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RESUMEN

Introduccion: la malaria es una importante causa de enfermedad y muerte en paises
tropicales. Las citoquinas inflamatorias producidas por el sistema inmune innato
juegan un papel importante en la regulacidon de la inmunidad adaptativa frente a la
etapa sanguinea del Plasmodium. Sin embargo, el papel de estos mediadores en la
patogénesis de la enfermedad por P. vivax no es clara.

Objetivo: determinar los niveles séricos de citoquinas e IgG en pacientes infectados
con P. vivax y correlacionar estas moléculas con la severidad de la enfermedad.
Metodologia: estudio piloto de corte transversal realizado en el municipio de
Montecristo, una poblacién del sur del departamento de Bolivar, Colombia. El parasito de
la malaria se identifico mediante examen microscopico. Los pacientes se distribuyeron
en dos grupos: primera infeccidn y reinfecciéon por P. vivax y se compararon con un
grupo control sano. Los niveles séricos de las citoquinas y de IgG se determinaron
mediante la técnica de ELISA.

Resultados: los niveles de citoquinas e IgG fueron significativamente mayores en los
pacientes con malaria en comparacion con los controles sanos (p<0.05). Los niveles
de IL-10 fueron significativamente mayores en el grupo de primera infeccion cuando se
comparo6 con el grupo de reinfeccidn (p<0.05). El cociente de IFN-y/IL-10 fue mayor en
el grupo de primera infeccién comparado con el grupo de reinfeccidn.

Conclusioén: la severidad de la enfermedad esta fuertemente asociada a activacién de
citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias y a la respuesta inmune humoral. Rev.
cienc.biomed. 2013;4(1):86-97
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad producida
por parasitos del género Plasmodium y es
transmitida principalmente por la picadura de
la hembra infectada del mosquito Anopheles
(1). En el ser humano, la infeccién puede
estar ocasionada por cinco especies: P.
vivax, P. falciparum, P. malarie, P. ovale y P.
knowlesi (1-3).

La malaria sigue siendo uno de los principales
problemas de salud publica en gran parte del
mundo tropical debido a la alta morbilidad,
mortalidad y el impacto socio econdmico,
gue ocasiona en la poblacién humana (4,
5). Segun la Organizacién Mundial de la
Salud [OMS] (6), cerca de la mitad de la
poblacion mundial permanece expuesta
a esta enfermedad, y se estima que en el
afio 2010 aparecieron 243 millones de casos
que ocasionaron 660.000 muertes siendo
la mayoria en nifios menores de 5 afnos, lo
que hace de esta enfermedad la principal
causa de muerte en las regiones tropicales
y subtropicales del mundo, especialmente al
sur del Sahara en Africa, el sudeste de Asia
y Latinoamérica (6-8). A esta problematica
se le suman factores como la resistencia del
Plasmodium alos antimalaricos, la resistencia
de Anopheles a los insecticidas, la falta

Introduction: malaria is an important cause of disease and death in tropical countries.
Inflammatory cytokines produced by the innate immune system play an important role
in the regulation of the adaptive immunity in front of the Malaria blood-stage. However,
the role of these mediators in the pathogenesis of the disease by P. vivax is unclear.
Objective: determine the serum levels of cytokines and IgG in infected patients with P.
vivax and correlate these molecules with the severity of the disease.

Methods: cross-sectional pilot study carried out in the municipality of Montecristo,
a population of the south of the department of Bolivar, Colombia. Malaria parasite
was identified by means of microscopic examination. Patients were distributed in two
groups: First infection and reinfection by P. vivax and they were compared with a
healthy control group. Serum levels of cytokines and IgG were determined by means

Results: cytokine and IgG levels were significantly higher in patients with malaria than
in healthy control patients (p<0,05). IL-10 levels were significantly higher in the group
of first infection when it was compared with the group of reinfection (p<0,05). The
quotient IFN-y/IL-10 was higher in the group of first infection in comparison with the

Conclusion: the severity of the disease is strongly associated to activation of

pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines and to the humoral immune
response. Rev.cienc.biomed. 2013;4(1):86-97

Plasmodium; Cytokines; Immunoglobulins; Interferon gamma.

de una vacuna eficaz, el cambio climatico
mundial y la expansién mundial de las areas
geograficas con condiciones propicias para
la transmision del agente infeccioso, todo
lo cual contribuye a empeorar su panorama
epidemioldgico (9-12).

