsaharianas que el grupo
de estudio, sin eosinofilia absoluta (156,8/ul £ 79,5) ni eosinofilia relativa y en los que se
excluy6, mediante toda la metodologia diagndstica parasitaria anteriormente citada

(métodos directos y serologicos), la presencia de parasitosis.

Técnicas utilizadas

Ademas de la determinacion de valores hematologicos y el estudio parasitario
directo e indirecto que se detalla en el objetivo 1 y 2, se llevo a cabo la cuantificacion de
los niveles séricos de varias citocinas: Eotaxina-1, IL-13, IL-16 y RANTES.

Para la obtencion de muestras de suero, se obtuvo una muestra de sangre
periférica por paciente. La sangre se recogia en tubos no heparinizados con gel separador
de suero (Vacutainer® SST™ II Advance), inmediatamente después de la extraccion se
invertia el tubo suavemente 6 veces y se mantenia un minimo de 30 minutos a temperatura
ambiente para la retraccion del coagulo. Entre 30 minutos y 2 horas después de extraer la
muestra se procedid a centrifugar a 1800 G durante 10 minutos a 18-22*C (condiciones

estandar). Después, el suero era alicuotado en dos tubos y congelado a -80*C.

Determinacion de citocinas séricas
Se determinaron cuatro tipos de citocinas mediante técnicas de enzimoinmunoensayo
(ELISA), utilizando para ello diferentes métodos comerciales disponibles en el mercado
(tabla x) y procesando cada muestra a doble pocillo. La técnica de ELISA para las cuatro
citocinas se puede resumir en los siguientes pasos: los pocillos de la placa estan tapizados
con un anticuerpo monoclonal especifico antiinterleucinas humanas dependiendo del kit
(Eotaxina-1, IL-16, IL-13 y RANTES), de manera que al afadir las muestras en los
diferentes pocillos, si hay reaccion antigeno-anticuerpo, queda inmovilizada en el soporte y
mediante la adicion del conjugado (anticuerpos policlonales marcados con una enzima) los
anticuerpos reaccionan especificamente con los antigenos-anticuerpos fijados al soporte y
forman un complejo que serd facilmente revelado mediante la adicion de un substrato
especifico que, al actuar la enzima, producird color que puede ser cuantificable mediante

el uso de un espectrofotometro.
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Los limites de detecciéon y el volumen de suero que es necesario para realizar las

determinaciones de cada citocina se especifica en la tabla 3.3.

Tabla 3.3: Caracteristicas de los kits comerciales de diferentes citosinas

Limite de Volumen
Nombre Referencia
deteccion de suero
Human Eotaxin/CCL11 R-D Systems, United Kingdom
Eotaxina < 5 pg/ml 100 pL
Immunoassay (DTXO00)
Human IL-13 R-D Systems, United Kingdom.
IL-13 < 32 pg/ml 200 pL
Immunoassay (D1300)
Interleukin-16 human, Amersham Pharmacia Biotech,United
IL-16 < 8 pg/ml 50 uL
ELISA system Kingdom (RPN 2772)
RANTES Human, ELISA Amersham Pharmacia Biotech,United
RANTES <2 pg/ml 5puL
system Kingdom (RPN 2771)

3.4.4. Objetivo 5: Mecanismos de lesion: lesiones subclinicas

Sujetos estudiados

Para la consecucion del objetivo 5 se seleccionaron dos grupos: grupo de estudio y
grupo control. Los sujetos del grupo de estudio fueron reclutados en las consultas externas
de la UEIMT, atendiendo a los siguientes criterios: a) ausencia de manifestaciones clinicas
de cardiopatia, b) presencia de eosinofilia absoluta (> 450/uL), y c¢) aceptacion explicita
para formar parte del estudio. El grupo control estaba formado por sujetos asintomaticos
procedentes de las mismas regiones geograficas en los que se descartd mediante las
pruebas indicadas en apartados previos (objetivo 1,2 y 3) la presencia de eosinofilia y/o
parasitosis, asi como de manifestaciones cardiacas.

En total se incluyeron en el estudio 52 inmigrantes de raza negra procedentes de
Africa subsahariana. Se excluyeron dos pacientes debido a la presencia de afectacion
reumatica valvular mitral en un caso y prolapso valvular mitral asociado a insuficiencia
valvular mitral ligera en el otro. Por ello, el grupo de estudio qued6é formado por 37
pacientes con el siguiente diagndstico etioldgico; en 8 casos fue una esquistosomosis, en

13 casos una filariosis, en 7 casos una geohelmintosis ( uncinariosis en 3 casos,
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estrongiloides en 2 casos y un caso de ascariosis y trichurosis), en 4 casos coexistian varias

entidades. El grupo control quedo constituido por 13 personas.

Métodos de estudio

El estudio ecocardiografico se realizd en régimen ambulatorio en todos los casos.
Los estudios se realizaron siempre en el mismo equipo (Sonos 5500 de Hewlett Packard),
determinando las siguientes mediciones u observaciones:

a) La medida de las dimensiones de las cimaras ventriculares izquierda y derecha
y auricula izquierda, mediante técnica en Modo M, en planos paraesternal eje largo y
corto.

b) El andlisis de las caracteristicas morfologicas de la estructura cardiaca,
mediante ecocardiografia bidimensional (Eco 2D), con optimizacion de la imagen
mediante ajuste de la frecuencia, y los pardmetros de ganancia, compresion y procesado de
la imagen. Se utilizaron los planos habituales paraesternal eje largo y corto, apical de 4 y 2
camaras y subcostal. Se aplico sistema de ampliacion de zoom de alta resolucion, sobre
areas concretas (zonas apicales ventriculares y de los planos valvulares), para una mejor
visualizacion y/o cuantificacion de las posibles alteraciones.

¢) Se procedid al andlisis de la fraccion de eyeccion ventricular izquierda con
Eco 2D, mediante la técnica biplana de Simpson.

d) Se estudiaron los pardmetros de funcion de llenado ventricular mediante
ultrasonidos Doppler en onda pulsada del flujo transmitral, transtrictispide (en apnea
mesorespiratoria), con calculo de las velocidades pico inicial (E en cm/seg) y su pendiente
de deceleracion (TD en milisegundos) y velocidad de contraccidn auricular (A en cm/seg ),
asi como la relacion E/A. Si la imagen lo permitia, se analizo el flujo de venas pulmonares
(plano apical de 4 camaras), con calculo de las velocidades pico sistolica (S) en cm/seg,
diastolica (D) y su relacién S/D, y la velocidad pico (cm/seg) y duracion (en milisegundos)
de la onda auricular retrégrada (Ar). En todos los casos se analizaron las medidas de un
minimo de 4 latidos cardiacos consecutivos.

e) Se analiz6 la presencia de regurgitacion valvular mediante ultrasonidos Doppler

codificado en color, en planos paraesternal, ejes largo y corto, y apical 4 y 2 camaras.
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f) En los casos con insuficiencia tricuspide, se midi6 el valor de la presion sistolica
pulmonar mediante el calculo basado en la ecuacion de Bernouilli: 4V*+14 (en mm Hg),

donde V representa la velocidad méxima.

Definicion de los hallazgos

Se clasificaron los hallazgos atendiendo a las siguientes descripciones basadas en
los trabajos de la literatura sobre afectacion cardiaca en presencia de eosinofilia en dos
grupos:

a) Hallazgos clasicos

-Engrosamiento endocdrdico. Se describe como un engrosamiento de la pared, con
aparicion de capas refringentes y mas ecogénicas en la zona endocardica.

-Trombo apical en el ventriculo izquierdo: imagenes ecodensas que se disponen
tapizando el apex cardiaco izquierdo, produciendo obliteracion de dicha zona y
determinando limitacién de volumen de sangre en el llenado de dicha cdmara.

-Trombo apical en el ventriculo derecho: imagenes ecodensas que se disponen
tapizando el apex cardiaco derecho, produciendo obliteracion de dicha zona y
determinando limitacion de volumen de sangre en el llenado de dicha camara.

-Afectacion (engrosamiento) de los velos valvulares mitrales (especialmente el
velo posterior). El engrosamiento de los velos valvulares se determina por valores de su

espesor superiores a 3 mm .

b) Hallazgos no clasicos:

-Hipertrofia ventricular izquierda Criterios de Casale (Ann Intern Med 1986;

105:173-178): Septo interventricular (> 12 mm): ligera : 12-13 mm; Moderada 13-14

mm; grave: 14-15 mm; Pared posterior > 11 mm : ligera 11-12 mm; moderada: 12-13 mm;
grave: 13-14 mm

-Dilatacion ventricular izquierda (diametro diastolico transverso ventricular >56
mm).

-Derrame pericdrdico (presencia de espacio libre de ecos > 5 mm en pared
posterior del ventriculo izquierdo).

-Ventriculo izquierdo hiperdinamico :Fraccion de eyeccion ventricular > 70%.
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-Disfuncion diastélica avanzada: restriccion al llenado ventricular. Perfil
restrictivo se define por una relacion del cociente E/A de flujo transvalvular mitral > 2 y/o

un TD < 130 milisegundos.

3.4.5. Objetivo 6: Mecanismos de lesion: proteinas citotoxicas derivadas

de los eosinofilos (ECP y EDN)

Sujetos Estudiados

Para realizar este objetivo los sujetos que participaron cumplian los siguientes
criterios: 7) inmigrantes recién llegados a nuestro pais con estancia inferior a 6 meses, ii) el
origen de los inmigrantes era Africa subsahariana, iii) edad igual o superior a 15 afios.

Se dividieron en dos grupos; el grupo de estudio estaba formado por inmigrantes
de origen subsahariano con eosinofilia e infeccion helmintica, diagnosticada mediante
métodos directos, y parasitados por una unica especie.

El grupo control estaba formado por individuos sanos de las mismas dareas
subsaharianas que el grupo de estudio pero sin eosinofilia absoluta ni relativa y en los que
se excluyd, mediante toda la metodologia parasitaria anteriormente citada (métodos

directos y seroldgicos), la presencia de parasitosis.

Técnicas utilizadas

Ademas de la determinacion de valores hematologicos y el estudio parasitario
directo e indirecto que se detalla en el objetivo 1 y 2, se llevo a cabo la cuantificacion de
los niveles séricos de varias proteinas: ECP y EDN.

Para la obtencion de muestras de suero se sigui6 el mismo protocolo que se
especifica en la pagina 112. Para la obtencién de muestras de orina se recogié una
muestra puntual de cada individuo en recipientes de polietileno estériles, siguiendo las
recomendaciones habituales de limpieza previa de la region genital. Previo mezclado y
homogeneizado adecuado de la orina, se procedié a alicuotar 1 ml de orina en criotubos,
que se guardaron a -80°C hasta su uso (orina sin centrifugar). Por otro lado, se
centrifugaron 10 ml de orina a 450 g durante 10 minutos y se almacen6 1 ml del
sobrenadante a -80°C (orina centrifugada). La concentracion de estas proteinas en orina

puntual se expresa en relacion a la concentracion de creatinina en esa muestra, para ello se
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realiz6 la determinacion de creatinina en analizador Beckman Coulter AU mediante prueba
colorimétrica cinética (método de Jaffé) y los resultados de ECP o EDN en orina se
presentaron como pg/mmol creatinina.

La determinacion de la concentracion de proteina cationica del eosinofilo (ECP) se
llevo a cabo en el suero de 32 pacientes con infeccion helmintica; 16 infectados por
esquistosomas (11 S. haematobium, 5 S. mansoni), 11 por geohelmintos (Uncinarias) y 5
por filarias (4 Mansonella perstans, 1 Loa loa) y también se cuantific6 en la orina sin
centrifugar de 11 pacientes infectados inicamente por Schistosoma haematobium, ya que
la ECP no atraviesa la barrera glomerular. El estudio de la concentracion de neurotoxina
derivada del eosinofilo (EDN) se realizd en 52 muestras de suero de pacientes con
eosinofilia e infeccidon helmintica; 20 pacientes infectados por esquistosoma (8 .
haematobium, 5 S. mansoni. 7 Schistosoma spp.), 14 por geohelmintos (9 Uncinarias, 5
Strongyloides sp.) y 18 por filarias (7 Mansonella perstans, 1 Loa loa, 1 W. bancrofti, 9
Filaria spp.) y también se midi6 en orina centrifugada de 21 pacientes con infeccion
helmintica (11 esquisotomas, 5 geohelmintos y 5 filarias) y en 20 pacientes del grupo

control.

Cuantificacion de ECP y EDN

Se efectud la cuantificacion de ambas proteinas (ECP y EDN) mediante sandwich
ELISA utilizando dos kits comerciales (MBL International Corporation, USA), cuyas
caracteristicas se especifican en la tabla X y los resultados se expresaron dependiendo de
la muestra utilizada, en suero como ng/mL y en orina como mg/mmol de creatinina. No
hay reaccion cruzada entre ambas proteinas. En la determinacion de EDN y ECP se utilizo
el suero a una diluciéon 1:5 y la orina a 1:51 y 1:2 respectivamente. Brevemente, el
protocolo consiste en que las muestras problema se incuban en los pocillos recubiertos con
un monoclonal anti-ECP humana o anti-EDN. Después de un lavado, se afiade a los
pocillos un anticuerpo policlonal anti-ECP humana o anti-EDN, que estd marcado con
peroxidasa y se deja en incubacion. Después de un segundo lavado, se afiade el sustrato de
la enzima peroxidasa al cromogeno y se deja incubar durante un periodo de tiempo
adicional. Finalmente, una solucion acida, afiadida a los pocillos, detiene la reaccion y
estabiliza el color que se ha desarrollado en la reaccion. Llegado a este punto se procede a

determinar la densidad optica (O.D.) de cada uno de los pocillos usando un lector de
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microplacas, a una longitud de onda de 450 nm. La concentracion de ECP se interpola en

la curva que se obtiene mediante la lectura de los estandares.

3.4.6. Objetivo 7: Mecanismos de lesion: factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF)

Sujetos Estudiados

Para este objetivo se incluyeron 79 sujetos que cumplian los siguientes criterios: i)
inmigrantes recién llegados a nuestro pais con estancia inferior a 6 meses, ii) el origen de
los inmigrantes era Africa subsahariana, iii) edad igual o superior a 15 afios.

Se realizaron dos grupos: i) el grupo control estaba formado por 24 individuos
sanos de las mismas areas subsaharianas que el grupo de estudio, sin eosinofilia absoluta ni
relativa y en los que se excluyd, mediante toda la metodologia parasitaria anteriormente
citada (métodos directos y seroldgicos), la presencia de parasitosis, ii) el grupo de estudio
estaba formado por 55 pacientes de origen subsahariano con eosinofilia e infeccion
helmintica, diagnosticada mediante métodos directos de helmintosis, y parasitados por una
unica especie. El grupo estaba formado por 27 pacientes infectados por esquistosomas (17
S. haematobium, 10 S. mansoni), 15 pacientes infectados por geohelmintos (Uncinarias) y

13 con infeccion por filarias (9 Mansonella perstans, 3 Loa loa, 1 Wuchereria bancrofti).

Técnicas utilizadas

Ademas de la determinacion de valores hematologicos y el estudio parasitario
directo e indirecto que se detalla en el objetivo 1 y 2, se llevd a cabo la determinacion
sérica de VEGF.
Para la obtencion de muestras de suero, se siguié el mismo protocolo que se ha

especificado con anterioridad.

Determinacion de VEGF

Se realizo la cuantificacion de los niveles de VEGF en suero mediante sandwich ELISA en
fase solida usando el kit comercial (Biotrak Vascular Endothelial Growth Factor
[(H)VEGF], Human Elisa System, GE Healthcare Buckingamshire,UK). La sensibilidad

del ensayo es < 8pg/ml. Se procesd cada muestra por duplicado y el protocolo que se
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siguid se resume a continuacidon: Se utiliza una anticuerpo monoclonal (anticuerpo de
captura) especifico para VEGF humano revestido sobre una placa de 96 pocillos, al anadir
las muestras, cualquier VEGF humano presente se une al anticuerpo inmovilizado. Se
lavan los pocillos y se afiade el anticuerpo VEGF anti-humano policlonal biotinilado
(anticuerpo de deteccion). Después de un segundo lavado, se afiade avidina-peroxidasa vy,
posteriormente, la solucion de sustrato, que produce un color azul en proporcion directa a
la cantidad de VEGF presente en la muestra inicial. A continuacion, se afiade el tampon de
detencion para terminar la reaccion . Esto da como resultado un cambio de color de azul a

amarillo que se cuantifica mediante espectrofotometro a 450 nm.