Colombia es uno de los seis paises en las
Ameéricas que presentan aumento anual en
el nimero de casos en la ultima década,
constituyéndose, después de Brasil, en el pais
que mas aporta casos de malaria en la region
(8). En Colombia, durante el afio 2012, se
registraron en el Sistema de Vigilancia en
Salud Publica [SIVIGILA] 56.175 casos de
malaria, con predominio de infeccién por P.
vivax, con 41.817 casos (74.4%), 13.733
(24.4%) correspondieron a P. falciparum,
617 (1.1%) a infeccidon mixta (P. vivax y P.
falciparum) y 8 (0.01%) a P. malariae (13).
Por departamento de procedencia en el afio
2012, Antioquia registré el 43.3% de los
casos, seguido por Choco con 15.8%, Narifio
con 12.2%, Cérdoba con 9.8% y Bolivar con
6.7% de los casos. Estos cinco departamentos
agrupan el 87.7% de casos notificados en el
pais. En el caso del departamento de Bolivar,
se registraron en el afio 2012: 2950 casos
de malaria por P.vivax, 595 casos de malaria
por P. falciparum, 191 casos de malaria
asociada (Formas mixtas) y 1 de malaria por




Perfil de citoquinas y anticuerpos en respuesta a infeccion por plasmodium vivax en una poblacion del sur de Bolivar, Colombia

P. malaraie, para un total de 3737 casos (13).
Desde 1974, los casos de malaria que predo-
minan en Colombia, son los producidos por
P. vivax, a pesar que hay regiones, como la
Costa Pacifica, en donde la relacion favorece
a P. falciparum (14). El comportamiento que
se registra en Colombia se caracteriza por la
presencia de ciclos epidémicos que ocurren
cada 2 a 7 afios, relacionados con el adve-
nimiento del fendmeno de El Nifio-Oscilacion
Sur (14-16).

La malaria por P. vivax estd ampliamente
distribuida alrededor del mundo; en las re-
giones del sur y sureste de Asia y representa
50% de los casos de malaria (17). No obs-
tante, la carga de este tipo de malaria es
mayor en Centroamérica y Suramérica, don-
de produce de 71 a 81 % de los casos (17).
El P. vivax y P. ovale presentan una forma
latente en el higado denominada hipnozoito,
gue pueden ser reactivado y causar recaidas
o reinfecciones clinicas después de muchos
meses del primer evento (5, 18, 19).

La malaria continGa representando un pro-
blema para la salud publica para Colombia,
ya que el 85 % del territorio rural del pais,
situado por debajo de los 1500 metros sobre
el nivel del mar, presenta condiciones clima-
ticas, geograficas, culturales y epidemiold-
gicas adecuadas para la transmision de la
enfermedad (20-22). El riesgo de transmi-
sidbn se encuentra también relacionado con
factores socioecondmicos, como poblaciones
desplazadas debido a conflictos armados,
violencia, pobreza en zonas rurales (20),
crecimiento desordenado de los nucleos ur-
banos, migraciones continuas, explotacion
de los bosques y la mineria de oro, secuelas
ambientales de proyectos estatales y priva-
dos, y una deficiente gestién del ambiente
(10-20). Igualmente, el comienzo del tra-
tamiento luego de 48 horas de iniciados los
sintomas, las demoras en la admisién en los
servicios de salud y las fallas en la atencién
de los pacientes, son algunos de los factores
identificados que se asocian con la mortali-
dad por malaria (23).

Por otra parte, muchas de las infecciones
causadas por los diferentes parasitos de
la malaria son clinicamente silenciosas, lo
que refleja la capacidad de los mecanismos
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adaptativos inmunes para prevenir la enfer-
medad (24), sin embargo, el sistema inmu-
ne no es capaz de desarrollar una protec-
cidon completamente eficiente en todos los
individuos infectados. Una observacion clave
en las regiones endémicas de malaria es la
adquisicion gradual de la respuesta inmune
protectora en humanos frente al parasito
(25). Esta respuesta inmune es muy varia-
ble dentro de la poblacién, dependiendo de
un gran numero de factores y dando lugar
a distintas manifestaciones de la enferme-
dad, desde pacientes que la cursan de forma
asintomatica a los que la adquieren la forma
severa y mueren (26). En zonas endémicas
de malaria se requieren varias infecciones
para alcanzar un nivel de inmunidad (pre-
inmunizacion) que permita a los individuos
infectados sobrevivir a futuras reinfecciones
con parasitos letales, incluso cuando desa-
rrollan parasitemias evidentes (27).