3.5. Efectos indirectos del estudio

Como consecuencia del estudio se procedid6 al manejo terapéutico segun

diagnostico y realizacion de informes clinicos de los sujetos del estudio.

3.6. Limitaciones del estudio

La eleccion de los centro de acogida Udjama y del Centro de Inmigrantes de
Menores de Arinaga para llevar a cabo este proyecto doctoral permitia una seleccion
adecuada de la muestra, aunque es posible que existieran algunos factores que limiten una
adecuada extrapolacion a la poblacion: En primer lugar, es posible que el tanto por ciento
de mujeres que residen de forma irregular en Gran Canaria sea superior al de este estudio,
ya que existen otras asociaciones que acogen especificamente a mujeres. En segundo lugar,
un nimero variable de inmigrantes que ingresaron en el centro, no residieron en el mismo
el tiempo suficiente para realizar el estudio. En algunos casos esta corta estancia se
relacionaba con un mayor nivel econémico, lo que les permitié abandonar el centro.
Finalmente, con frecuencia los inmigrantes subsaharianos son reacios a hacerse analisis de
sangre por diversas razones (confusion entre donacion y andlisis, desconfianza y
desconocimiento en el sistema, mistica de la sangre...), con lo cual no dieron su

consentimiento para iniciar el estudio o completarlo.

3.7. Analisis de los datos

El andlisis estadistico se realiz6 de la siguiente manera:
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Las variables categoricas se resumieron mediante porcentajes y las numéricas en medias y
desviaciones tipicas.

De forma general, las magnitudes cualitativas se expresaron en forma de tanto por
ciento y las cuantitativas en forma de media y desviacion tipica, si siguen una distribucion
normal, y de mediana y rango intercuartilico en el caso de que su distribucion no sea
normal. Para el andlisis inferencial se estudiaron inicialmente la normalidad y
homoscedasticidad de las muestras. En aquellos casos en los que las muestras se
distribuyeran normalmente y sus varianzas fueran similares, se emplearan andlisis de
pruebas paramétricas. Para estudiar las posibles asociaciones entre variables categoricas, se
utiliz6 el test de independencia de la Ji-cuadrado para el andlisis de los datos. Para evaluar
la asociacion entre una variable cuantitativa y una variable categorica se uso el test t de
Student o ANOVA (en caso de que hubiera méas de dos categorias) para variables de
distribucion normal, o la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para las no normales
entre dos grupos, si es entre tres o0 mas grupos la prueba Kruskal-Wallis seguido de analisis
post-hoc. Para comparar las medias de las variables numéricas entre los dos grupos en
estudio se utilizé el analisis de la covarianza. Para estudiar el grado de asociacion o
independencia de dos variables cuantitativas recurrimos a técnicas de correlacion como
forma de evaluar la fuerza de la asociacion entre las variables.

En todos los contrastes de hipdtesis realizados se consider6 que el resultado era
estadisticamente significativo cuando el correspondiente p-valor era inferior a 0,05.

Para realizar el estudio anteriormente mencionado, se utilizd el programa SPSS,

version 20.0 para Mac.

3.8. Consideraciones Eticas

El estudio se ha regido por los principios basicos contenidos en la Declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (World Medical Organization. Declaration of
Helsinki. BMJ. 1996; 313: 14448-9). Se han mantenido los niveles mas altos de conducta
profesional y confidencialidad y se ha seguido la legislacion nacional aplicable en materia
de proteccion de datos.

El derecho a la confidencialidad del paciente esta garantizado y su identidad ha sido

codificada. Solo las personas autorizadas han tenido acceso a detalles personales que
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pudieran identificar al paciente, si los procesos de verificacion de los datos asi lo han
requerido.
A todos los pacientes se les inform6 de los objetivos del estudio y se obtuvo el

consentimiento informado por escrito de los mismos.
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4. RESULTADOS

Para llevar a cabo este trabajo incluimos, atendiendo a los objetivos, tanto a aquellos
inmigrantes (menores y adultos) recién llegados (< 6 meses) a Gran Canaria como a
inmigrantes cuya estancia en la isla era superior a este limite de tiempo, durante el periodo

2000 —2014. Las caracteristicas de este colectivo se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1: Caracteristicas generales de los
inmigrantes del estudio

G Inmigrantes
Caracteristicas n (%)
Sexo
Varon 2076 (85,8)
Mujer 344 (14,2)
Edad
1-18 380 (15,7)
19-29 1252 (51,7)
30-39 462 (19,1)
> 40 145 (6)
NS/NC 181 (7,5)
Origen
Africa Subsahariana 1690 (69,9)
Africa Norte 589 (24,3)
Latinoamérica 62 (2,6)
Sudeste Asiatico 37 (1,5)
Otros 42 (1,7)
IMC
Insuficiencia ponderal 29 (5,4)
Peso normal 387 (72)
Sobrepeso 113 (21)
Obesidad 9(1,6)
Ambito
Urbano 723 (29,9)
Rural 662 (27,3)
NS/NC 1035 (42,8)
Habitos téxicos
Tabaco 442 (18,3)
Alcohol 344 (14,2)
Ruta llegada
Patera 2242 (92,6)
Otros medios 178 (7,4)
NS/NC: no sabe no contesta; IMC: indice de masa corporal

En total se incluyeron 2420 inmigrantes; la mayoria de los individuos eran varones
(85,8%), con una media de edad de 25,7 = 8,9 afos y procedian fundamentalmente de
Africa subsahariana (Figura 4.1). Los principales paises de procedencia fueron: Marruecos

(24%), Nigeria (16,4%), Sierra Leona (10,2%) y Ghana (9,9%).
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Figura 4.1: Procedencia de los Inmigrantes del estudio

1,7%

El 29,9% procedian de area urbana, el 27,4% de area rural en su pais de origen y se
desconocia en el resto de sujetos

El indice de masa corporal (IMC) se pudo calcular en 538 inmigrantes. Los sujetos
se clasificaron en: insuficiencia ponderal en el 5,4%, peso normal en 72%, sobrepeso el
21% y obesidad en el 1,6%. Si calculamos el IMC segtn los grupos etarios podemos ver la

distribucion en la tabla y figura siguiente (tabla 4.2, figura 4.2 )

Tabla 4.2 y Figura 4.2: Valores medios de IMC segun los
grupos etarios de los inmigrantes

Estadisticos descriptivos

Edad N Media Desv. tip.
1-18 IMC 105 21,3 2,8
19-29 IMC 297 23 2,8
30-39 IMC 95 24 2.8
>40 IMC 41 24,5 3
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Por otro lado si calculamos el IMC promedio, en inmigrantes recién llegados
(16,82) fue inferior al valor encontrado en inmigrantes de estancia superior (22,4).

Reconocian el consumo de alcohol y tabaco el 32,5% de los sujetos. En cuanto a la
forma de entrada a Gran Canaria la mayoria accedieron por medio de pateras o cayucos
(92,6%), y solamente el 7,4% entraron empleando otros medios de locomocion.

A continuacion se desglosan los resultados obtenidos para este estudio en siete

apartados que corresponden a los siete objetivos propuestos.
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4.1. Objetivo 1. Prevalencia de eosinofilia en inmigrantes

4.1.1. Caracteristicas generales de los sujetos del estudio

Se realiz6 un estudio prospectivo en 2420 inmigrantes irregulares recién llegados (<
6 meses ) a Gran Canaria durante el periodo 2000-2012. Se evalu6 la presencia o no de
eosinofilia mediante la realizacién de hemograma completo en 1697 (70,1%) inmigrantes,
1479 de ellos eran varones y la edad media era de 26,4 anos (rango 1-82). El 67,4%
procedian de Africa subsahariana, 27,2% de Africa del Norte, el 2,4% de Latinoamérica, el
1,5% de Europa del Este, el 1,2% de Asiay el 0,3% Oriente Medio.

Agrupamos el nimero de inmigrantes en cuatro grupos etarios (grupo 1: entre 1-18
afios estaba formado por 247 inmigrantes; grupo 2: entre 19-29 afios por 1002 inmigrantes;
grupo 3 entre 30-39 afios por 327 inmigrantes y grupo 4 los > 40 afios por 121 inmigrantes)
y analizamos el numero total de eosinofilos/ul (media + DT) en cada grupo: en el grupo 1
la media de eosinofilos era de 588,6/ul £ 638,3, en el grupo 2 355,9/ul + 377,3, en el grupo
3 de 286,8/ul £269,2 y en el grupo 4 de 418,4/ul + 563,6 (tabla 4.3, figura 4.3).

Tabla 4.3 y Figura 4.3: Eosinofilia ( media + DT)
segun el grupo etario

Eosinofilos/ul
Edad n Media £ DT
1-18 247 588,6 + 638,3
19-29 1002 355,9 + 377,3
30-39 307 286,8 + 269,2

> 40 121 418,4 + 563,6
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4.1.2. Prevalencia de eosinofilia y eosinofilia relativa en las principales areas de origen

de los inmigrantes

Si comparamos las principales areas de origen de los inmigrantes observamos que
la media de eosinofilia absoluta y de eosinofilia relativa es mas elevada en los sujetos que

procedian de Africa Subsahariana. (tabla 4.4)

Tabla 4.4 y Figura 4.4: Valores medios de eosinofilia absoluta y relativa segun
las areas geograficas

Africa Africa Latinoamérica Sudeste
Subsahariana Norte Asiatico
N 1.140 461 41 20
Eosinofilia absoluta
(media £ DT) 4359 £485,1 251,7+£158,1 391,4+756,3 514,5 £ 398
Eosinofilia relativa
(media + DT) 6,9 6,1 32+1,9 42+51 6,3%5,1
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4.1.3. Prevalencia de eosinofilia

En el analisis del tipo de eosinofilia, un 27,2% (463 sujetos) presentaron eosinofilia
absoluta (> 450 eosinofilos/pl) y un 14% (238 sujetos) presentaron eosinofilia relativa.
Las principales caracteristicas de los inmigrantes con eosinofilia absoluta y relativa se

indican en la tabla 4.5.

Tabla 4.5: Caracteristicas de los inmigrantes con eosinofilia absoluta y
eosinofilia parcial

Caracteristicas Eosinofilia absoluta Eosinofilia parcial
n(%) n(%)
Sexo
Varon 418 (90,3) 214 (89,9)
Mujer 45 (9,7) 24 (10,1)
Edad
1-18 115 (24,8) 46 (19,3)
19-29 234 (50,5) 134 (56,3)
30-39 67 (14,5) 33 (13,9)
>40 29 (6,2) 11 (4,6)
Origen
Africa Subsahariana 354 (85,1) 195 (81,9)
Africa Norte 51(11,01) 35 (14,7)
Sudeste Asiatico 10 (2,15) 2 (0,84)
Latinoamérica 7(1,51) 2 (0,84)
Europa Este 1(0,21) 4 (1,68)
Ambito
Urbano 166 (35,8) 80 (33,6)
Rural 160 (34,5) 70 (29,4)
NS/NC 137 (29,5) 88 (36,9)
Manifestaciones
Asintomaticos 368 (79,5) 220 (92,4)
Adenopatias periféricas 9(1,9) 1(0,4)
Digestiva 18 (3,9) 8(3,4)
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Lesiones cutaneas 14 (3) 52,1

Urinaria 25(5,4) 1(0,4)

Otros 29 (6,3) 3(1,3)
Comorbilidad

VHB 49 (11,9) 28 (14,6)

VHC 10 (2,6) 2 (1)

VIH 12 (2,8) 73)

RPR+ 92,9 1(0,4)
Mantoux

Realizados/Positivos 234/42 (17,9) 133/30 (22,5)

4.1.4. Caracteristicas de los sujetos con eosinofilia absoluta

Los sujetos con eosinofilia absoluta eran principalmente varones (90,3%), con una
edad media de 25,2 £ 9,1 con un rango entre 1-74 afios. Las principales nacionalidades se
representan en la figura 4.4 y eran en orden descendente: Nigeria 17,3%, Mali 14,5%,

Ghana y Marruecos 11%.y Sierra Leona 9,5%.

Figura 4.5: Principales paises de los inmigrantes A) con eosinofilia absoluta, B)
eosinofilia relativa

Las profesiones de este colectivo se agruparon en nueve categorias, de las cuales la
mas frecuente era la de estudiante, seguida de los que se dedicaban a la agricultura y/o

ganaderia (tabla 4.6).
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Tabla 4.6: Categorias profesionales referidas por los inmigrantes
con eosinofilia y eosinofilia relativa

G o ol Eosinofilia absoluta Eosinofilia parcial
n(%) n(%)

Agricultura-ganaderia 58 (12,5) 31 (13)
Arte y Oficios 37 (8) 15 (6,3)
Comercial 20 (4,3) 11 (4,6)
Construccion 50 (10,8) 26 (11)
Deportista 4(0,9) 52,1
Estudiante 109 (23,6) 50 (21)
Servicios 26 (5,6) 16 (6,7)
Sus labores 6(1,3) 1(0,4)
Titulado Superior 12 (2,6) 52,1
Ns-Nc 141 (30,4) 78 (32,8)

Ns-Nc: No sabe no contesta

En cuanto al grado de eosinofilia el 76,1% tenia criterios de eosinofilia leve (450-
999 eosinofilos/ul), el 22,6% tenia criterios de eosinofilia moderada (1.000-2.999
eosinofilos/ul) y solamente un 1,3% tenia criterios de eosinofilia intensa (>3.000

eosinofilos/ul ) (figura 4.5).

Figura 4.6: Prevalencia de eosinofilia absoulta y relativa en poblacién inmigrante
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22 6%
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1,3% Intensa

La prevalencia media de eosinofilia varia segiin la procedencia del inmigrante,
siendo los originarios de Guinea Ecuatorial los que presentaban valores medios elevados

(1.452 eosinofilos/pul) y Marruecos los valores mas bajos (601 eosinofilos/ul) (figura 4.6).
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Figura 4.7: Prevalencia de eosinofilia por paises
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La procedencia rural o urbana en este colectivo era similar (34,5% vs 35,8%). La
mayoria de los inmigrantes con eosinofilia absoluta estaban asintomaticos (79,5%) y en el
resto de casos aparecian manifestaciones clinicas leves con problemas urinarios en el 5,4%
(principalmente hematuria o disuria), digestivas (3,9%) como dolor abdominal y/o diarrea,
lesiones cutaneas en el (3%) y adenopatias periféricas en el 1,9%. No se detecto ningin
sujeto con manifestaciones clinicas graves secundarias a la eosinofilia. Ademads
presentaban infecciones por virus hepatrotropos primarios (VHB y VHC) en el 11,9% y en
el 2,6% respectivamente; infeccion por VIH en 2,8% e infeccion por Treponema pallidum
(RPR positivo y FTA positivo) el 2,5%. También se valord en este grupo la prevalencia de
infeccion tuberculosa latente mediante la realizacion de intradermoreaccion de Mantoux

siendo positivo en un 15,2%.

4.1.5. Caracteristicas de los sujetos con eosinofilia relativa

Las caracteristicas de los inmigrantes con eosinofilia relativa eran similares a las
de sujetos con eosinofilia absoluta (tabla 4.4).

Eran varones el 91% de los sujetos con una edad media de 24,7 afios + 7,03. El
principal origen era Africa subsahariana (81,9%) y los paises de origen de estos sujetos se
representan en la figura 4.4 y son en orden descendente: Nigeria 19,3%, Marruecos 13,4%,

y Ghana 11,8%. Un 33,6% tenian un origen urbano y un 29,4% eran de origen rural. Las
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profesiones agrupadas en nueve categorias, eran similares a la del colectivo con eosinofilia
absoluta; la mas frecuente era estudiante (21%), seguida de los que se dedicaban a la
agricultura y/o ganaderia (13%) (tabla 4.5).

Presentaban menos manifestaciones clinicas que los inmigrantes con eosinofilia
absoluta ya que el 92,4% estaban asintomdticos, siendo anecddticas las molestias
digestivas (3,4%) y las lesiones cutaneas (2,1%). La infeccion frente a virus hepatrotopos
primarios era del 14,6% (VHB) y 1% (VHC) respectivamente, frente a VIH en el 3% y
frente a Treponema pallidum en el 0,4%. La prevalencia de tuberculosis latente detectado
por intradermoreaccion de Mantoux era mayor (22,5%) con respecto a los sujetos con

eosinofilia absoluta.