La inmunidad frente al Plasmodium a nivel
del estadio eritrocitico estd mediada por
la respuesta inmune innata y la respuesta
adaptativa (28, 29). La respuesta inflamato-
ria generada como respuesta a la infeccién
induce la liberacién de citoquinas, las cuales
conducen a dafio tisular y favorecen la acti-
vacién de macréfagos con el fin de matar los
parasitos circulantes (30). Especificamente,
las células NK (natural killer), linfocitos T
CD8+ y CD4+, producen interferon gamma
(IFN-y) y los macréfagos liberan Factor de
Necrosis Tumoral (TNF). Estos factores se-
cretados al plasma, son citoquinas pro-infla-
matorias y son necesarias para la inhibicién
del crecimiento del parasito y la estimulacion
de la fagocitosis para eliminar eritrocitos pa-
rasitados (30). A su vez, la respuesta esta
regulada y controlada por citoquinas antiin-
flamatorias tales como la interleuquina 10
(IL-10), interleuquina 4 (IL-4) vy factor de
crecimiento transformante-p (TGFB) (30). La
IL-10 es requerida para la proteccioén frente a
la malaria y tiene un importante papel como
inmunoregulador de la infeccidn causada por
Plasmodium, debido a que neutraliza el efec-
to de citoquinas que son producidas por los
linfocitos T CD8+, los cuales son responsa-
bles de la inmunopatologia asociada con la
sobreproduccion de IFN-y (31-35). En este
estadio el paciente infectado con P. vivax
como producto de las citoquinas inflama-
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torias, presenta cuadros sintomatoldgicos,
tales como: sudoracion, fiebre, escalofrio,
dolor en las articulaciones, entre otras (24,
36-40).

Debido a la gran diversidad de respuesta ante
esta enfermedad, se necesitan con urgencia
estudios mas detallados sobre mecanismos
del sistema inmune y la generacion de
anticuerpos frente a los estadios sanguineos
del Plasmodium. En el departamento de
Bolivar son pocos los estudios realizados para
evaluar la respuesta inmune de los pacientes
con malaria. Los estudios en Colombia han
estado focalizados en zonas del Pacifico,
parte de Antioquia y Narifio.

En la actualidad, existen muchos estudios
sobre los niveles de citoquinas en pacientes
infectados con P. falciparum, pero poco
se conoce sobre el balance de citoquinas
inflamatorias y antiinflamatorias en pacientes
infectados con P. vivax.

La respuesta humoral estd mediada por la
secrecion de anticuerpos tales como inmu-
noglobulinas (IgG), que causan citotoxicidad
a células infectadas dependientes de anti-
cuerpos (18, 41). Estudios, han reportado el
comportamiento de la respuesta inmunita-
ria: altos niveles de citoquinas inflamatorias
(TNF, IL-6 e IFN-y) en patologias severas y
bajos niveles de citoquinas antiinflamatorias
(IL-10 y TGF-B) en malaria aguda (31, 33,
39, 42-49), asi como también la respuesta
mediada por anticuerpos (25, 27, 50-52).
Asi mismo, estudios han revelado que a me-
dida que aumenta la severidad de la enfer-
medad del paciente, en términos de parasi-
temias (parasitos en sangre), los niveles de
citoquinas (IFN-y e IL-10), presentan una
regulacién reciproca en pacientes con mala-
ria por P. vivax (39).

Teniendo en cuenta la importancia de la ma-
laria en el perfil epidemioldgico de Colom-
bia, es necesario realizar estudios sobre el
comportamiento de la respuesta inmunitaria
frente a esta patologia con el proposito de
describir y esclarecer los mecanismos de in-
teraccion parasito-huésped. En este trabajo
se describen la problematica de la malaria
en el sur de Bolivar (Colombia). El objetivo
de este estudio consistio en determinar los

niveles séricos de citoquinas e IgG en pa-
cientes infectados con P. vivax y a su vez co-
rrelacionar estas moléculas con la severidad
de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio, poblacion de referen-
cia y seleccion de la muestra. Se llevé a
cabo un estudio piloto de corte transversal,
en una poblacién de Montecristo ubicada en
el sur del departamento de Bolivar, Colom-
bia. Montecristo, es un municipio de Colom-
bia que limita con poblaciones como: Achi,
Tiquisio, Santa Rosa del Sur, Arenal del Sur
y Rio Viejo; zonas con alta transmisién de
malaria por P. vivax. Los participantes del
estudio se seleccionaron de forma no alea-
toria, utilizando la Ficha Unica de Notifica-
cion de Malaria del Instituto Nacional de
Salud de Colombia (53). Para lo anterior, se
realizé6 una brigada de salud en la zona de
estudio y previamente convocada por la Se-
cretaria Departamental de Salud de Bolivar,
Colombia, donde participaron profesionales
de la salud tales como: médicos, enferme-
ras, bacteridlogos, auxiliares de enfermeria
y odontdlogos. Se incluyeron en el estudio
pacientes voluntarios con Plasmodium en
sangre y con sintomatologia de malaria y pa-
cientes voluntarios con gota gruesa negativa
pero con sintomatologia y antecedentes de
malaria. Se excluyeron del estudio pacientes
enfermos con otras patologias tales como:
hepatitis viral, alcoholismo crénico, infeccion
por VIH, fiebre amarilla, dengue, leptospi-
rosis, tuberculosis, leishmaniasis y aquellos
gue no aceptaron su participacién en el es-
tudio. Para este estudio, se compararon tres
grupos distribuidos asi: pacientes infectados
por primera vez por P. vivax (primera Infec-
cion), pacientes con sintomatologia y ante-
cedentes de malaria con menos de un mes
por P. vivax (Reinfeccion) y personas sanas,
voluntarios quienes no habian presentado
eventos de malaria (Control).