134 Eosinofilia importada: mecanismos, causas y consecuencias



Resultados

4.2. Objetivo 2. Causas de eosinofilia absoluta en inmigrantes

Para determinar las posibles causas de eosinofilia absoluta se realizo la busqueda de
parasitos tanto mediante estudios directos (en muestras de heces, orina, sangre y piel)
como mediante estudios indirectos (serologia) frente a diferentes helmintos, siguiendo el

protocolo previamente descrito en Materiales y Métodos (paginas 107-112).

4.2.1. Caracteristicas generales de los sujetos del estudio

El grupo de estudio estaba formado tanto por inmigrantes recién llegados, cémo por
pacientes inmigrantes, cuya estancia en nuestro pais era superior a 6 meses, valorados en la
consulta de Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical del Hospital Insular desde el
afio 2.000 al afio 2.014 que tenian como criterio de estudio una eosinofilia importada
absoluta (> 450 eosinofilos/pl).

Para llevar a cabo este objetivo, se analizaron las causas de eosinofilia absoluta en
515 inmigrantes. Las principales caracteristicas de este grupo se describen en la tabla 4.7.
La mayoria de los sujetos eran varones (88,6%) con una media de edad de 26 afios. El
93,4% procedian de Africa, y principalmente del area subsahariana (82,9%), el 3,9% de
Latinoamérica y el 2,7% del Continente Asiatico. El grado de eosinofilia era en 396 sujetos
leve (450-999 eosinofilos/pul), en 113 sujetos moderada (1000-2999 eosinofilos/pl) y s6lo 6
casos presentaban una eosinofilia intensa (> 3000 eosinofilos/ul). En relacién al tiempo de
estancia en Espafia, el 80% (412) eran inmigrantes recién llegados a Gran Canaria

mediante pateras o cayucos.

Tabla 4.7: Caracteristicas de los inmigrantes con
eosinofilia importada absoluta

. Inmigrantes
Caracteristicas n (%)
Sexo
Varéon 456 (88,6)
Mujer 59 (11,4)
Edad
Media = DT 26+ 9.8
1-18 121 (23,5)
19-29 253 (49,1)
30-39 85 (16,5)
> 40 39 (7,5)
Origen
Africa Subsahariana 427 (82,9)
Africa Norte 54 (10,5)
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Latinoamérica 20 (3,9)

Sudeste Asiatico 14 (2,7)
Tiempo de estancia en Espaifia

< 6 meses 412 (80)

> 6 meses 103 (20)
Eosinofilia

Leve (450-999/ul) 396 (76,9)

Moderada (1.000-2.999/ul) 113 (21,9)

Intensa (> 3.000/ul) 6(1,2)

4.2.2. Analisis de los métodos diagnosticos

El estudio parasitario que se realiz6 en cada sujeto se determin6 en funcion del area
geografica de cada individuo asi como de la posibilidad de obtencion de las muestras
correspondientes. La tabla 4.8 refleja el nimero de pruebas diagndsticas y los resultados

obtenidos en relacion con el tiempo de estancia.

Tabla 4.8. Métodos diagnésticos analizados segun el tiempo de estancia en

Espaia

Positivos/Realizados n (%)

< 6 meses > 6 meses Total
Coproparasitario 113/358 (31,5) 40/84 (47,6) 153/442 (34,6)
Sedimento urinario 53/234(22,6) 10/45 (22,2) 63/279 (22,5)
Técnica de Knott 18/227 (7,9) 13/72 (18) 31/299 (10,3)
Pellizcos cutaneos 0/0 (0) 0/9 (0) 0/9 (0)
ICT Wuchereria bancrofti  3/74 (4) 0/28 (0) 3/102 (2,9)
EIA Schistosoma spp. 93/342 (27,1) 16/83 (19,2) 109/425 (25,6)
EIA Filarias spp. 76/335 (22,7) 23/78 (29,4) 99/413 (23,9)
EIA Fasciola spp. 9/305 (2,9) 1/69 (1,4) 10/374 (2,6)
EIA Strongyloides spp. 44/131 (33,5) 18/40 (45) 62/171 (36,2)
EIA Toxocara canis 10/94 (10,6) 7/27 (25,9) 17/121 (14)
ICT: inmunocromatografia, EIA: Enzimoinmunoandlisis

Las pruebas con mayor tanto por ciento de positividad fueron la serologia frente a
antigenos de Strongyloides spp. (36,2%) y el estudio coproparasitario (34,6%), pero el
orden de rentabilidad de ambas pruebas se invierte dependiendo del tiempo de estancia de
los sujetos. Asi era mas rentable en los inmigrantes recién llegados el estudio de
Strongyloides spp. (33,5%) y algo menor el coproparasitario (31,5%) frente a los
inmigrantes de estancia superior a 6 meses que la prueba mdas rentable era el
coproparasitario (47,6%) seguido de la serologia de Strongyloides spp. (45%).

Hay que resaltar que la busqueda de esquistosomas en el sedimento urinario y la
serologia frente a esquistosomas y frente a filarias tienen un porcentaje de positividad

superior al 20%.
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En los inmigrantes de mayor estancia la serologia frente a Toxocara canis es del
25,9% aunque so6lo se realizé en 27 pacientes. La deteccion de microfilarias por la técnica
de Knott fue més rentable en los inmigrantes de mayor estancia (18%) con respecto a los
recién llegados (7,9%). Se realizaron muy pocos pellizcos cutdneos (ninguno en el grupo
de inmigrantes recién llegados), y todos fueron negativos. En el caso de deteccion de
antigeno de Wuchereria bancrofti por inmunocromatografia no encontramos ningin caso
positivo para los inmigrantes de mayor estancia, frente a 3 casos (4%) en el caso de los

inmigrantes recién llegados.

4.2.3. Rendimiento diagnostico de las técnicas empleadas
Por métodos clasicos directos se diagnosticd a 173 sujetos, por serologia frente a

diferentes parasitos a 160 sujetos y por ambos métodos a 40 individuos (figura 4.8).

Figura 4.8: Diagnodstico de los sujetos con eosinofilia absoluta segun el método

empleado
metodos
diagnosticos
Directo
M Indirecto
B Ambos
No diagnéstico
27,6%
33,6%

La utilizacion conjunta de las técnicas diagnoéstica directas e indirectas aumento el

rendimiento diagndstico en los sujetos con eosinofilia absoluta en un 38,8% (figura 4.9)
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Figura 4.9: Rendimiento diagnéstico al utilizar varias técnicas
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4.2.4. Diagnostico etioldgico de los sujetos con eosinofilia absoluta

Se pudo llegar al diagnoéstico etioldgico, aplicando la metodologia anteriormente
citada, en el 72,4% (373) de los inmigrantes con eosinofilia absoluta, que oscila entre el
69,6% (287) en los inmigrantes recién llegados y el 83,4% (86) de los inmigrantes con
estancia superior a 6 meses. De forma especifica los sujetos de Africa Subsahariana el
diagndstico alcanza el 78,2% mientras que en los africanos del norte solamente se llega al
diagnostico en el 27,7%.

Especificamente los parasitos detectados por métodos directos indican en la figura
4.10, siendo el nimero de infecciones parasitarias por orden decreciente las siguientes:
Schistosoma haematobium (63), Uncinarias (60), Mansonella perstans (28), Schistosoma
mansoni (26), Trichuris trichura (26), Strongyloides stercolaris (16), Loa loa (12), Ascaris
lumbricoides (11), Blastocystis hominis (10), Taenia sp. (4), Wuchereria bancrofti y
Schistosoma intercalatum (3), Hymenolepis nana (2), y un solo caso de Enterobius
vermicularis, Schistosoma japonicum, Fasciola hepatica y Larva cutdnea migrans. Hay
que sefialar que 14 inmigrantes estaban infectados por Giardia lamblia y 3 por Entamoeba
hystolitica, y aunque son protozoos patdogenos, no lo hemos tenido en cuenta por no ser un

agente causal de eosinofilia.
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Figura 4.10. Namero de infecciones parasitarias diagnosticadas por métodos
directos
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En funcién del grado de eosinofilia, los hallazgos parasitologicos se muestran en la

tabla 4.9. La gran mayoria de las especies parasitarias son mas numerosas en el grupo de

eosinofilia leve, excepto la filaria Mansonella perstans que aumenta en los pacientes con

eosinofilia moderada.

Tabla 4.9: Parasitos segun el grado de eosinofilia

Grado de eosinofilia
Leve Moderada Intensa Total
450-999 1000-2999 = 3000
Geohelmintos
Ascaris lumbricoides 7 3 1 11
Uncinarias 41 19 0 60
Trichuris trichura 14 10 2 26
Strongyloides stercolaris 10 6 0 16
Enterobius vermicularis 1 0 0 1
Larva cutanea migrans 1 0 0 1
Esquistosomas/Tenias
S.haematobium 38 23 2 63
S.mansoni 20 6 0 26
S.intercalatum 0 2 1 3
S japonicum 1 0 0 1
Hymenolepis nana 1 1 0 2
Taenia sp. 3 1 0 4
Filarias
Loa loa 7 5 0 12
Mansonella perstans 13 14 1 28
Wuchereria bancrofti 3 0 0 3
Protozoos
Blastocystis hominis 8 2 0 10
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En relacion a las manifestaciones clinicas que presentaban los inmigrantes con
diagndstico parasitologico positivo, 243 sujetos (65,1%) no referian ningln sintoma; el
resto presentaban manifestaciones inespecificas como adenopatias periféricas en 22
(5,8%), lesiones cutaneas en 21 sujetos (5,6%), clinica digestiva, principalmente dolor
abdominal, en 17 sujetos (4,5%), manifestaciones urinarias, principalmente hematuria, en
15 individuos (4%), y sintomas combinados en 39 sujetos (10,4%). El resto de
manifestaciones como fiebre, manifestaciones oftamoldgicas (p.ej. paso de un gusano a
través de la conjuntiva), cefalea o astenia aparecian en un escaso nimero.

Si comparamos los inmigrantes recién llegados con los de estancia superior a 6
meses, observamos en la tabla 4.10 que mientras el 74,5% eran asintomaticos en el primer
caso, solo el 33,7% lo eran en el segundo. Por lo tanto en el grupo de estancia superior a 6
meses con diagnostico parasitoldgico aparecian una sintomatologia mas marcada que en el
grupo de recién llegados (lesiones cutaneas 18,6% vs 1,7%; combinados 25,5% vs 5,9%,

urinario 4,6% vs 3,8%).

Tabla 4.10: Manifestaciones clinicas segun el tiempo de

estancia
. . < 6 meses > 6 meses

Manifestaciones n= 287 n= 86
Asintomatico 214 (74,5%) 29 (33,7%)
Adenopatias periféricas 21 (7,3%) 1(1,1%)
Combinados 17 (5,9%) 22 (25,5%)
Digestivas 14 (4,8%) 3(3,5%)
Lesiones cutaneas 5(1,7%) 16 (18,6%)
Urinarias 11 (3,8%) 4 (4,6%)
Otras 5(1,7%) 11 (12,8%)

4.2.5. Hallazgos parasitarios en funcion del tiempo de estancia de los sujetos
El niimero de infecciones parasitarias detectadas atendiendo al tiempo de estancia

de los inmigrantes se detalla en la tabla 4.11.
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Tabla 4.11: Numero de infecciones parasitarias segun el
tiempo de estancia

N° de infecciones parasitarias y tiempo de estancia n (%)
< 6 meses > 6 meses Total

0 parasitos 125 (30,3) 17 (16,5) 142

1 parasitos 227 (55,1) 56 (54,4) 283
2 parasitos 49 (11,9) 20 (19,4) 69

3 parasitos 10 (2,5) 6(5,9) 16

4 parasitos 0(0) 3(2,9) 3

5 parasitos 1(0,2) 1(0,9) 2
Total 412 103 515

La coinfeccion por dos o maés parasitos la encontramos en el 17,5% (90
inmigrantes), de los cuales 60 inmigrantes son recién llegados y 30 inmigrantes tienen una
estancia superior a 6 meses. En la figura 4.11 observamos como el hallazgo de dos o mas

parasitos es superior en los inmigrantes de mayor estancia (14,6% vs 29,1%).

Figura 4.11: Numero de hallazgos parasitarios segun el tiempo de estancia
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Las coinfeccion mas frecuente fué la combinacion de de filarias y esquistosomas en
31 casos seguido de filarias con geohelmintos en 28 casos.

La deteccion de dos o mas pardsitos presentd un valor medio de eosinofilos
superior con respecto a los infectados por un pardsito o por ninguno (1198,3/ul + 866,7

frente a 821,4/pl + 410y 739,9/ul + 422,6) y se indica en la figura 4.12.

Eosinofilia importada: Mecanismos, Causas y Consecuencias 141



Resultados

Figura 4.12: Valores de eosinofilia segtin el numero de infecciones parasitarias de cada
sujeto
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Observamos que existia una correlacion lineal entre el nimero de parésitos

diagndsticados por sujeto y los valores de eosinofilia (p<0,05) (figura 4.13).

Figura 4.13: Relacién entre el nUmero de parasitos y eosinofilia
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4.2.6. Valores medios de eosinofilia dependiendo del grupo de parasitos
Para observar si habia diferencia los valores medios de eosinofilos atendiendo a los
diferentes grupos de parasitos causantes de eosinofilia seleccionamos los inmigrantes que

estuvieran infectados por un unico tipo de parasito (n= 283). El valor medio de eosinofilos
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en estos grupos se refleja en la tabla 4.12 y figura 4.14, donde se observaron valores altos

en los sujetos en los que llego aun diagnoéstico etiologico.

Tabla 4.12 y Figura 4.14: Eosinofilia segun el grupo
de parasitos

Eosinofilos/ul
Tipo de parasitos N Media = DT
No diagnéstico 142 739,9 + 422,7
Estrongiloides 63 797,3 + 318,2
Geohelmintos 50 856,4 + 422,5
Esquistosomas 99 868,2 + 530,8
Filarias 57 901,2 + 407,9
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Si comparamos la media de eosinofillos en funcidén del método diagnostico (directo
vs indirecto) observamos que era mayor en los tres grupos etioldgicos principales cuando

el diagnostico se realizé por métodos directos (tabla 4.13).
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Tabla 4.13: Eosinofilia dependiendo del método de diagnéstico

Eosinofilia (media + DT)
Meétodo diagnostico
Directo Indirecto
Geohelmintos | 874,1 £434,6 764 +260,1
Esquistosomas | 920,8 = 611,8 767,6 £307,7
Filarias 960 £ 533,5 882 +363,6
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4.3. Objetivo 3. Causas de eosinofilia relativa en inmigrantes

Para determinar cual son las posibles causas de eosinofilia relativa importada se
utilizé la misma metodologia empleada para el objetivo 2 y especificada en el apartado

Materiales y Métodos (pagina 107-111).

4.3.1. Caracteristicas generales de los sujetos del estudio

El grupo de estudio estaba formado tanto por inmigrantes recién llegados como por
pacientes inmigrantes, cuya estancia en nuestro pais era superior a 6 meses, valorados en la
consulta de Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical del Hospital Insular, desde el
afio 2.000 al afio 2.014 que tenian como criterio una eosinofilia relativa importada (< 450
eosinofilos/ul y > 5%).

Estudiamos las causas de eosinofilia relativa importada en 236 inmigrantes, la
mayoria eran varones (89,8%), con edad media de 25 afios (13-60 afos). Casi todos (98%)
procedian del continente africano (197 inmigrantes de Africa subsahariana y 34 de Africa
del Norte), 3 sujetos eran de Latinoamérica (2 de Colombia y 1 de Honduras) y 2 de Asia
(Indonesia, Sri Lanka). Principalmente eran inmigrantes en situacion irregular (92,4%)
recién llegados a Espafia (< 6 meses) mediante pateras o cayucos. La procedencia era rural

en el 29,7% y urbana en el 26,7%. Estas caracteristicas se describen en la tabla 4.14.