Diagnéstico clinico. Durante la anamnesis,
se identificaron las caracteristicas clinicas por
parte del profesional de la salud, en pacien-
tes que posiblemente estaban infectados por
Plasmodium; tales como: fiebre intermitente
durante al menos tres dias, cefalea, debili-
dad, escalofrio, mialgia, entre otros; poste-
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riormente en estos pacientes se confirmo el
diagnostico por gota gruesa. En cuanto, a los
pacientes de reinfeccion, las caracteristicas
clinicas fueron mayoritariamente cefalea vy
malestar general. Estos pacientes presenta-
ron episodios de malaria por P. vivax por lo
menos con un mes de antelacion.

Diagnéstico parasitologico. La deteccion
microscépica del parasito se realizé utilizando
la técnica de gota gruesa, siguiendo los
protocolos recomendados por la guia para
la atencion clinica integral del paciente
con malaria del Instituto Nacional de Salud
(54). Las parasitemias se calcularon en
100 leucocitos y el estandar utilizado para
expresar la densidad parasitaria fue de
8.000 leucocitos. Los valores se expresaron
en parasitos por microlitros de sangre,
mediante la siguiente férmula: Parasitos/
ML = (# de parasitos*8000 leucocitos/ul) /
(100 leucocitos)

Obtencion del plasma. Para las mediciones
de las concentraciones de citoquinas e
IgG en plasma, se extrajeron muestras de
sangre venosa (5 mL) en tubos con Heparina
Sédica como anticoagulante. Todas las
extracciones sanguineas se realizaron por
una bacteridloga. Las muestras de plasma
de los pacientes en estudio se obtuvieron
por centrifugacién, se separaron de la capa
inferior (eritrocitos) y se almacenaron a -20
°C hasta su uso.

Ensayos de citoquinas e IgG total.
Las concentraciones en plasma de IL-10
e IFN-y, se cuantificaron por la técnica de
ELISA mediante los kits de reactivos: Hu-
man IL-10 y Human IFN-y ELISA Ready-
SET-Go!® respectivamente (BD, eBios-
cience, Inc,). Inicialmente, las microplacas
de 96 pozos se incubaron con un anticuer-
po de captura (anti-human IL-10 or IFN-y
coating antibody). Posteriormente a la in-
cubacién y después de varios lavados, las
muestras o estandares se adicionaron a las
microplacas con el objetivo de unir las in-
terleuquinas humanas con los anticuerpos
de captura. Seguidamente y después de va-
rios lavados se adiciond a las microplacas el
anticuerpo de deteccién (biotin-conjugated
anti-human IL-10 or IFN-y antibody), con
el fin de unirse a las interleuquinas huma-

nas capturadas por el primer anticuerpo. A
continuacion, las microplacas se incubaron
con la enzima peroxidasa de rabano unida a
la avidina (Streptavidin-HRP), y después de
varios pasos de lavado para eliminar los an-
ticuerpos y enzimas no unida, se adicion6 el
reactivo sustrato especifico (Tetrametilben-
zidina) para la HRP. La reaccién enzimatica
se detuvo con la adicién de un acido (H,SO,
2N) y la densidad d6ptica se medié a 450 nm
y finalmente las concentraciones se calcula-
ron utilizando curvas de calibracion en cada
placa de 96 pozos con 8 diluciones de los
estandares de citoquinas recombinantes hu-
manas. Todos los procedimientos se siguie-
ron de acuerdo a las instrucciones especifi-
cas del proveedor del producto.

Para el caso de la medicion de los niveles
de IgG total, se utilizé el kit de reactivos:
Human IgG total ELISA Ready-SET-Go!®
(BD, eBioscience, Inc,) y se uso6 un protocolo
similar al realizado con las interleuquinas;
a diferencia del anticuerpo de deteccién, el
cual no tiene unido la biotina y la enzima es
solo la peroxidasa de rabano (HRP) sin unién
a la avidina.

Consideraciones éticas. El presente tra-
bajo se realizé conforme a las normas éticas
de la Resolucién 008430 de 1993 del Minis-
terio de Salud de Colombia y cuenta con la
aprobacidn del Comité de ética de la Univer-
sidad de Cartagena, Colombia. Los pacien-
tes diagnosticados con malaria recibieron
los tratamientos terapéuticos adecuados,
los cuales se prescribieron por el profesional
de la salud autorizado por la Secretaria De-
partamental de Salud de Bolivar. Todos los
pacientes del estudio, aceptaron voluntaria-
mente su participacidon, mediante consenti-
miento informado.