Tabla 4.14. Caracteristicas de los inmigrantes
con eosinofilia relativa importada

- Inmigrantes
Caracteristicas n (%)
Sexo
Varén 212 (89,8)
Mujer 24 (10,2)
Edad
Media = DT 253+77
1-18 43 (18,2)
19-29 131 (55,5)
30-39 34 (14,4)
>40 14 (6)
Origen
Africa subsahariana 197 (83,5)
Africa Norte 34 (14,5)
Latinoamérica 3(1,2)
Sudeste Asiatico 2 (0,8)
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Tiempo de estancia en Espaifia
< 6 meses 218 (92,4)
> 6 meses 18 (7,6)
Ambito
Urbano 63 (26,7)
Rural 70 (29,7)
NS/NC 103
NS/NC: no sabe-no contesta

4.3.2. Analisis de los métodos diagnosticos

Como en el objetivo 2, el estudio parasitario que se realizd a cada sujeto se
determind en funcidn del area geografica de cada individuo asi como de la posibilidad de
obtencion de las muestras correspondientes. La tabla 4.15 refleja el nimero de por pruebas
diagnosticas realizadas y los resultados obtenidos relacionandolos en funcion del tiempo de

estancia.

Tabla 4.15: Métodos diagndsticos analizados segun el tiempo de estancia

en Espafia

Positivos/Realizados n (%)

< 6 meses > 6 meses Total
Coproparasitario 39/189 (20,6) 2/14 (14,3) 41/203 (20,2)
Sedimento urinario 7/105 (6,6) 2/11 (18,1) 9/116 (7,7)
Técnica de Knott 1/76 (1,3) 0/11 (0) 1/87 (1,1)
EIA Schistosoma spp. 19/127 (15) 4/14 (28,5) 23/141 (16,3)
EIA Filarias 6/126 (4,8) 0/13 (0) 6/139 (4,3)
EIA Fasciola hepatica 1/125 (0,8) 0/13 (0) 1/138 (0,7)
EIA Strongyloides spp. 26/79 (33) 1/11 (9) 27/90 (30)
EIA Toxocara canis 15/50 (30) 3/9 (33,3) 18/59 (30,5)

En los inmigrantes recién llegados el estudio seroldgico frente a Strongyloides sp. y
a Toxocara canis presentd una positividad superior al 30% seguido del diagnostico
coproparasitario con un 20,6%. En los inmigrantes de estancia prolongada, aunque son un
pequefio numero (n=18), la serologia de Toxocara canis. también es la presentd mayor
rendimiento (33,3%) seguido de la serologia frente a Schistosoma sp. (28,5%), el andlisis
del sedimento de orina (18,1%) y el estudio coproparasitario (14,3%). En cambio, en el
grupo de pacientes con eosinofilia relativa la serologia frente a Strongyloides sp. fué
positiva s6lo en un 9%. La técnica de Knott, el estudio seroldgico frente a Filarias sp. y
Fasciola sp. fueron negativos en todos los casos. La deteccion antigénica frente a
Wuchereria bancrofti y la busqueda de filarias en piel mediante pellizcos cutaneos no se

realiz6 en ningln caso.
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4.3.3. Rendimiento diagnostico de las técnicas empleadas

Aplicando la metodologia previamente mencionadas, en los individuos con
eosinofilia relativa se llegé al diagndstico en el 45,3% (107), oscilando entre el 44,5% (97)
en los inmigrantes recién llegados y el 55,5% (10) en los de estancia superior a 6 meses en
nuestro pais.

Cuando utilizamos para el diagndstico Unicamente la técnicas parasitologicas
clasica se diagnosticaron 44 sujetos; si aplicamos solamente métodos indirectos se llego6 al

diagndstico en 58 sujetos y por ambos métodos en 5 individuos (figura 4.15).

Figura 4.15: Diagnéstico de eosinofilia parcial por diferentes métodos

Métodos
diagnosticos
O No diagnéstico
Ol Directo
O indirecto
B Ambos métodos

La utilizacién conjunta de las técnicas directas e indirectas aumenta el rendimiento

diagndstico en los sujetos con eosinofilia parcial en un 26,7% (figura 4.16).
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Figura 4.16: Rentabilidad de las técnicas diagndsticas
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4.3.4. Diagnostico etioldgico de los sujetos con eosinofilia relativa

De forma genérica, las principales causas fueron la infeccion por esquistosomas (31
casos que corresponde al 28,9% de las causas de eosinofilia relativa), la infeccion por
geohelmintos (29 casos [27,1%]) seguido de la infeccion por Strongyloides sp. (27 casos
[25,2%]). Hay que destacar que se diagndstico la infeccion por Toxocara canis. en 18
casos (16,8%). El diagndstico de infeccion por filarias fue baja (6,5%), incluyendo 7 casos

y s6lo en uno se encontraron microfilarias en sangre . Las principales caracteristicas de

estos tres grupos se detallan en la (tabla 4.16).

Tabla 4.16. Principales caracteristicas de los inmigrantes con eosinofilia
parcial con diagnostico parasitolégico

Caracteristicas Esquistosomas Geohelmintos Estrongiloides
n (%) n (%) n (%)
Sexo
Varén 29 (93,5) 24 (82,7) 24 (88,9)
Mujer 2 (6,5) 5017,3) 3(11,1)
Edad
Media - DT 24877 21,7+4,7 28,5+38,1
Origen
Africa Subsahariana 31 (100) 28 (96,5) 17 (63)
Africa Norte 0 1(3.5) 8 (29,6)
Sudeste Asiatico 0 0 1.(3,7)
Latinoamérica 0 0 1.(3,7)
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Tiempo de estancia en Espafia
< 6 meses 27 (87) 28 (96,5) 26 (96,3)
> 6 meses 4(13) 1(3.,5) 1(3,7)
Eosinofilia absoluta (media = DT) 355,94 64,7  344,8/ul £59,2 301.5 + 88

Eosinofilia parcial (media + DT) 6,6+ 1 6,4+1,2 6,1 +1,1
Diagnéstico métodos directos 18" (58) 29° (100) 1°(3,7)
Diagnéstico métodos serolégicos 13 (42) 0 26 (96,3)
Manifestaciones
Asintomatico 9 (41) 20 (87) 23 (88,5)
Digestiva 1 (4,5) 1(4,3) 1(3,8)
Lesiones cutdneas 209 0 2(7.7)
Urinaria 9 (41) 28,7 0
Otras 1(4,5) 0 0
Coparasitaciones 9(29) 6 (20,7) 1(3,7)

Y9 S haematobium, 10 S.mansoni; ® 6 A.lumbricoides, 6 T.trichura, 19 Uncinarias, 2
E.vermicularis; 91 S.stercolaris,

Es importante destacar que todos los inmigrantes infectados tanto por
esquistosomosis y por geohelmintos procedian de Africa, especificamente del area
subsahariana. Los inmigrantes infectados por estrongiloides procedian, ademas de Africa
de otras areas (uno del Sudeste Asiatico y otro de Latinoamérica).

El diagnodstico se realizd principalmente en inmigrantes recién llegados, con
excepcion de la infeccion por esquistosomas que se diagnostico hasta en un 13% en los de
estancia prolongada.

En relacion al método por el que se realizo el diagnostico, en los infectados por
geohelmintos el diagndstico fue por técnicas directas en todos los casos, en los infectados
por estrongiloides, excepto un caso, el diagnostico fue por serologia y en el caso de los
esquistosomas se realizé por ambas técnicas.

Tanto la media de eosinofilia absoluta como la media de eosinofilia relativa en
estos tres grupos de parasitosis (s6lo valoramos las infecciones por un Unico parasito) eran
similares. Principalmente se encuentraban asintomaticos en el momento del diagnostico,
aunque destaca un elevado tanto por ciento (41%) de manifestaciones urinarias (hematuria)

en los sujetos infectados por esquistosomas.
4.3.5. Numero de infecciones parasitarias diagnosticadas por métodos directos

La especie y el namero de parasitos diagnosticados por métodos directos, en orden

descendiente fueron: Uncinarias (19), Schistosoma mansoni (10), Schistosoma

Fosinofilia importada: Mecanismos, Causas y Consecuencias 149



Resultados

haematobium (9), Trichuris trichura (6), Ascaris lumbricoides (6), Enterobius vermicularis
(2) y con un solo caso Mansonella perstans, Strongyloides stercolaris, Taenia sp.,

Hymenolepis nana, Dientamoeba fragilis y Blastocystis hominis (figura 4.17).

Figura 4.17: Especie y numero de parasitos diagnosticados por métodos directos
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4.3.6. Numero de infecciones parasitarias

En cuanto al nimero de parasitos que albergaba cada sujeto, 94 sujetos (39,8%)
estaban infectados por un Unico parésito, 12 estaban coparasitados por dos parasitos (5%)
(en este caso todos eran inmigrantes recién llegados) y un tnico caso (0,5%) coinfectado
por tres pardsitos, que se trataba de un inmigrante de larga estancia infectado por
Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium y Uncinaria. La coinfeccion mas
frecuente fue esquistosoma con geohelminto en 5 casos y esquistosoma con filaria en 4
casos.

En la siguiente tabla se muestra de forma desglosada en funcién del tiempo de
estancia de los inmigrantes, el nimero de infecciones parasitarias diagnosticadas.

Comparando las infecciones parasitarias atendiendo el tiempo de estancia
principalmente las encontramos en los inmigrantes recién llegados frente a los de estancia
superior a 6 meses ( 90% vs 10%). En la siguiente tabla se muestran los datos de forma

desglosada (tabla 4.17).
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labla 4.17. Parasitos detectados segun el tiempo de estancia de
los sujetos en nuestro pais

Parasitos detectados segiin el tiempo de estancia en nuestro pais
< 6 meses | > 6 meses Total
Geohelmintos
Uncinaria 18 1 19
Trichuris trichura 6 0 6
Ascaris lumbricoides 5 0 5
Enterobius vermicularis 2 0 2
Total 31 1 32
Esquistosomas
Schistosoma mansoni 9 1 10
Schistosoma haematobium 2 9
Schistosoma spp. 11 2 13
Total 27 5 32
Estrongiloides
Strongyloides stercolaris 1 0 1
Strongyloides spp. 25 1 26
Total 26 1 27
Filarias
Mansonella perstans 1 0 1
Filaria spp. 6 0 6
Total 7 0 7
Toxocara canis 15 3 18

El 69,1% de los inmigrantes con eosinofilia relativa e infeccion parasitaria estan
asintomaticos. En los individuos con sintomatologia las manifestaciones eran leves, como
hematuria, en el 16,8%, molestias digestivas en el 6,5% (dolor abdominal, diarrea
ocasional, etc), lesiones cutdneas en el 3,7% (prurito, infeccion de piel y tejidos
blandos....). Si comparamos la sintomatologia entre los inmigrantes recién llegados y los
inmigrantes de mayor estancia, el 81,5% son asintomaticos en el primer caso frente solo al

10% en el segundo caso (figura 4.18).
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Figura 4.18: Manifestaciones clinicas segun el tiempo de estancia de los inmigrantes
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4.3.7. Causas de eosinofilia relativa comparando los dos principales origenes de los
inmigrantes

Si comparamos los resultados teniendo en cuenta los principales origenes de los
inmigrantes (Africa subsahariana [197] frente a Africa del Norte [35]) se llegd al
diagnostico parasitario en el 45,6% de los subsaharianos y en el 41,2% en los del norte de
africa, encontrando diferencias en los pardsitos segin la procedencia. Asi, la
estrongiloidosis y las toxocariosis eran mdas frecuentes no existiendo en estas areas

filariosis ni esquistosomiosis. En los Subsaharianos se invierte la relacion (tabla 4.18).

Tabla 4.18. Parasitos detectados en las principales areas de origen

152

Parasitos detectados segiin el drea de origen n (%)
Africa Subsahariana | Africa Norte
n=197 n= 34

Esquistosomas 22 (11,1%) 0
Geohelmintos 22 (9,6%) 1(2,9%)
Estrongiloides 16 (8,1%) 8 (23,5%)
Toxocara 14 (7,1%) 4 (11,7%)
Filarias 3 (1,5%) 0
Fasciolas 0 1(2,9%)
Coinfeccion 10 (6,5%) 0
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En los inmigrantes que procedian de Africa del norte el diagnostico se realizd
mediante métodos seroldgicos excepto en un caso que el diagnostico fue directo ( un

individuo infectado por Trichuris trichura ).
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4.4. Objetivo 4. Citocinas eosinofilicas y helmintosis

4.4.1. Caracteristicas generales de los sujetos del estudio

Se incluyeron en el estudio, previo consentimiento informado, 121 inmigrantes
irregulares con los criterios que se especifican en la pagina 11 en el apartado materiales y
métodos. Los criterios de exclusion fueron: i) no ser recién llegado a Espaia, ii) no
proceder de Africa subsahariana, iii) no querer formar parte del estudio.

Los sujetos se clasificaron en dos grupos; el grupo de estudio formado por 76
inmigrantes y el grupo control con 45 inmigrantes. Las caracteristicas generales de estos
sujetos se recogen en la tabla 4.19. Todos los sujetos procedian de Africa subsahariana y
de forma detallada en la figura 4.19 se indican los paises.

De forma especifica los sujetos del grupo de estudio estaban infectados por un
Unico parasito: 42 geohelmintos (21 Uncinarias,15 Trichuris trichura, 6 Ascaris
lumbricoides), 23 esquistosomas (10 S. mansoni, 10 S.haematobium, 2
S.mansoni/S.haematobium, 1 S. intercalatum) y 11 filarias (8 Mansonella perstans,y 3 Loa

loa).

Tabla 4.19. Caracteristicas generales de los inmigrantes que
forman parte del estudio de citocinas

Grupo estudio  Grupo control

Caracteristicas n (%) n (%)
Sexo

Varon/Mujer 66/10 37/8
Edad

Media + DT 259+72 27,5+5,6
Origen*

Africa Subsahariana 76 (100) 45 (100)

Eosinofilia absoluta (media + DT)  704,8 + 583,7 156,8 £ 79,5

Infeccidn por parasitos

Esquistosomas 23 (30,2) Ninguno
Filarias 11 (14,5)

Geohelmintos 42 (55,3)

Manifestaciones

Asintomatico 59 (77,7) 45 (100)
Digestiva 1(1,3) 0
Lesiones cutaneas 5(6,5) 0
Urinaria 7(9,2) 0

Otras 4 (5,3) 0

*Se especifican los paises en la figura 4.19
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Figura 4.19. Paises de origen de los inmigrantes A) grupo estudio, B) grupo control

4.4.2. Determinacion de citocinas (Eotaxina, IL-13, IL-16 y RANTES) en la poblacion

de estudio

Se determinaron en todos los sujetos las concentraciones séricas de cuatro citocinas

relacionadas con la eosinofilopoyesis y activacion de los eosinofilos: Eotaxina, IL-13, IL-

16 y RANTES, siguiendo el protocolo previamente especificado en la pagina 111.

Los valores medios para cada citocina comparando los sujetos controles con los

sujetos con infeccion helmintica (grupo estudio) se muestran en la tabla 4.20 y se

representan en la figura 4.20, encontrando diferencias significativas en IL-16 (p=0,000) y

Eotaxina (p=0,001).

Tabla 4.20, Figura 4.20: Valores medios de diferentes citocinas entre grupo control y grupo

estudio
Estadisticos de grupo
N Media Desviacién | p-valor
tip.

Eotaxina pg/ml Grupo control |45 151 165,7 0,001
Grupo estudio 76 57 56,1

IL 13 pg/ml Grupo control |42 135 33,5 0,062
Grupo estudio 76 153,5 58,7

IL-16 ng/ml Grupo control 42 4437 290,9 0,000
Grupo estudio 76 1070,8 1043.,4

RANTES ng/ml Grupo control 45 134,3 31,4 0,650
Grupo estudio 76 137,7 493

Eosinofilia importada: Mecanismos, Causas y Consecuencias

155



Eotaxina pg/ml

IL 16 pg/ml

Resultados

200+

150+

—

1004

200+

150+

il

1004

IL 13 pg/ml

T
Grupo control

T
Grupo control

Grupo estudio

Grupo estudio

1.2009

1.000+

800+

600+

-

4004

200+

T
Grupo control

150

il

100+

RANTES ng/ml

T
Grupo control

Grupo estudio

Grupo estudio

4.4.3. Determinacion de citocinas (Eotaxina, IL-13, IL-16 y RANTES) segtin el tipo de

parasito

La media de los valores para cada citocina en funcion de la infeccion parasitaria de

cada individuo se muestra en la tabla 4.21.