Analisis estadistico. Las variables cualita-
tivas y cuantitativas se analizaron utilizan-
do el paquete estadistico SigmaPlot v 11.0.
Para las comparaciones entre las concentra-
ciones de citoquinas e IgG entre los grupos,
utilizamos el test de U Mann - Whitney en
el caso de los datos que no tuvieron distri-
bucion normal, y el test de Student para los
datos que tuvieron distribucién normal. Se
consideré significativo un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de los grupos
de estudio. En el estudio se incluyeron 58
individuos y se distribuyeron de la siguien-
te manera: 14 pacientes correspondientes
al grupo de la primera infeccion (24%), 21
pacientes correspondientes al grupo de rein-
feccién (36%) y 23 personas del grupo con-
trol (40%). La especie mayoritaria dentro de
los pacientes infectados fue el P. vivax y se
encontrd solo un paciente con P. falciparum,
que se excluyo del estudio, debido a que no
representaba una muestra significativa para
realizar el anadlisis de los datos.

Con respecto al sexo de los participantes, se
encontré que el género masculino fue mayor
en el grupo de primera infeccién, compara-
do con el resto de los grupos. La prueba de
gota gruesa resultd positiva para P. vivax en
el grupo de primera infecciéon y negativa para
el grupo de reinfeccidon y el grupo control. En
la variable edad no existieron diferencias es-
tadisticamente significativas, entre los grupos
de estudios (p>0.05). En el grupo de primera
infeccion se encontré una media de parasite-
mias de 3464.2+892.3 parasitos/uL, con un
rango de valores que oscilaron entre 1900 a
5100 parasitos/uL (Tabla N° 1). Los pacientes
de este grupo se caracterizaron por sintomas
tales como: fiebre, cefalea, escalofrio, astenia,
adinamia y mialgia. La mayor parte de los pa-
cientes presentaron parasitemias en los ran-
gos hasta 3180 parasitos/pL (28.6%) y 3820
parasitos/uL (28.6%) (Figura N° 1). En cuanto
al grupo de reinfeccién, la sintomatologia se
caracterizo por cefalea y malestar general.

., TABLA N° 1.
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
PACIENTES Y CONTROLES SANOS

Varia-
bles 12Infeccidon | Reinfeccion Control
Cualita- (n=14) (n=21) (n=23)
tivas

Sexo | M: 12 (86%) | M: 8 (38%) [M: 14 (61%)
F: 2 (14%) |F: 13 (62%)| F: 9 (39%)

Gota Positiva : Negativa
gruesa |  (P.vivax) Negativa

Varia-

bles* X£DE X+DE X+DE
Cuanti- (rango)** (rango) (rango)
tativas

Edad 23.6+14.3 27.9+14.3 | 29.9+ 12.4
(afios) | (8.0 -61.0) [(8.0 -60.0)|(3.0 - 54.0)
Parasi-

temia |3464.2 +892.3

(parasi- | (1900 - 5100)

tos/uL)

* X £ DE: promedio + desviacién estandar
** Valor minino-Valor maximo
--- No se detectaron parasitos

Niveles de citoquinas e inmunoglobulina
G. Los resultados obtenidos para los niveles de
IFN-y, IL-10 e IgG entre los diferentes grupos
(Tabla N© 2), se analizaron utilizando el test
de Mann-Whitney y t-Student, encontrandose
que existen diferencias significativas entre el
grupo de primera infeccidn vs. grupo control,
para los valores promedios de IFN-y, IL-10 e
IgG, con un p<0.05. Al comparar el grupo de
primera infeccidén vs. grupo de reinfeccién, no
se evidenciaron diferencias significativas para
los valores promedios de IFN-y e IgG, con un
p>0.05; pero si se encontré diferencias signi-
ficativas para los valores promedio de IL-10,
con un p<0.05, siendo mayor en el grupo de
primera infeccion.

35
304 14,3% 28,6% 28,6% 14,3% 14,3%
<
P 25+
2
[}
8 20, Figura N° 1. Distribucién de las
< parasitemias de los casos de ma-
© N -
5 151 laria por P. vivax en el grupo de
S 12 Infeccion. Las parasitemias con
3 mayores frecuencias absolutas en el
@ 101 o
r grupo de 1° Infeccion, se presenta-
ron en los rangos hasta 3180 pardsi-
51 tos/uL (28.6%) y 3820 parasitos/uL
(28.6%). Los resultados se expresa-
0 i i i i i ron como densidad parasitaria, des-
Hasta 2540  Hasta 3180  Hasta 3820 Hasta4460  Hasta 5100 pués de la lectura por microscopia de