Tabla 4.21. Valores medios de las diferentes citocinas segun el grupo de parasitos

Grupo Control Esquistosomas Filarias Geohelmintos
n= 45 n=23 n=11 n=42

Sexo

Varon/Mujer 37/8 22/1 8/3 36 /6
Edad (media = DT) 27,5+5,6 249+5.2 28,2+ 12 25,8+ 6,6
Eosinofilia absoluta
(media = DT) 156,8 £ 79,5 689,6 + 497 1341,8 + 744 546,4 + 469
Citocinas (media + DT)

Eotaxina 150,9 + 165,7 58,3+43,2 57,7+432 56 + 65,5
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IL-13 135+33,5 142 +£23,1 155+ 60,1 159,4 + 70,7
IL-16 4436 +290,9 805,7+ 3795  1583,2+ 1419 1081 + 1145
RANTES 134,3+31,3 136,2 £59,2 165,7+ 27,9 131 +£45,8

El andlisis comparativo entre el grupo control y los tres grupos de parésitos aportd
los siguientes resultados en la determinacion de Eotaxina y IL-16 se observan diferencias
significativas entre el grupo control y el resto de los grupos de parésitos (p< 0,05). En IL-
13 hay diferencias significativas entre el grupo control y el grupo de geohelmintos (p=
0,005). Finalmente en RANTES no se encontraron diferencias significativas entre ninguno

de los grupos (p=0,122).

Figura 4.21: Valores medios de diferentes citocinas entre grupo control y los diferentes

grupos parasitarios
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4.4.4. Determinacion de citocinas (Eotaxina, IL-13, IL-16 y RANTES) segun la especie
parasitaria
Comparamos las concentraciones de cada citocina con cada especie parasitaria de

forma aislada y los resultados obtenidos se indican en la tabla 4.22, tabla 4.23 y figura

4.22.

Tabla 4.22. Valores medios de cada citocina ( IL-16, IL-13, RANTES, Eotaxina) respecto a
las diferentes parasitosis

Estadisticos
Pardsitos IL 16 pg/ml IL 13 pg/ml RANTES ng/ml  Eotaxi /ml
m m ng/m otaxina pg/m

(Media + DT) Pe Pe £ Pe
Control

443,7+290,9 135,0 £ 33,5 134,3+31,4 151,0 £ 165,7
N=45
S.haematobium

783,9 £357,4 147,9 £ 34,1 140,0 + 85,2 582+394
N=10
S.mansoni

845,6 £+452.4 136,9+7,2 136,5+ 19,1 65,6 51,9
N=10
Loa loa
N 19284 1817 137,6 £19,3 166,5+452 49,5 £18,1
Mansonella perstans
N 1453,8 + 1365,5 161,6 £ 69,9 165,5+229 60,9 + 50,4
Ascaris lumbricoides
R 725 +338,6 221,4+ 186 102,7 + 85,7 13,5+ 33
Trichuris trichura

1327,1+ 1559,4 144,6 £ 12,7 127,7+41,3 73 +£81,7
N=15
Uncinaria
N 1008,3 +933,8 152,4+11,7 141,6 =£30,3 56,1+55,7

Tabla 4.23. Significacion estadistica de cada citocina frente a los diferentes parasitos

N Eotaxina IL-13 IL-16 RANTES

Control vs Sig. Sig. Sig. Sig.
S.haematobium 10 0,269 1,000 0,020 NS
S.mansoni 10 0,813 1,000 0,018 NS
Mansonella pestans 8 0,155 1,000 0,000 NS

Loa loa 3 1,000 1,000 0,035 NS
Ascaris lumbricoides 6 0,001 1,000 0,759 NS
Trichuris trichura 15 0,208 1,000 0,000 NS
Uncinaria 21 0,002 0,017 0,000 NS

NS: no significacién
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Figura 4.22: Valores medios de cada citocina (Eotaxina, IL-13, IL-16, RANTES) frente a los

diferentes parasitos
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Las concentraciones de Eotaxina fueron bajas de forma significativa tanto en los
infectados por Ascaris lumbricoides como por Uncinarias. En Il-13 exclusivamente
existieron diferencias significativas en sujetos infectados por Uncinarias. Para IL-16 en
todas las especies parasitarias la concentracion fue elevada de forma significativa excepto
para los sujetos infectados por Ascaris lumbricoides. En RANTES no existian diferencias

en ninguna de las especies parasitarias.

4.4.5. Relacion de la concentracion de cada citocina (Eotaxina, IL-13, IL-16 y
RANTES) y el numero de eosinofilos en el grupo de estudio
Se estudio solo en los pacientes con eosinofilia y helmintosis (grupo estudio) la

concentracion de cada citocina con relacion a los valores de eosinofilos mediante el
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coeficiente de correlacion lineal de Pearson y se observo que habia una correlacion entre
ambas variables en el caso de la citocina, IL-16 ( = 0,320, p=0,005) y en RANTES (=
0,359, p=0,01). Tabla 4.24 y Tabla 4.25

Tabla 4.24. Valores medios y desviacion tipica de IL-16 , RANTES y

eosinofilos
Estadisticos descriptivos
Media Desviacion tipica [N
IL 16 pg/mi 1070,7 1043,4 76
RANTES ng/ml 137,6 49,3 76
Valor Eosinofilia 704,9 583,7 76

Tabla 4.25 Correlaciones ente IL-16, RANTES y eosinofilia

IL-16 Valor
(pg/mL) eosinofilos
IL-16 (pg/mL) Correlacion de Pearson |1 320"
Sig. (bilateral) ,005
N 76 76
Valor eosinofilos  Correlacion de Pearson |,320" 1
Sig. (bilateral) ,005
N 76 76
RANTES Valor
(ng/mL) eosinofilos
RANTES (ng/mL)  Correlacién de Pearson | 1 359"
Sig. (bilateral) ,001
N 76 76
Valor eosinofilos  Correlacion de Pearson |,359" 1
Sig. (bilateral) ,001
N 76 76

*. La correlacion es significante al nivel 0,01 (bilateral).
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Figura 4.23: Correlacion a) IL-16 y eosinofilos, b) Rantes y eosinofilos
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4.5. Objetivo 5. Mecanismos de lesion: lesiones subclinicas.

4.5.1. Caracteristicas generales de los sujetos del estudio

Se incluyeron en este estudio 52 inmigrantes procedentes de Africa subsahariana, en
concreto del Oeste de Africa, que cumplian los criterios de inclusién descritos en el
apartado Materiales y Métodos (pagina 113). Se excluyeron dos pacientes debido a la
presencia de afectacion reumadtica valvular mitral en un caso y prolapso valvular mitral
asociado a insuficiencia valvular mitral ligera en el otro.

Atendiendo a estos criterios se clasificaron en dos grupos: el grupo de estudio
formado por 37 inmigrantes y el grupo control por 13 sujetos. Las caracteristicas

generales de estos sujetos se detallan en la tabla 4.25.

Tabla 4.26. Caracteristicas generales de los pacientes del objetivo 5

Caracteristicas Grupo estudio Grupo control
(Eosinofilos >450/ul) (Eosinofilos <450/ul)
Sexo
Varon/Mujer 34/3 13/0
Edad
Media + DT 259+94 25,6 £3,5
Paises* (por orden alfabético)
Camerun 5(13,5) 1(7,7)
Ghana 8 (21,6) 2 (8,6)
Mali 5(13,5) 4 (30,8)
Sierra Leona 11 (29,7) 3 (23)
Eosinofilia absoluta
(media + DT) 932,1 + 4438 218,3+108,9
Leve (450-999/ul) 26 (70,3) )
Moderada (1000-2999/ul) 7(19) )
Intensa ( = 3000/pl) 4 (10,8) )
Infeccion por Parasitos
Esquistosomas 8 (21,6) -
Filarias 13 (35,1) -
Geohelmintos 7 (18,9) -
Coparasitados 4 (10,8) -
*No se especifican los paises con frecuencias de <2

La edad media era de 25,8 anos (15-67) y la relacion varones/mujeres era de 47/3. Los
principales paises de donde proceden son del oeste de Africa [ Sierra Leona (28%), Ghana
(20%), Mali (18%), Cameran (12%) ]. En el grupo de estudio el valor medio de eosinofilia
es 932/ul = 443,8 y el grado de eosinofilia era leve en el 70,3% de los pacientes, moderado

en el 19% e intenso en el 10,8%. En lo que respecta al diagndstico etioldgico, en 8 casos
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fue una esquistosomosis (1 S.haematobium, 1 S.mansoni, 6 Schistosoma spp.), en 13 casos
una filariosis (2 Mansonella perstans, 1 Loa loa, 1 Wuchereria bancrofti, 3 coinfectados
por Mansonella perstans. y Loa loa 'y 6 Filaria spp.), en 7 casos una geohelmintosis [ (2)
Uncinaria, (2) estrongiloides, (1) Ascaris lumbricoides, (1) Trichuris trichura y 1
coinfectado por Uncinaria, Ascaris sp. 'y Trichuris sp.) y en 4 casos coexistian diferentes

entidades.

4.5.2. Estudio ecocardiografico

El estudio ecocardiografico se realizé en régimen ambulatorio en todos los casos vy,
fueron medidos a posteriori, por un solo observador, con desconocimiento del valor de
eosinéfilos en sangre.

La relacion entre el grado de eosinofilia y el diagnostico causal se expresa en la tabla
4.27ay tabla 4.27b. No existia una asociacion estadistica entre el grado de eosinofilia y la

presencia de afectacion de las valvulas auriculo ventriculares (p =0,91 y p=0,782)

Tabla 4.27a. Asociacién de afectacion valvular mitral y grado
de eosinofilia

Recuento
Afectacion valvular mitral Total
SI NO
Leve 7 14 21
Grado eosinofilia ~ Moderada 4 2 6
Intensa 0 4 4
Total 11 20 31

Tabla 4.27b. Asociacion de afectacién valvular tricaspide
y grado de eosinofilia

Recuento
Afectacion valvular Total
tricuspide
SI NO

Leve 1 20 21
Grado eosinofilia Moderada 0 6 6

Intensa 0 4 4
Total 1 30 31
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Todos los sujetos estudiados presentaban una imagen ecocardiografica adecuada, y
se encontraban en ritmo sinusal con una frecuencia cardiaca media de 69 (SD: 11)
latidos/minuto. Las cifras de tension arterial media fueron 125/75 (SD 130/70) mm Hg.

En las tabla 4.28a y tabla 4.28b se indican los resultados cualitativos y

cuantitativos de las magnitudes ecocardiograficas asi como su analisis estadistico.

Tabla 4.28a: Hallazgos ecocardiograficos cualitativos

Grupo estudio

Grupo control

(Eosinofilos >450/ul)  (Eosinofilos <450/ul)  p-valor
Hallazgos clasicos
Engrosamiento endocardico 2/37 0/13 > 0,05
Trombo apical ventriculo izquierdo 1/37 0/13 > 0,05
Trombo apical ventriculo derecho 0/37 0/13 <0,05
Velos mitrales engrosados 18/37 0/13 > 0,05
Velos trictispides engrosados 7/37 0/13 > 0,05
Velos adrticos engrosados 2/37 0/13 <0,05
Insuficiencia tricspide (ligera) 15/37 4/13 > 0,05
Hallazgos no clasicos
Hipertrofia ventricular izquierda 3/37 0/13 > 0,05
Derrame pericardico 0/37 0/13 >0,05
Ventriculo izquierdo hiperdinamico 1/37 0/13 > 0,05
Hipertension pulmonar 0/37 0/13 > 0,05
Disfuncion diastolica severa 0/37 0/13 > 0,05
Insuficiencia mitral (leve) 1/37 1/13 > 0,05

Tabla 4.28b: Hallazgos ecocardiograficos cuantitativos. Expresado como Media

(DT)
Grupo estudio Grupo control
(Eosinofilos >450/pl) (Eosinofilos <450/pl) p-valor

Engrosamiento mitral 2,98 (0,67) mm 2,47 (0,39) mm 0,002
Engrosamiento tricuspide 2,37 (0,69) mm 2,04 (0,49) mm 0,079
Engrosamiento aortico 1,89 (0,56) mm 1,75 (0,31) mm 0,32
FEVI (Simpson) 56,67 (4,91) % 56,38 (3,93) % 0,83
DTI (e/a) anillo mitral 2,02 (0,55) mm 2,12 (0,73) mm 0,64
Flujo vena pulmonar (S/D) 1,13 (0,31) 1,11 (0,38) 0,86
Relacion E/A mitral 1,72 (0,59) 1,76 (0,52) 0,81
DTI (e/a) septo basal 1,57 (0,38) 1,46 (0,32) 0,38
Relacion E/A tricuspide 1,92 (0,48) 1,80 (0,43) 0,45
DTI (e/a) latero medio-distal 1,84 (0,46) 1,90 (0,28) 0,59
TRIV 1,64 (0,43) 1,60 (0,31) 0,77
Veloc Propagacion (M-color) 74,61 (13,63) ms 74,07 (11,95) ms 0,89
Flujo vena pulmonar (S/D) 56,32 (18,06) cm/s 50,11(12,12)cm/s 0,19
FEVI: Fraccién eyeccién ventricular izquierda
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En las figuras siguientes (figura 4.24, figura 4.25, figura 4.26) se muestran imagenes

caracteristicas de algunos pacientes

Figura 4.24

En esta imagen de plano paresternal eje largo, del ventriculo izquierdo, se muestra
engrosamiento ligero de los velos mitrales (flechas), sin duda el hallazgo mas frecuente en

este estudio.

Figura 4.25

En esta imagen de plano paresternal eje corto, a nivel de los musculos papilares del
ventriculo izquierdo, se muestra un engrosamiento ligero con aumento de la ecogenicidad
(flechas) a nivel del endocardio ventricular, especialmente visible sobre el septo

interventricular.
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Figura 4.26

En esta imagen de eco 2D, eje largo paraesternal , se muestra un engrosamiento de

las sigmoideas aorticas (flecha), sin alteracion en su funcion.

4.5.3. Relacion con el tipo de parasitosis y la intensidad de la misma
No existia asociacion entre la presencia de afectacion valvular y el tipo de helminto

responsable de la eosinofilia tal y como se expresa en la tabla 4.29.

Tabla 4.29 Asociacion entre afectacion valvular y el
tipo de helminto

Afectacion valvular  Esquistosomas  Filarias  Total

SI 8 (72%) 6 (40%) 14
NO 3 (28%) 9 (60%) 12
Total 11 15 26

Test exacto de Fisher p= 0,13
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4.6. Objetivo 6. Mecanismos de lesion: proteinas citotoxicas derivadas de
los eosinofilos (ECP y EDN)

Se determinaron los valores de las proteinas ECP y EDN tanto en muestras de suero
como en orina de 126 inmigrantes subsaharianos con las caracteristicas que se mencionan
previamente en el apartado materiales y métodos (paginas 116-117). Se excluyeron los
individuos que: i) no fueran recién llegados a Espafa, ii) que no fueran Africanos

Subsaharianos, o que, iii) no quisieran participar en el trabajo.

4.6.1. Tipo de muestras utilizadas
El nimero de pacientes que se utilizd para la determinacion de cada proteina
dependio de si la determinacion se realizaba en suero y/o orina. Se muestra en la siguiente

tabla (tabla 4.30)

Tabla 4.30: N° de muestras utilizados para cada
determinacién (ECP y EDN)

Proteinas ECP/EDN Frecuencia Porcentaje
Suero 52 98,1

ECP Validos Orina 32 60,4
Suero 73 100,0

EDN Validos Orina 41 56,2

4.6.2. Caracteristicas generales de los participantes del estudio

Se dividieron los sujetos en dos grupos; el grupo de estudio para la determinacion
de ECP en suero estaba constituido por 31 inmigrantes subsaharianos con eosinofilia (>
450eosinofilos/pl) y la deteccion de un tUnico helminto. 16 estaban infectados por
esquistosomas (11 S.haematobium, 5 S.mansoni), 11 por geohelmintos ( uncinarias) y 5 por
filarias (4 M. perstans, 1 Loa loa). Se determindé de ECP en orina en 11 inmigrantes
infectados por Schistosoma haematobium.

Para la determinacion de EDN se procesaron las muestras de suero de 52
inmigrantes con las mismas caracteristicas que para el grupo de ECP. Los pacientes

presentaron una infeccion helmintica por : 20 esquistosomas ( 8 S.haematobium, 5
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S.mansoni, 7 Schistosoma spp.), 14 por geohelmintos (9 Uncinarias, 5 Strongyloides sp.) y
18 filarias (7 M. perstans, 1 Loa loa, 1 W.bancrofti, 9 Filaria sp. ). Se determiné EDN en
orina en 21 inmigrantes infectados por 11 esquistosomas (8 S.haematobium, 3 S.mansoni),
5 filarias ( 4 Mansonella perstans y 1 Loa loa) y 5 geohelmintos (uncinarias)

El grupo control estaba formado por 21 inmigrantes de las mismas areas
geograficas y sin eosinofilia ni infeccion parasitaria en el caso de ambas proteinas tanto
cuando la determinacion fue en suero como en orina. Las caracteristicas de ambos grupos

se recogen en la tabla 4.31.

Tabla 4.31. Caracteristicas generales de los inmigrantes que forman parte del
estudio de las proteinas ECP y EDN

ECP EDN
f Grupo Grupo . Grupo

Caracteristicas estudio control Grupo estudio control
Sexo

Varén/Mujer 30/2 18/3 49/3 19/2
Edad

Media + DT 26,3+7,9 27,8+5,8 26,8+7,3 27,7+5,8
Paises* (por orden alfabético)

Ghana 8 (25) 5(23,8) 11 (21,2) 5(23,8)

Mali 7 (21,9) 1(4,8) 11 (21,2) 1(4,8)

Mauritania 0 6 (28,6) 0 5(23,8)

Nigeria 7 (21,9) 7 (33,4) 5(9,6) 7 (33,3)

Sierra Leona 4 (12,5) 0 9 (17,3) 1(4,8)
g‘;?'mf"'a absoluta (media +  gg1 3, 5478 127,1+50,7 8785+424,2 123,8+52,1
Tipo de muestra analizada

Suero 31 21 52 21
Orina 11 21 21 20

Infeccion por helmintos

Esquistosomas 16 (50) 20 (38,5)

Filarias 5 (15,6) Ninguno 18 (34,6) Ninguno

Geohelmintos 11 (34,4) 14 (26,9)
Clinica

Asintomatico 22 (68,8) 21(100) 36 (69,2) 21 (100)

Lesiones cutaneas 2 (6,2) 3 (5,8)

Urinarias 7 (21,9) 7 (13,5)

Otras 1(3,1) 6 (11,5)

*no se describen los paises con frecuencias de <2
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4.6.3. Determinacion de ECP y EDN en la poblacion de estudio
Cuantificamos la concentracion de ECP y EDN en suero comparando el grupo
control con el grupo de estudio y encontramos diferencias significativas entre ambos

grupos en las dos proteinas (p-valor < 0,005) como muestra la tabla 4.32 y figura 4.27.

Tabla 4.32 : Valores de ECP y EDN entre grupo control y grupo de estudio

N Media Desviacién tip.  p-valor
ECP suero Grupo control |21 8,7 10,2 0,000*
(ng/ml) Grupo estudio |31 48,5 55,4

N Media Desviacién tip.  p-valor
EDN suero Grupo control |21 28.4 22,5 0,000*
(ng/ml) Grupo estudio | 52 1233 454

Figura 4.27 : Valores de ECP y EDN entre grupo control y grupo de estudio
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4.6.4. Determinacion de ECP en suero dependiendo del tipo de parasito

Al dividir el grupo de estudio en tres segtn el tipo de parasito causante de infeccion
(esquistosomas, filarias y geohelmintos) y cuantificar ECP, los tres grupos presentaron
valores medios mas altos que el grupo control siendo significativa esta diferencia entre el
grupo control y los pacientes infectados por geohelmintos (p-valor < 0,005) como se
muestra en la tabla 4.33 y tabla 4.34 donde se ha utilizado el test de Student-Newman-

Keuls y se representa en la figura 4.28.
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Tabla 4.33 y Figura 4.28. Determinacién de ECP en el suero (ng/ml) de los sujetos

infectados por diferentes helmintos

N Media Desviacion tipica
Control 21 8,8 10,2
Esquistosomas 15 32,9 459
Filarias 5 46,3 43,1
Geohelmintos 11 72,5 67,9

Tabla 4.34 Comparaciones multiples de los valores de

ECP en suero entre los grupos de helmintos

Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
Control 21 8,8
Esquistosomas 16 32,9 32,9
S-N-K*  Filarias 5 46,3 46,3
Geohelmintos 11 72,5
Sig. ,127 ,100

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos. a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica =
9,974.
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Por otro lado, al analizar las concentraciones de ECP por parasito especifico,
unicamente los pacientes infectados por Uncinarias tienen diferencias significativas frente
al grupo control (p-valor < 0,05). Hay que tener en cuenta que todas las infecciones por

geohelmintos fueron en todos los casos por Uncinarias. (tabla 4.35, figura 4.29)

Tabla 4.35. Comparaciones muiiltiples entre grupo control y los diferentes parasitos

ECP suero (ng/mL)

Parasitos N Subconjunto para alfa =
0.05
1 2
Control 21 8,7762
S.mansoni 5 20,4600 20,4600
SN S.haematobium | 10 42,3400 42,3400
Mansonella 4 53,3750 53,3750
Uncinaria 11 72,5000
Sig. ,204 ,106

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos .
a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 7,262.
b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de

los tamaiios de los grupos. Los niveles de error de tipo I no estan garantizados.

Figura 4.29. Valores de ECP en los diferentes parasitos
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4.6.5. Relacion entre ECP y eosinofilia en el grupo estudio

Cuando se estudid solo en los pacientes con eosinofilia y helmintosis (grupo
estudio) la relacién de los valores de ECP con el nimero de eosinofilos mediante el
coeficiente de correlacion de Pearson, observamos que existia una asociacion lineal entre

ambas variables (p = 0,011). (tabla 4.36, figura 4.30)

Tabla 4.36 Correlacion entre los niveles de ECP y los eosinofilos

ECP suero | Valor eosinofilos
(ng/mL)
ECP suero (ng/mL) Correlacion de Pearson |1 4517
Sig. (bilateral) ,011
N 31 31
Valor eosinofilos Correlacion de Pearson | .45 1" 1
Sig. (bilateral) 011
N 31 32

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Figura 4.30 Correlacion entre los niveles de ECP y los eosinofilos
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4.6.6. Asociacion entre los valores de ECP y la eosinofilia

Categorizamos los niveles de ECP si eran normales o elevados para nuestra
poblacion tomando como referencia la media + 3 DT de nuestros sujetos controles.
Mediante la prueba de Chi- cuadrado valoramos si existia una asociacion entre los
pacientes con o sin eosinofilia y los valores de ECP (normales o elevados) y vimos que si

habia asociacion estadisticamente significativa entre ambas variables (p< 0,002)

Tabla 4.37. Tabla de contingencia Eosinofilia (si/no) * ECP
normal o elevado

ECP Total
Normal Elevado
Eosinofilia SI 18 11 29
NO 23 0 24
Total 41 11 53
Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig.
asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 12,247% 2 ,002
Razén de verosimilitudes 16,774 2 ,000
N de casos validos 53

4.6.7. Determinacion de EDN en suero segun el tipo de parasito

Si dividimos el grupo de estudio en tres segiin el parasito causante de infeccion
(esquistosomas, filarias y geohelmintos) y cuantificamos EDN para cada grupo, los
resultados demuestran la presencia de diferencias significativas entre el grupo control y el

resto de los grupos (p-valor < 0,005) como se muestra en la tabla 4.38, 4.39 y figura 4.31.
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Tabla 4.38 Determinacion de EDN en el suero (ng/ml) de los sujetos infectados por

diferentes helmintos

Desviacion
N Media tipica
Grupo control 21 28,5 22,5
Esquistosomas 20 121,8 44,8
Filarias 18 144,1 429
Geohelmintos 14 98,7 39,0

Tabla 4.39 Comparaciones miuiltiples de los valores de EDN en suero entre los

EDN suero (ng/ml)

grupos de helmintos

Grupo parasitos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Grupo control 21 28,4876
Geohelmintos 14 98,7214
S-N-K** Esquistosomas 20 121,8450 |[121,8450
Filarias 18 144,0889
Sig. 1,000 ,073 ,085

174

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 17,809.

b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de

los grupos.
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Figura 4.31 Determinacion de EDN en el suero (ng/ml) de los sujetos infectados por
diferentes helmintos

200+

-
17
=)

1

1004

EDN suero (ng/ml)

—
=

T
Grupo control Esquistosomas Filarias Geohelmintos

Si este andlisis lo realizamos por especies de parasitos, todos los pacientes
infectados presentaron diferencias significativas frente al grupo control como se observa en

la tabla 4.40 y en la figura 4.32.

Tabla 4.40 Comparaciones multiples de los valores de EDN en suero entre los
grupos de parasitos

EDN suero (ng/ml)

Parasitos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Control 21 28,4876

Uncinaria 9 97,1333

Strongyloides sp. 5 101,5800

S.mansoni 5 106,6400
S-N-K"  §.haematobium 8 119,3000

Schistosoma sp. 7 135,6143

Filarias sp. 9 141,6111

Mansonella perstans 7 150,2429

Sig. 1,000 ,109

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 7,404.
b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los

tamafios de los grupos. Los niveles de error de tipo I no estan garantizados.
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Figura 4.32. Valores de EDN en los diferentes parasitos
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En el grupo de los esquistosomas tanto los pacientes infectados por S.haematobium
(n=8) como los pacientes infectados por S.mansoni (n=5) como los pacientes
diagnodsticados por serologia frente a Schistosoma spp. (n=7) tienen diferencias
significativas frente al grupo control (p-valor < 0,005). En el grupo de las filarias los
resultados también muestran diferencias significativas (p < 0,005) entre los pacientes con
diferentes especies de filarias (n=9) y los pacientes con diagndstico por serologia frente a

filarias (n=9).

4.6.8. Determinacion de EDN en suero segin el método de diagndstico parasitario.

La determinacion de EDN se cuantifico tanto en pacientes con diagndstico
parasitario por métodos directos (n=31, 118,7 + 45,7) como por métodos seroldgicos (n=
21, 130,1 + 45,3) y, al compararlos ambos con el grupo control, encontramos diferencias

significativas (p< 0,005).
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Figura 4.33 Valores de EDN segun el método diagnéstico

EDN suero (ng/ml)

1
i

T
Grupo control

Diagnéstico directo

—-
1

4.6.7. Relacion entre EDN y eosinofilia en el grupo estudio
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Cuando estudiamos exclusivamente en los pacientes con eosinofilia y helmintosis

(grupo estudio) los valores de EDN en relaciéon al nimero de eosinofilos mediante el

coeficiente de correlacion de Pearson, obsevamos que existe una asociacion lineal entre

ambas variables (p = 0,000). (tabla 4.41)

Tabla 4.41 Correlacién entre los niveles de EDN y los eosinofilos

Correlaciones
EDN suero | Valor eosinofilos
(ng/mL)
ECP suero Correlacion de Pearson 1 ,503**
(ng/mL) Sig. (bilateral) ,000
N 52 52
Valor eosinofilos Correlacion de Pearson ,503** 1
Sig. (bilateral) ,000
N 52 52

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Figura 4.34 Correlacién entre los niveles de EDN y los eosinofilos
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4.6.8. Cuantificacion de ECP y EDN en muestras de orina

La determinaciéon de ECP en orina se midi6 tanto en pacientes infectados por
S.haematobium (n=11) como en el grupo control, mientras que EDN se midi6 ademas en
pacientes infectados por filarias y geohelmintos (n= 21). Los valores medios obtenidos
indican en la siguiente tabla (tabla 4.42). No se encontraron resultados significativamente
diferentes entre los grupos (¢ Student, p=0,222 para ECP y p=0,904 para EDN), aunque los
pacientes infectados por esquistosomas presentaban valores medios mas altos que el grupo

control.

Tabla 4.42. Valores de ECP y EDN en orina en el grupo control y en el grupo estudi

Grupo N Media Desviacion tip.
ECP orina (pg/mmol Control 21 0,3 0,8
creatinina) Esquistosomas | 11 1,1 2,2
Grupo N Media Desviacion tip.
Grupo control 20 96,8 44,7
EDN orina (ug/mmol Grupo estudio 21 98,4 37,6
creatinina) Esquistosomas 11 101,1 43,2
Filarias 5 90,8 39,5
Geohelmintos 5 100 26,9
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Figura 4.35 Valores de ECP y EDN en el grupo control y en el grupo de estudio
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4.7. Objetivo 7. Mecanismos de lesion: factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF)

4.7.1. Caracteristicas generales de los participantes del estudio

La determinacion en suero de VEGF se llevo a cabo en 79 inmigrantes
subsaharianos que cumplian los criterios que se especifican en el apartado de materiales y
métodos (pagina 118).

Los sujetos se clasificaron para evaluar los resultados en dos grupos: i) grupo de
estudio constituido por 55 inmigrantes subsaharianos con eosinofilia (> 450 eosinofilos/ul)
y la deteccion de un tnico helminto. De ellos 27 estaban infectados por esquistosomas (17
S.haematobium, 10 S.mansoni), 15 por geohelmintos ( uncinarias) y 13 por filarias (9 M.
perstans, 2 Loa loa y 1 Wuchereria bancrofti) 1o que se representa en la figura 4.36 y
tabla 4.43 por sectores , ii) grupo control estaba formado por 18 inmigrantes sanos de las
mismas areas que los inmigrantes del grupo de estudio, sin eosinofilia y sin infeccion
parasitaria.

Las caracteristicas de los dos grupos se especifican en la tabla 4.44.

Figura 4.36 Numero de infecciones parasitarias que forman el grupo de estudio
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Tabla 4.43 Numero de infecciones parasitarias que
forman el grupo estudio

Frecuencia Porcentaje

S.haematobium 17 30,9
S.mansoni 10 18,2

Loa loa 3 5,5
Mansonellla perstans 9 16,4
Wuchereria bancrofti 1 1,8
Uncinaria 15 273

Total 55 100

Tabla 4.44. Caracteristicas generales de los inmigrantes que forman
parte del estudio de VEGF

Caracteristicas Grupo estudio Grupo control
Sexo

Varon/Mujer 49/6 171
Edad

Media + DT 233+89 28,9+8,5
Paises*

Ghana 5(9,1) 4(22,2)

Guinea-Bissau 5(09,1) 0

Mali 21(38,2) 2 (11,1)

Nigeria 8 (14,5) 5(27,8)

Sierra Leona 50,1 2(11,1)
Eosinofilia absoluta (media = DT) 965 + 625,7 176,1 + 107
Infeccion por helmintos

Esquistosomas 27 (49) Ninguno

Filarias 13 (23,7)

Geohelmintos 15 (27,3)
Clinica

Asintomatico 28 (50,1) 24 (100)

Adenopatias perifericas 8 (14,5)

Lesiones cutaneas 7 (12,7)

Urinaria 509

*no se describen los paises con frecuencias de <3

4.7.2. Determinacion de VEGF en los sujetos del estudio
Se realiz6 la determinacion de VEGF en todos los pacientes y se indica en la tabla
4.45 y figura 4.37. Se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el

grupo de estudio ya que el correspondiente p-valor es < 0,05.
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Tabla 4.45 y Figura 4.38: Valores de VEGF entre grupo control y grupo de

estudio
N Media Desviacién tip.  p-valor
VEGF (pg/ml) Grupo control |18 123,8 104,0 0,006*
Grupo estudio | 54 224.9 185,1
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4.7.3. Determinacion de VEGF segun el tipo de parasito

Si se comparan los valores medios de VEGF entre el grupo control y los pacientes
infectados por diferentes parasitos (esquistosomas, filarias y geohelmitos) se observaron
que hay diferencias significativas entre el grupo control con el grupo de esquistosomas y

filarias (p-valor < 0,05). (tabla 4.46 y figura 4.38)

Tabla 4.46 y Figura 4.39: Valores de VEGF entre pacientes control y pacientes infectados
por diferentes parasitos

Variable dependiente: VEGF (pg/ml)

Diferencia de
Grupo Grupo medias Error tipico | Sig.
DMS |Control  Esquistosomas -139,9° 50,33501 |,007
Filarias -126,5 59,75024 |,038
Geohelmintos | -11,8 57,39074 |,837
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4.7.4. Determinacion de VEGF en pacientes infectados por esquistosomas