Parasitos/pL

parasitos/uL de sangre.
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TABLA N° 2. )
NIVELES DE CITOQ,UINAS E IGG DE LOS GRUPOS DE 12 INFECCION
Y REINFECCION PARA P. VIVAX Y EL GRUPO CONTROL*
12 Infeccidon (n=14) Reinfeccion (n=21) Control (n=23)
Variable XEDE*** R X£DE b X+DE .
(rango)*** P (rango) p (rango) p
IgG** 498.5+214.2 g/L 414.6+246.2 g/L 144.4+100 g/L
total 84.3-834.3 <0.001 60.9-1040.6 0.30 14-375 <0.001
35.32+ 32.9 pg/mL 39.4+49.7 pg/mL 2.7£7.9 pg/mL
Kk
IFN-y 0.0-103.66 <0.001 0.0-155.4 0.69 0-35.2 <0.001
91.3+109.6 pg/mL 36.7+£96.9 pg/mL 6.0%£20.2 pg/mL
_10%*
IL-10 0.0-296.9 <0.001 0.0-445.1 0.04 0.0-95.6 0.06

* Los valores significativos se determinaron usando el test de Mann-Whitney o la prueba t de Student con un p< 0.05.
** IgG: inmunoglobulina G; IFN-y: Interferén Gamma, IL-10: interleuquina 10.
**x X+DFE: promedio + desviacion estandar (Valor minino-Valor maximo)

a 1a Infeccion vs Control
b 12 Infeccién vs Reinfeccién
¢ Reinfeccién vs Control

TABLA N° 3.

RATIO DE IFN-y/IL-10 DE LOS GRUPOS DE 12 INFECCION Y REINFECCION
PARA P. VIVAX Y EL GRUPO CONTROL*

Variable 12 Infeccidén (n=14) Reinfeccion (n=21) Control (n=23)
X£DE*** i X+DE ) X+DE .
(rango)*** P (rango) p (rango) p
Ratio IFN-y/ 3.4+9.8 1.6+4.3 0.1+0.3
IL-10%* (0.0-37.2) <0.001 (0.0-19.9) 0.42 0.0-1.5 0.008

* Los valores significativos se determinaron usando el test de Mann-Whitney con un p< 0,05.

** IFN-y: Interferon Gamma; IL-10: interleuquina 10.

*** X + DE: promedio + desviacion estandar (Valor minino-Valor maximo)

a 12 Infeccién vs Control
b 12 Infeccidn vs Reinfeccidon
¢ Reinfeccién vs Control

En cuanto a la comparacion del grupo de
reinfeccion vs. grupo control existen diferen-
cias significativas para los valores promedios
de IFN-y e IgG, con un p<0.05, pero no se
presentaron diferencias significativas para el
caso de los valores promedios de IL-10, con
un p>0.05.

Balance inflamatorio de citoquinas en
la infecciéon por P. vivax. El balance in-
flamatorio de citoquinas en la infeccién por
P. vivax en los diferentes grupos de estu-
dios se evalué mediante los valores de ratio
IFN-y/IL-10 vy los resultados obtenidos, (Ta-
bla N© 3) se analizaron utilizando el test de
Mann-Whitney, encontrandose que existen
diferencias significativas entre el grupo de
primera infeccién vs. grupo control, para los
valores de ratio IFN-y/IL-10, con un p<0.05.

Al comparar el grupo de primera infeccidon
vs. grupo de Reinfeccidn, no se evidenciaron
diferencias significativas para los valores de
ratio IFN-y/IL-10, con un p>0.05. En cuan-
to a la comparacién del grupo de reinfeccion
vs. grupo control existen diferencias signifi-
cativas para los valores de ratio IFN-y/IL-10,
con un p<0.05.

DISCUSION

Durante la realizacion del estudio se observo
que el municipio de Montecristo en el sur de
Bolivar, Colombia, presenta problemas so-
cio-demograficos como: creciente actividad
minera, criaderos mal tratados, resistencia
a antimalaricos, resistencia de los vectores
transmisores a los insecticidas, dormitorios
inadecuados, entre otros; todo lo anterior
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favorece la proliferacion del mosquito Ano-
pheles y por lo tanto, el aumento de la infec-
cion por malaria. Ademas, esta zona del pais
cuenta con la presencia de grupos armados
al margen de la ley, lo que dificulta la toma
de muestras de pacientes.

Aunque el objetivo inicial consistié en es-
tudiar la respuesta inmunitaria mediante la
medicién de citoquinas e IgG en pacientes
infectados con P. vivax y P. falciparum, por
ser las especies que prevalecen en Colom-
bia, se encontré un solo caso de P. falcipa-
rum en el muestreo no aleatorio realizado,
confirmando con lo anterior que la especie
mayoritaria de la region es el P. vivax, como
ha sido reportado por el Instituto Nacional
de Salud de Colombia (13).