Si nos centramos en el grupo de pacientes infectados por esquistosomas y
analizamos los datos en referencia a la especie causante de la infeccion (Schistosoma
haematobium, Schistosoma mansoni) las diferencias significativas se aprecian entre el
grupo control y los pacientes infectados por S.haematobium (p-valor < 0,05). (tabla 4.47 y

tabla 4.48)

Tabla 4.47 Valores medios de VEGF en los diferentes

especies de esquistosomas

N Media Desviacion tipica
Grupo control 18 123,7 104,0
S.haematobium 17 3458 3149
S.mansoni 10 213,6 164,8
Total 45 227,6 235,9
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Tabla 4.48 Comparaciones multiples entre grupo control y las especies de esquistosomas

Variable dependiente: VEGF (pg/ml)

(I) esquisto (J) esquisto Diferencia de | Error tipico | Sig.
medias (I-J)

DMS Grupo control  S.haematobium -222.0" 74 ,005
S.mansoni -89,8 86,4 ,304

S.haematobium Grupo control 222,0* 74 ,005

S.mansoni 132,1 87,3 ,138

S.mansoni Grupo control 89,8 86,4 ,304
S.haematobium |-132,1 87,3 ,138

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Figura 4.39 Valores medios de VEGF en los diferentes

especies de esquistosomas
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4.7.5. Relacion entre VEGF y eosinofilos
Cuando analizamos los valores de VEGF en relaciéon al nimero de eosinofilos
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman se observo que existe una correlacion

positiva entre ambas variables (p= 0,046).
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Tabla 4.49 y Figura 4.40: Correlacion entre VEGF y eosinofilos

Correlaciones
VEGF Valor eosinofilos
(pg/ml)
Coeficiente de correlacion 1,000 234"
VEGF (pg/ml) Sig. (bilateral) ,046
N 73 73
Coeficiente de correlacion 234" 1,000
Valor eosinofilos Sig. (bilateral) ,046
N 73 73

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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V. DISCUSION

El planteamiento inicial de este Proyecto Doctoral se baso en varios aspectos:

i) El fenémeno de la inmigracion en Espaia, que sigui6 un crecimiento exponencial
desde la década de los afios 90 hasta el afio 2010, momento en el que se estabilizo. La
Comunidad Canaria fue una de las regiones mdas afectadas y presentd6 ademds una
caracteristica especial: el gran porcentaje de inmigracion irregular procedente del Africa
subsahariana (més de 62.000 inmigrantes en patera desde 2005) (221).

ii) En inmigrantes que proceden de areas tropicales la eosinofilia es un hallazgo
frecuente y esta relacionada a menudo con infecciones parasitarias, fundamentalmente las
causadas por helmintos.

iiij) Los mecanismos, causas y consecuencias de la presencia de eosinofilia

importada son poco conocidos, por lo que su identificacion reviste un gran interés.

Este Proyecto Doctoral consistido en un estudio prospectivo que se llevo a cabo en
inmigrantes, principalmente de origen africano que residian en Gran Canaria. Inicialmente,
cabe destacar las dificultades que hemos encontrado a la hora de realizar el estudio, debido
a las singulares caracteristicas del colectivo objeto del mismo: i) las dificultades
idiomaticas y las diferencias culturales, que limitan la recogida de datos, la exactitud de
los mismos y que generan distancia entre los profesionales de la salud y los inmigrantes
(222, 223). ii) la situacion de irregularidad, que conlleva a una gran movilidad de este
colectivo y que limita concluir estudios diagndsticos, o realizar un seguimiento de los
pacientes tras su tratamiento (223) y iii) el temor a la repatriacion, que en muchos casos
evita el acceso a la atencidn sanitaria o promueve la falsificacion de datos como el pais de

procedencia (224).

Este estudio se ha realizado en 2420 inmigrantes, diferenciando entre los recién
llegados y los de estancia superior a seis meses en nuestro pais. En su mayoria eran
varones, con una edad comprendida fundamentalmente entre 19-29 afios, procedian
mayoritariamente de Africa subsahariana y la forma de entrada en Gran Canaria ha sido

principalmente por medio de pateras o cayucos. Se trata por lo tanto de una poblacion con
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unas caracteristicas bastante homogéneas. Este hecho ha facilitado en manera el estudio y

comparativa del grupo.

El primer objetivo de este trabajo doctoral es un estudio prospectivo de la
prevalencia de eosinofilia en poblacion inmigrante recién llegada a Gran Canaria.

Si se observan las series publicadas sobre prevalencia de eosinofilia importada, se
comprueba que los datos obtenidos son bastante variables, oscilando entre el 10% y el 50%
(225-236). Estas grandes diferencias se deben a varios factores: el punto de corte a la hora
de establecer eosinofilia, ya que dependiendo de los autores oscila entre 350/ul y 700/ul
(237, 238), el origen de los pacientes participantes en el estudio (238), el tipo de pacientes
(la eosinofilia es mas frecuente en inmigrantes que en viajeros) y el disefio del estudio
(prospectivo o retrospectivo). En nuestro trabajo la prevalencia de eosinofilia absoluta es
del 27,2% y entra en el rango que acabamos de describir. Por otro lado, se ha observado
una prevalencia de eosinofilia relativa del 14%. Este dato analitico no ha sido estudiado en
otras series de inmigrantes, excepto en un trabajo previo de nuestro grupo, en el que se
demostraba el valor diagnostico de esta variable (239), hecho por el que se decidi6
incluirlo en el presente trabajo.

Las caracteristicas de los sujetos con eosinofilia absoluta y relativa eran similares,
se trataba principalmente de varones con un rango de edad entre 19-29 afios y con
procedencia del continente africano, mayoritariamente del area subsahariana. Un tercio de
los sujetos eran estudiantes o se dedicaban a la agricultura-ganaderia. La mayoria eran
asintomaticos aunque encontramos un mayor nimero de manifestaciones clinicas leves en
los pacientes con eosinofilia absoluta que en aquellos que presentaban eosinofilia relativa
(20,5% vs 7,6%), probablemente por los diferentes tipos de helmintos causantes de la
parasitosis (232, 239).

Analizando de forma més concreta las dos principales areas de origen de los
inmigrantes (Africa subsahariana y Africa del Norte), tanto la prevalencia de eosinofilia
absoluta como de relativa es mayor en la zona subsahariana, aspecto similar al observado
por otros autores (227-229).

Los valores medios de eosinofilia mas elevados se observaron en inmigrantes

procedentes de Guinea Ecuatorial (1.452/ul), hecho que probablemente esté relacionado
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con la alta prevalencia de helmintosis que presenta este pais, sobre todo de filarias, que son

ademas las especies que mas se asocian a la eosinofilia (229, 240).

El segundo objetivo de este trabajo fue la evaluacion de las causas de eosinofilia
absoluta en poblacion inmigrante, diferenciando los inmigrantes recién llegados de los de
estancia superior a 6 meses, para poder realizar estudios comparativos.

Aplicando una metodologia diagndstica previamente validada (232, 239, 220),
encontramos que el 72,4% de los sujetos con eosinofilia presentaban una infeccion
parasitaria, principalmente por helmintos. Estos datos son similares a los publicados por
nuestro grupo de investigacion en anteriores trabajos (75,6%) (232), pero
significativamente superiores a los publicados por otros autores, en los que se logra
unicamente llegar al diagnostico etioldgico entre el 15% y el 64% de los pacientes. Este
rango tan amplio depende en gran medida de la naturaleza de la poblacion de estudio pero,
sobre todo, de la metodologia aplicada para el diagndstico (57,58,225-229).

Este elevado tanto por ciento vari6 entre los inmigrantes recién llegados y los de
estancia superior a 6 meses, siendo algo menor en los primeros (69,6%) y bastante mayor
en los segundos (83,4%). En general, la prevalencia de helmintos en inmigrantes
disminuye con el tiempo de estancia en nuestro pais (229), pero en nuestro grupo se dan
una serie de circunstancias que invierten esta tendencia: i) la estancia de estos sujetos en
Espafia (> 6 meses) no es considerada de largo plazo (229), ii) presentan un mayor nimero
de manifestaciones clinicas (66%) lo que facilita la orientacion diagnostica, y iii) el
seguimiento de estos pacientes fue alto, facilitando asi el éxito diagnostico.

De la metodologia analizada, la prueba diagnostica mas sensible fue EIA frente a
Strongyloides stercolaris (36,2%), dato similar a otros autores (230) pero sensiblemente
mas bajo que los obtenidos por Belhassen et al. (53,2%) (241). Este hecho puede deberse a
que Unicamente se realizd la serologia en sujetos en los que previamente no se habia
determinado la causa de la eosinofilia o en aquellos en los que habia una alta sospecha
clinica, para evitar falsos positivos, ya que se trata de una poblacion con alta probabilidad
de poliparasitacion. Dentro de las técnicas parasitarias directas, el estudio coproparasitario
fue la mas sensible (34,6%).

Cabe destacar que la combinacién diagnostica de métodos directos y serologicos

nos permitid detectar otra infeccion parasitaria (principalmente filarias o esquistosomas) en
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un 7,8% de los inmigrantes en los que previamente habiamos identificado un helminto, lo
cual sugiere que esta estrategia diagnostica complementaria es especialmente util en esta
poblacion.

Las causas mas frecuentes de eosinofilia absoluta en nuestro estudio fueron los
esquistosomas, las filarias y los geohelmintos, es decir, parésitos relacionados con el
origen geografico de los pacientes, principalmente de Africa subsahariana. Cabe destacar
que solo el 34,9% de los pacientes diagnosticados presentaban algin tipo de
sintomatologia, por tanto el adecuado estudio en este tipo de pacientes permite detectar un
elevado numero de infecciones asintomdticas. En la gran mayoria de los casos
diagnosticados solo fue posible detectar la presencia de una especie parasitaria, por lo que
hemos obtenido porcentajes mas bajos de co-parasitacion que los referidos en otros
estudios (241), una causa probable es que en nuestro caso el diagnostico seroldgico fue
realizado de una forma mas dirigida en cada paciente, con el fin de evitar falsos positivos.

En el trabajo encontramos una correlacion lineal entre los niveles de eosinofilia y
las coinfecciones. La deteccion de dos o més parasitos se asocid con mayores valores de
eosinofilia. Por otro lado, también presentaban valores mas altos de eosinofilia el grupo de
pacientes parasitados por filarias, datos similares a los publicados por otros autores (230,
232). Finalmente, si se comparan los tres principales grupos de parasitos (esquistosomas,
filarias, geohelmintos) atendiendo al método por el que fueron diagnosticados (métodos
directos vs seroldgicos), en todos los casos, los valores de eosinofilia son mas altos cuando
el diagndstico fue directo, lo cual podria indicar que en muchos diagnosticos seroldgicos el
pardsito causante ya no estd presente o que la carga parasitaria es menor, causando una

eosinofilia menos intensa.

El tercer objetivo de este proyecto doctoral fue la evaluacion del significado de la
eosinofilia relativa en este colectivo, aspecto que no ha sido considerado en la literatura.

Por ello, procedimos a evaluar la presencia de infeccion parasitaria mediante la
metodologia que previamente habiamos validado y utilizado en el objetivo previo (232,
239, 220), tanto en inmigrantes recién llegados como en los de estancia superior a seis
meses, que presentaran ademas eosinofilia relativa. Se comprob6 que en el 45,3% existia al
menos una infeccion parasitaria, principalmente una helmintosis. Este valor es mas alto

que lo publicado en un trabajo previo de nuestro grupo (20,8%) (239). Estas discrepancias
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se pueden deber a varias causas: i) la seleccion de la muestra poblacional, ya que en el
anterior trabajo se habian incluido Gnicamente inmigrantes recién llegados subsaharianos
asintomaticos, mientras que en el presente se ha aumentado la muestra al incluir
inmigrantes de otras procedencias, principalmente de Africa del Norte; 7i) Otra de las
razones es la ampliacion de la seleccion atendiendo al intervalo entre la llegada y el
momento de estudio, incluyendo en esta ocasion a aquellos con estancias de corto a medio
plazo (> 6 meses), mientras que en el trabajo inicial solo se tuvo en cuenta a los
inmigrantes recién llegados; iii) En tercer lugar, y relacionado con el aspecto anterior,
hasta un 30% de los inmigrantes presentaban algin tipo de sintomatologia clinica. iv)
Finalmente, el estudio seroldgico se ha ampliado al incorporar la deteccion de anticuerpos
frente a Stongyloides spp. y a Toxocara canis, no disponibles en el estudio previo.

Ambas técnicas serologicas resultaron ser las pruebas diagnosticas mas sensibles
analizadas en esta poblacion (30%), seguidas del estudio coproparasitario (20,2%). Cabe
destacar que la combinacion de métodos directos e indirectos permitié ampliar el
rendimiento diagndstico en los sujetos con eosinofilia relativa en un 26,7%. Por ello, esta
estrategia es adecuada en este colectivo, en el que la deteccion de eosinofilia relativa debe
considerarse como un dato de sospecha de helmintosis criptica.

Las principales causas de eosinofilia relativa en este estudio fueron, en este orden,
las infecciones por esquistosomas, geohelmintos y estrongiloides. El 14% de los sujetos a
los que se diagnosticoé al menos un parasito no eran de origen subsahariano, sino
principalmente de Africa del Norte, predominando en éstos la infeccion por Strongyloides
sp. y Toxocara sp. Este perfil parasitario muestra claras diferencias respecto al de los
sujetos con eosinofilia absoluta, en los que es mayor la infeccion por filarias. Una posible
explicacion a esta diferencia es la asociacion de filariosis con niveles mas altos de
eosinofilia (232).

Las infecciones se detectaron mayoritariamente en los inmigrantes recién llegados
(90%), y aunque, en general, son sujetos infectados por un tinico parasito, hay que destacar
que el 5,5% presentaban co-infecciones. Todos estos datos corroboran la importancia de
realizar en esta poblacion el cribado en busca de una causa parasitaria cuando presenten

eosinofilia relativa.

192 Eosinofilia importada: mecanismos, causas y consecuencias



Discusidén

El cuarto objetivo de este proyecto doctoral fue el estudio de los mecanismos
implicados en la aparicion de eosinofilia importada. Para ello, se compar6 la
concentracion plasmadtica de cuatro citocinas involucradas en el reclutamiento y activacion
de eosindfilos (citocinas “eosinofilicas™) en el suero de sujetos con eosinofilia y con
helmintosis bien definidas, es decir, pacientes infectados por un solo parasito.

En la literatura existe una escasa informacion acerca de la relacién entre las
citocinas “eosinofilicas” y helmintosis. Ademads, gran parte de los trabajos se basan en
modelos experimentales en ratones que no siempre pueden ser extrapolados a la infeccion
en humanos (245, 246). Por otro lado, en las ltimas décadas se han realizado interesantes
estudios en infecciones experimentales en humanos que han arrojado luz sobre los
mecanismos que intervienen en los primeros momentos de la infeccion (247, 248). Sin
embargo, las referencias a los mecanismos de eosinofilia en pacientes con infeccion
cronica en areas endémicas son practicamente inexistentes. Por todo ello, al disponer de
una serie sujetos con eosinofilia, con un origen geografico comun e infectados con una
unica especie parasitaria, evaluamos los valores de cuatro de las citocinas “eosinofilicas”
menos estudiadas: eotaxina, [L-13, IL-16 y RANTES. Estas determinaciones se realizaron
en el suero de los pacientes monoinfectados (grupo de estudio) y en sujetos endémicos del
area subsahariana sin datos de infeccion (grupo control).

Los resultados més relevantes obtenidos fueron los siguientes. Por un lado, se
observd un aumento significativo de la concentracion sérica de IL-16 en el grupo de
estudio con respecto al grupo control. Este aumento se observo en personas con todos los
tipos de helmintos estudiados (esquistosomas, filarias y geohelmintos) y era independiente
de la especies parasitaria presente. No hemos encontrado trabajos comparables en los que
se haya medido esta citocina en pacientes con helmintosis por lo que es imposible poner en
contexto estos resultados. No obstante, en algunos estudios se ha indicado que IL-16
podria tener un papel activo, al promover la liberacion de RANTES y eotaxina por los
eosinofilos (249).