La etapa eritrocitica de la malaria humana,
sigue siendo de interés cientifico debido a
que es la mas duradera en cuanto a res-
puesta inmunitaria (48 a 72 horas), lo que
permite evidenciarla con facilidad, compro-
mete la inmunopatologia y severidad en los
pacientes y garantiza su estudio para la ela-
boracién de nuevas vacunas (55).

La severidad de la enfermedad esta
mediada por la sintomatologia del paciente
y es causada por los niveles de citoquinas
inflamatorias que median la inmunopatologia
(31-42). En este estudio y teniendo en cuenta
investigaciones previas (31, 47-49, 56), los
participantes mostraron un comportamiento
de malaria aguda o no complicada, que esta
reflejado en los bajos niveles de citoquinas:
35.32 pg/mL para el IFN-y y 91.3 pg/mL para
la IL-10 en el grupo de primera infeccion.

Los niveles de parasitemias son un factor
importante que condiciona la severidad
de la enfermedad y a mayor cantidad de
parasitos en sangre, se encuentran niveles
mas elevados de IL-10 (39, 43). En este
estudio se encontré que los niveles de IL-10
son mayores significativamente en el grupo
de primera infeccion, en comparacidén con
el grupo de reinfeccion. Los pacientes del
grupo de primera infeccidon cuentan con un
recuento de parasitos que condicionan su
patologia; ademas ante un primer evento la
respuesta inmune es mas intensa comparada
con una segunda infecciéon (55).

En cuanto a los valores de IgG total en los
pacientes con malaria (grupos de primera
infecciony reinfeccién) vs grupo control, se
encontrd una diferencia significativa refleja-
da en los elevados niveles en los grupos de
estudio en comparacion con el grupo control,
demostrandose con ello la presencia de una
respuesta inmune humoral mediada por an-
ticuerpos ante la presencia del Plasmodium.
Aunque los niveles de IgG total en los grupos
de primera infeccién y reinfeccion no presen-
taron diferencias significativas, se sugiere
una respuesta inmune inespecifica para el
grupo de primera infeccién y una respuesta
humoral de memoria para los reinfectados,
que los protege ante subsiguientes eventos
de malaria con sintomas menos severos.

Los resultados demuestran una gran varia-
bilidad de la respuesta inmunitaria, la cual
esta condicionada por cada individuo. Algu-
nos estudios han reportado desviaciones es-
tandares altas, cuando se requiere esbozar
respuestas inmunitarias frente a la malaria
en una primera infeccidén (39). La respuesta
de cada individuo depende en gran medida
de factores como: la especie de Plasmodium,
la inmunologia del paciente, la intensidad y
duracion de la exposicion al parasito y el tipo
de regién endémica (26, 57).

Por otra parte, el diagndstico de malaria en
la zona del sur de Bolivar sigue apoyandose
en el examen de gota gruesa como prueba
de primera eleccién. Sin embargo, se pre-
sentaron casos donde la gota gruesa resulté
negativa, pero el paciente durante su anam-
nesis revelaba antecedentes de malaria vy
contaba con el diagndstico clinico; por lo
tanto se decidié incluir un grupo de reinfec-
cion e investigar las caracteristicas de esta
problematica. La malaria con leves sintomas
puede deberse a que el paciente posee pa-
rasitemias sub-microscépicas y al realizar la
prueba de gota gruesa resulta negativa. Al-
gunas veces se recomienda repetir la gota
gruesa cada 8 horas para confirmar el caso.
Las recaidas en estos pacientes infectados
con P. vivax, se podria explicar por reapa-
ricion de parasitemia asexual derivado de
formas hepaticas persistentes. Las recaidas
ocurren cuando la infeccién sanguinea ha
sido eliminada, pero los hipnozoitos persis-
ten en el higado y maduran a esquizontes




Perfil de citoquinas y anticuerpos en respuesta a infeccion por plasmodium vivax en una poblacion del sur de Bolivar, Colombia

hepaticos después de intervalos variables
de tiempo (58). En este mismo sentido, va-
rios estudios han reportado la problematica
de malaria asintomatica: pacientes que no
presentan Plasmodium cuando son examina-
dos por gota gruesa, pero cuando son eva-
luados por PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa) u otras técnicas bioquimicas, se
detecta la presencia del parasito (59, 60).
En esta zona del sur de Bolivar se necesi-
ta con urgencia implementar las pruebas de
diagndéstico molecular con el fin de detectar
los pacientes asintomaticos y los casos que
presentan malaria sub-microscopica.

En cuanto a los niveles de IFN-y e IgG en
el grupo de reinfeccién, se encontré que no
presentaron diferencias significativas cuando
se compararon con el grupo de primera
infeccion. Sin embargo, para el caso de la IL-
10, se encontraron concentraciones menores
en el grupo de reinfeccion en comparacién
con el grupo de primera infeccién. Lo anterior
se podria explicar por la respuesta inmune
de memoria de los pacientes reinfectados, lo
cual conlleva a una menor intensidad de la
inflamacion, debido a que el organismo ante
una segunda eventualidad responde mucho
mas rapido y eficazmente (55).

Los datos encontrados sugieren que debe
existir un equilibrio entre los diferentes fac-
tores inflamatorios durante la respuesta a la
infeccion por malaria. De hecho, en la mala-
ria leve, la respuesta inflamatoria puede ser
contrarregulada por citoquinas antiinflama-
torias (30, 55). El IFN-y es un determinante
central de todas las vias inmunoldgicas im-
plicadas en la proteccién contra la malaria,
debido a su funcion inductora o efectora de
la respuesta inmune innata y adaptativa, du-
rante todo el ciclo de vida del parasito (34).
Mientras tanto, la IL10 es una citoquina an-
tiinflamatoria que inhibe la actividad de las
células T, NK, NKT y macroéfagos, que se re-
quieren para la eliminacién éptima del para-
sito. Esta citoquina regula la respuesta in-
flamatoria producida por la citoquinas IL-12
e IFN-y y por ende la inmunopatologia de la
infeccion (31). Las concentraciones elevadas
de IL-10, parecen ofrecer cierta proteccién
frente a las complicaciones malaricas y los
valores elevados de IFN-y parecen asociarse
a estas complicaciones (39, 43, 46, 47, 61).

En este estudio, las concentraciones de IL10
resultaron altas en el grupo de primera in-
feccion. Esto es indicativo de que la IL-10
juega un papel importante en el rol regula-
torio de la infeccion por malaria, debido a
que se controla la intensidad de la respues-
ta inmune, suprimiendo el efecto del IFN-y.
Esta conclusion es corroborada por otros es-
tudios, que reportan una correlacién positiva
entre los niveles de IL-10 y la densidad de
parasito en pacientes con malaria por P. vi-
vax (31, 38, 48, 49, 62).

En el caso de los valores de las concentra-
ciones de IFN-y, no existen diferencias signi-
ficativas entre el grupo de primera infeccién
comparado con el de reinfeccidn, es posible
gue esto se deba al efecto de supresién que
ejerce la IL-10 sobre el IFN-y en el grupo de
primera infeccion y por la baja densidad de
parasitos en sangre en el grupo de reinfec-
cion.

Debido a que estas citoquinas responden en
forma de un balance inflamatorio, resulta
conveniente utilizar un indicador de la re-
lacién cuantitativa entre IFN-y/IL-10, para
evaluar la actividad inflamatoria en la ma-
laria en los pacientes en estudio. Los ratios
IFN-y/IL-10 menores o iguales a 1 podrian
indicar un factor protector debido al control
sobre la actividad inflamatoria del IFN-y, y
un cociente mayor de 1 indicaria cierta pro-
babilidad de complicarse, debido a una ma-
yor participacion de la actividad inflamatoria.

Diferentes estudios han reportado que ratio
IFN-y/IL-10 es mayor en individuos de re-
giones no endémicas (55). Recientemente
en Brasil, se demostré que la relacién IFN-
y:IL-10 es mayor en pacientes severos con
malaria por P.vivax que en pacientes asin-
tomaticos, lo que significa que los pacientes
graves exhibieron una tendencia lineal con
aumento gradual de la gravedad de la enfer-
medad (46).

El balance inflamatorio en esta zona del sur
de Bolivar, arrojé una relaciéon de citoquinas
IFN-y/IL-10, mayor en el grupo de primera
infeccion comparado con el grupo de reinfec-
cién, aunque estas diferencias no resultaron
significativas. Estos valores superan el valor
de 1, por lo tanto, existe una probabilidad de
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complicarse ante nuevos episodios; sin em-
bargo, se considera pertinente la realizacion
de otros estudios para evaluar este parametro
y aclarar su utilidad, debido a que estos re-
sultados pueden ser benéficos o perjudiciales
para entender la capacidad del huésped para
responder frente a la infeccion y combatir la
enfermedad.

Los resultados revelan que a pesar de contar
con bajas parasitemias, existe una respuesta
inmune mediada por citoquinas e IgG. En
otros estudios en los que se evidenciaron
parasitemias similares (39), se presentaron
niveles de citoquinas mas elevados. Con
este precedente, se podria sugerir que la
respuesta inmune posiblemente debe estar
condicionada a aspectos tales como: regidn
endémica, raza, condiciones ambientales y
por supuesto el tipo de cepa de Plasmodium
de la region.

Es necesario capacitar a las poblaciones so-
bre la problematica de la malaria, también
realizar genotipificacion de la cepa de Plas-
modium de Bolivar, y realizar estudios de
perfiles de citoquinas, para evaluar respues-
ta inmunitaria especifica de dicha poblacidn
de manera mas amplia. Ademas con la im-
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