Por el contrario, la concentracion plasmatica de eotaxina era significativamente
menor en el grupo de estudio con respecto al del grupo control. Este hecho se observo en
pacientes infectados por los tres grupos de parasitos sefialados y era independiente de la

especie parasitaria presente. Nuestros datos son compatibles con estudios experimentales
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en los que los se demuestra que los helmintos utilizan la liberacion de proteasas que
degradan a la eotaxina para inhibir el reclutamiento de eosinéfilos (250-252).

La concentracion plasmatica de IL-13, otra de las citocinas involucradas en el
reclutamiento y activacion de los eosinéfilos, estd también aumentada en pacientes con
helmintosis, aunque este aumento no es significativo estadisticamente, excepto en la
infeccion por uncinarias. Existe una explicacion plausible para estos resultados, ya que en
estudios experimentales en humanos, se ha observado que una vez producida la infeccion
aumenta la concentracion plasmatica de IL-13, hasta alcanzar un maximo y, a partir ese
momento, va descendiendo hasta alcanzar valores casi basales (247). Por ello, parece
logico que en pacientes cronicos, los valores de IL-13 se van a ir normalizando hasta ser
similares a los basales.

Finalmente RANTES es, dentro de las citocinas medidas, la que muestra valores
mas similares entre el grupo control y el grupo de estudio, observandose solo un pequefio
aumento en el grupo de pacientes con filariosis, pero sin presentar diferencias
significativas desde un punto de vista estadistico. Estos datos son coherentes con los
obtenidos en algunos estudios experimentales, en los que no se observa una produccion de
RANTES en respuesta a antigenos parasitarios (253, 254). De hecho, en estos trabajos se
ha llegado a sugerir que RANTES actuaria en el reclutamiento de eosindfilos en
enfermedades alérgicas pero no en helmintosis.

Desde un punto de vista patogénico, nuestros resultados coinciden con la
sugerencia de algunos autores en el sentido de que las citocinas implicadas en el
reclutamiento de eosindfilos estarian relacionadas definiendo circuitos de regulacion
cruzada (253). Asi, ante la inactivacion que sufre la eotaxina como mecanismo que los
helmintos han desarrollado para evitar o inhibir la activacion y reclutamiento de
eosindfilos por parte del hospedador, su importante accion quimioatractante ha sido
asumida por otras citocinas, principalmente IL-16 e IL-13. Esto podria explicar como el
valor especialmente bajo de eotaxina en Ascaris lumbricoides es ‘“compensado” con
valores muy elevados de IL-13.

Finalmente, ademas de la importancia de estos datos en la comprension de los
mecanismos patogénicos implicados en la aparicion de eosinofilia relacionada con las
helmintosis, la medida de citocinas plasmaticas puede ser util en la practica clinica. De esta

forma, en un paciente con eosinofilia en el que no se ha llegado a un diagnostico definitivo,
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la deteccion de concentraciones elevadas de IL-6 y disminuidas de eotaxina sugeriria una
helmintosis mientras que la elevacion de RANTES apoyaria el diagndstico de una
enfermedad alérgica. Evidentemente, esta hipotesis debe ser comprobada con estudios

disefiados de forma especifica.

El quinto objetivo de este proyecto doctoral fue el estudio de las consecuencias
patolégicas de la eosinofilia importada. Este aspecto es relevante ya que una elevacion
mantenida y prolongada de los eosinéfilos y su desgranulacion progresiva se ha asociado a
lesiones tisulares, particularmente de estructuras cardiacas.

La fibrosis endomiocardica (FEM) es una enfermedad que se caracteriza por
fibrosis del endocardio apical del ventriculo izquierdo, derecho o ambos. Las
manifestaciones clinicas son las relacionadas con una miocardiopatia restrictiva,
incluyendo insuficiencia cardiaca.

Los estudios epidemioldgicos de la FEM muestran un predominio en regiones
tropicales (15° en torno al Ecuador), afectando a personas jévenes (con un pico bimodal a
los 10 y 30 afos) y con predominio de varones (255). En este sentido, nuestra serie es
similar a la de los pacientes con FEM en lo que respecta a la edad y sexo, aunque con un
mayor numero de personas procedentes del Oeste de Africa. En algunas series, hasta el
19,8% de la poblacion estudiada mediante ecocardiografia presentaba datos de FEM y, de
ellos, s6lo un 22,7% presentaban sintomatologia. Estos datos sugieren que las series
clinicas de FEM incluyen principalmente pacientes con estadios avanzados de enfermedad.

La patogenia de la FEM no estd completamente aclarada, aunque se han senalado
varios tipos de factores. Uno de los factores mas importantes es la presencia de eosinofilia,
relacionada con infecciones por helmintos o de otra causa ( p. ej. sindrome
hipereosinofilico, enfermedad de Churg Strauss, reacciones a farmacos o neoplasias) (256-
258). La asociacion entre la presencia de eosinofilia y FEM es muy variable dependiendo
de la region geografica (p. ej. es mas elevada en Uganda [259] y escasa en la India[259]).
Otros factores involucrados en la patogenia de la FEM son los nutricionales (dieta pobre en
proteinas, consumo de mandioca) (262), ambientales (aumento del cesio) (260) , genéticos
(255) e inmunoldgicos (261).

Para evaluar la afectacion cardiaca en pacientes con eosinofilia absoluta, se realizo

un estudio ecocardiografico en inmigrantes subsaharianos asintomaticos procedentes del
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Oeste de Africa con eosinofilia y su comparacién con un grupo de controles de las mismas
regiones y edad equivalente. Nuestros resultados indican que existe una asociacion entre la
eosinofilia y las alteraciones estructurales, en ausencia de manifestaciones clinicas
evidentes. Asi, el engrosamiento valvular mitral (exclusivo de los pacientes con
eosinofilia) sugiere que existe una afectacion precoz, independiente de las caracteristicas
raciales y de otros factores controlados en el estudio (p. ej. edad o sexo). Los valores
obtenidos mostraron diferencias significativas en la estructura de los velos de la valvula
mitral, con un grosor medio superior en los casos con eosinofilia. Estos datos pueden tener
relevancia clinica, ya que la afectacion predominante de la valvula mitral en pacientes con
FEM vy eosinofilia ha sido demostrada en otros trabajos (263-267). Por otro lado, tiene
interés destacar que la eosinofilia y/o presencia de parasitosis en este contexto no dan lugar
a alteraciones de la funcidn contractil ventricular izquierda (expresada en forma de % de
FE), ni alteran las magnitudes de funcion diastdlica global y regional del lado izquierdo o
derecho del corazon.

Aunque por los datos de nuestro estudio y los referidos en la literatura previamente
indicados la eosinofilia desempefia un papel importante en la patogenia de la FEM, no
existe una relacion estricta entre ambos datos. Asi, en nuestra serie observamos por un lado
que un importante porcentaje de pacientes con eosinofilia no presenta ningun dato de
afectacion cardiaca y, por otro, que no existia una asociacion entre el grado de eosinofilia y
la afectacion valvular cardiaca. La explicacion mas plausible de estos datos es que no solo
es preciso para lesionar el endocardio el aumento de los eosinofilos circulantes sino su
activacion y liberacion de mediadores inflama-torios (268). Por otro lado, en un numero
importante de pacientes con FEM no se detecta eosinofilia (269). Este hecho puede ser
debido a dos circunstancias: la existencia de una fase “quemada” (270) o a la intervencion
de otros factores (especificamente los nutricionales) (260).

En nuestra serie, se identifico6 mediante técnicas directas o indirectas la causa de la
eosinofilia en un 86,5 %. En todos los casos fue una helmintosis, especificamente una
filariosis o una esquistosomosis. Varios tipos de helmintos se han relacionados con la
FEM, aunque los principales son las filarias (262, 263, 271-273). También en nuestra
serie, se comprueba que las filariosis son de las principales infecciones asociadas a lesion
endocardica. Sin embargo, también se encuentra un numero de casos de afectacion valvular

relacionados con la infeccidbn por Schistosoma spp., escasamente indicada en la
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bibliografia. Por ello, parece que el principal factor, en nuestra serie, relacionado con la

FEM es la eosinofilia, mas que el tipo de pardsito responsable.

La liberacion de mediadores inflamatorios por los eosindfilos, como la proteina
cationica eosinofilica (ECP) y la neurotoxina derivada del eosinéfilo (EDN), son elementos
clave en la respuesta inmune del hospedador frente a helmintos (242, 243). Ambas
moléculas, en colaboracion con otros mediadores inflamatorios son capaces de lesionar la
membrana de los helmintos, ocasionando la muerte y desintegracion de helmintos (274-
276). Por ello, el sexto objetivo de este proyecto doctoral fue la medida de ECP y EDN en
el suero y la orina de pacientes con eosinofilia e infeccion helmintica bien definida y su
comparacion con sujetos sanos procedentes de las mismas areas geograficas (grupo
control).

Nuestros resultados indican que los valores de ECP y EDN en el suero de pacientes
con helmintosis estaban significativamente elevados cuando se compararon con los
obtenidos en el grupo control. Este hecho sugiere tanto el estado de activacion de los
eosinofilos (244) como la participacion de ambas proteinas en la destruccion de los
helmintos (277, 278). Especificamente, cuando se evalu6 la concentracion plasmatica de
EDN se observo la presencia de diferencias significativas entre los pacientes con todos los
tipos de parasitosis (esquistosomosis, filariosis y geohelmintosis) y el grupo control. Sin
embargo, soOlo existian diferencias significativas entre el grupo de personas con
geohelmintosis (constituido en su totalidad por uncinarias) y el resto de grupos. Estos datos
son similares a los encontrados por otros autores, quienes observan niveles de ECP y EDN
elevados en el suero de pacientes con diferentes infecciones parasitarias (oncocercosis,
filariosis linfaticas, esquistosomosis, y geohelmintosis) y encuentran los maximos valores
séricos de ECP en pacientes infectados por uncinarias (279-281). Ademas, existia una
correlacion positiva entre el nimero de eosinéfilos en sangre y la concentracion sérica de
ECP y EDN en pacientes con helmintosis. Estos datos sugieren que los eosinofilos estan
involucrados en la eliminacion de los pardsitos en pacientes con helmintosis.

Otro aspecto de interés encontrado en nuestro trabajo es la ausencia de diferencias
significativas en la medida de las concentraciones séricas de EDN cuando el diagndstico se

realizd por métodos directos o indirectos. Por ello, la elevacion de EDN en suero es un
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posible marcador de infeccion especialmente Util en aquellas helmintosis ocultas que solo
son diagnosticadas mediante serologia.

Estas proteinas también han sido detectadas por varios autores en otros liquidos
biolégicos como la orina, hecho que se explica por la presencia de eosinodfilos en las vias
urinarias de pacientes con algunas helmintosis, como por ejemplo en la esquistosomosis
urinaria (282). Por ello, evaluamos la excrecion en orina de ambas proteinas granulares,
ECP y EDN. Nuestros resultados demuestran que los valores de ECP estaban
significativamente incrementados en pacientes infectados por Schistosoma haematobium
cuando se comparaban con el grupo control. Estos datos son similares a los observados por
otros autores, que encuentran una elevacion de la concentracion urinaria de ECP en
parasitosis urinarias en asociacion con eosinofiluria, como es el caso de la infeccion por
Schistosoma haematobium (283, 284) y, por tanto, se puede utilizar como marcador
indirecto de infeccion (285). Sin embargo, detectamos niveles altos de EDN en orina de
pacientes del grupo control, lo que demuestra que esta ribonucleasa no es liberada de
manera especifica por los eosinofilos, sino también por otras estirpes celulares (286), por
lo que no resulta demasiado util como marcador de eosinofiluria y tampoco, por tanto, de

helmintosis.

El ultimo objetivo de este Proyecto Doctoral fue el andlisis de factores
angiogénicos (especificamente VEGF) en pacientes con eosinofilia importada. Para ello
se midi6 la concentracion sérica de VEGF en inmigrantes con eosinofilia y diagnostico de
helmintosis definida, comparandolo con pacientes sanos de las mismas areas geograficas
(grupo control). De forma global, los pacientes diagnosticados de helmintosis presentaban
valores elevados significativos de VEGF en suero con respecto al grupo control. Cuando se
estudid la relacion entre los niveles de VEGF con el tipo de helmintosis, se observo una
elevacion significativa de esta molécula en los pacientes infectados por esquistosomas y
filarias, pero no en geohelmintosis.

Los estudios sobre el papel de la angiogénesis en helmintosis son escasos y se
limitan casi exclusivamente a esquistosomosis y filariosis. Nuestros resultados son
andlogos a los observados por otros autores, tanto en infecciones por esquistosomas
(287,288) como por filarias (289-291). En ambas infecciones la angiogénesis parece jugar

un papel importante en su patogenia. Asi, en la esquistosomosis, el VEGF interviene en el
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desarrollo de granulomas (292) y de fibrosis hepatica, mientras que, por el contrario, en la
cirrosis los niveles de VEGF estan reducidos (293). En las filariosis la alteracion de la
angiogénesis se ha descrito en dos formas principales: formas linfaticas y oncocercosis. En
las filariosis linfaticas el VEGF parece relacionado con una evolucién mas agresiva de la
enfermedad (290), mientras que en la oncocercosis los factores angiogénicos intervienen
en la formacion de oncocercomas, estimulando el crecimiento de las células endoteliales
linfaticas (294).

Por otro lado, el aumento de los niveles de VEGF solo es significativo en el caso
del S. haematobium, no existiendo diferencias significativas entre S. mansoni y el grupo
control. Este hecho puede tener relevancia patogénica, ya que VEGF desempefia un papel
importante en la patogenia del céncer de vejiga asociado a las infecciones por S.
haematobium, tal como describen varios autores (295-298).

Finalmente, la correlacion positiva entre los niveles de eosinofilos sanguineos y la
concentracion sérica de VEGF sugieren que el origen de este factor angiogénico en las
helmintosis son los eosinofilos. Otros trabajos corroboran el importante papel que parecen

ejercer los eosinofilos en las enfermedades asociadas a la angiogénesis (299, 300).
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VI. CONCLUSIONES

* La prevalencia de eosinofilia importada (absoluta o relativa) es muy elevada,

especialmente en personas procedentes de Africa subsahariana.

* La infeccion helmintica (geohelmintos, esquistosomas o filarias) es el agente

principal de la eosinofilia absoluta en inmigrantes.

* La deteccion de eosinofilia relativa importada es frecuente y se asocia en un alto

porcentaje a geohelmitosis o esquistosomosis.

* En las principales helmintosis importadas, el patréon de citocinas circulantes
demuestra una clevacion de IL-16, un descenso de eotaxina, con valores normales de

RANTES y concentraciones variables de IL-13.

* La eosinofilia importada se asocia con la presencia de lesiones endomiocardicas,
principalmente mitrales, no relacionadas con el grado de la misma ni con el tipo de

helminto responsable.

* En todas las helmintosis importadas existe una elevacion de la concentracion
sérica de EDN (eosinophil derived neurotoxine) y en las geohelmintosis una elevacion de
ECP (eosinophil cationic protein), lo que sugiere la activacion de los eosinodfilos en estas
entidades. Unicamente en las esquistosomosis urinarias existe un aumento significativo de

ECP en orina.

* En las helmintosis sistémicas importadas con eosinofilia (esquistosomosis y
filariosis) existe un aumento de la concentracion sérica de VEGF (vascular endotelial

growth factor), lo que sugiere su importancia patogénica en estas entidades.
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Anexos

ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO
CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Titulo del estudio: Factores de riesgo asociados a fracturas por fragilidad

Centro: Hospital Universitario Insular de Gran Canaria. Complejo Hospitalario Universitario

Ooooao

O

Insular Materno Infantil.

(nombre y apellidos del paciente que acepta participar en el estudio)

He leido la hoja de informacién que me han dado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado CON €I DI...........e e
(nombre y apellidos del investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1- Cuando quiera.

2- Sin dar explicaciones.

3- Sin que esto repercuta en mi atencion médica.

Doy libremente mi conformidad para PARTICIPAR en el estudio: Factores de riesgo
asociados a fracturas por fragilidad.

Doy libremente mi conformidad para que utilicen los datos clinicos de mi proceso
que estimen oportunos en el Hospital Universitario Insular de Gran Canaria.

Nombre y apellidos de la persona que | Nombre y apellidos el investigador. DNI
acepta participar en el estudio. DNI

Lugar y Fecha: Lugar y Fecha:

Firma Firma
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