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RESUMEN

En el contexto fisiopatolégico de las infecciones mediadas por Plasmodium se ha
documentado que la respuesta mediada por citoquinas proinflamatorias o
antiinflamatorias contribuyen a la eliminacion del parasito; sin embargo, una respuesta
inmunoldgica exacerbada que puede favorecer el desarrollo de cuadros complicados de
la enfermedad. En los ultimos afios ha sido estudiado el papel de las citoquinas en la
patogénesis de la malaria, asi como su rol como biomarcadores capaces de pronosticar
el desarrollo una complicacion en pacientes que padecen esta enfermedad. Disponer
de un biomarcador con estas caracteristicas, es un insumo para generar herramientas
diagnosticas que permitan de manera temprana dar un mejor enfoque clinico y
terapéutico al paciente, por otra parte, es importante generar informacion que
contribuya al conocimiento de la fisiopatologia en las infecciones por Plasmodium vivax.
Este estudio tuvo como finalidad evaluar del perfil de citoquinas de monocitos,
linfocitosTh1 y linfocitos Treg en la malaria complicada por Plasmodium vivax en una
zona endémica para la enfermedad en el noreste de Colombia. Se vincularon 156
individuos, conformando tres grupos de estudio, pacientes con malaria complicada,
malaria no complicada y controles sanos. La trombocitopenia, la hipoglicemia, la
disfuncién hepatica y renal fueron las complicaciones mas frecuentes observadas en la
malaria por P. vivax en la poblacion de estudio. La evaluacion de las citoquinas
derivadas de los monocitos, Thl y Treg, permitié identificar que la concentraciéon
plasmatica de IL-6, IL-10 y IFN-y marca un perfil diferenciador entre pacientes
complicados y no complicados, la concentracion aumentada de estas citoquinas mostré
correlaciones con manifestaciones complicadas como la trombocitopenia severa,
hipoglicemia, alteraciones hepaticas y renales. Adicionalmente, IL-6 mostré potencial
para pronosticar el desarrollo de complicaciones en pacientes con infeccion por P.
vivax. EI TGF-B se postula como una citoquina moduladora de la inflamacion en la
infeccion por P. vivax, se encontré una mayor concentracion de esta citoquina en el
grupo control y en pacientes no complicados; sin embargo, las células Treg parecen
estar suprimidas en pacientes complicados favoreciendo un ambiente proinflamatorio de

citoquinas como IFN-y e IL-6, que media las complicaciones observadas en los




pacientes. El papel de la IL-10 parece estar asociado al desarrollo de complicaciones en
la malaria por P. vivax, fue la citoquina con mayor concentracion plasméatica en
pacientes con malaria complicada, y postulamos que la fuente de esta citoquina en el
curso de esta infeccién proviene de fuentes celulares diferentes a Treg. Este es el
primer estudio en Colombia que se realiza comparando grupos de pacientes con
malaria vivax con diferentes formas clinicas y evalla el comportamiento de las
citoquinas en el curso de las infecciones, estas aproximaciones generan conocimiento
de la inmunopatogénesis de este parasito que puede ser explorado en prondéstico de

complicaciones o en blancos terapéuticos.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DE LA MALARIA

1.1.1 Epidemiologia de la malaria

La malaria es uno de los principales problemas de salud alrededor del mundo, esta
enfermedad es producida por parasitos pertenecientes al género Plasmodium, los cuales son
capaces de infectar reptiles, aves y mamiferos. En el ser humano las especies responsables
de causar infeccién son: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi, los cuales
son transmitidos por la picadura de mosquitos hembra pertenecientes al género Anopheles
(Antinori, 2012).

De acuerdo con la informacion reportada por la Organizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS)
para el afio 2019 se presentaron 229 millones de casos de malaria en el mundo.
Aproximadamente el 90% de los casos se encuentran concentrados en Africa, seguido con el
7% en la Region de Asia sudoriental y 2% en la Regién del Mediterraneo oriental. El nimero
de casos atribuidos a P. vivax en el mundo equivale alrededor del 3%; sin embargo, en la
Region de las Américas es la especie predominante, responsable del 64% de los casos, en
Asia sudoriental se le atribuyen el 58%, Mediterraneo oriental 21% y en Africa el 10% de los
casos. Pese a los esfuerzos gubernamentales histéricos liderados por la OMS para controlar la
malaria, a partir del 2015 se present6 un incremento en el nimero de casos por P. vivax en las
Ameéricas principalmente en paises como Venezuela Brasil, Colombia, Guyana, Nicaragua y
Panama. Se estima que 2019 sucedieron 409.000 muertes en el mundo por esta parasitosis, el
91% de estos reportes ocurrieron en Africa; el 51% de estos casos sucedieron en Republica
Democrética del Congo, Burkina Faso e India. En las Américas para el 2018 se calcularon
alrededor de 350 muertes, aproximadamente la mitad del afio anterior. (OPS/OMS, 2019;
WHO, 2020).

En Colombia, la malaria continla siendo un grave problema de salud publica, en el afio 2020
fueron notificados 42.396 casos de malaria no complicada y 702 casos de malaria complicada;
el 90,5% de los casos de malaria no complicada procedian de los municipios de Chocd, Narifio,

Antioquia, Cérdoba, Norte de Santander y Cauca, mientras que casos complicados se




notificaron principalmente en los municipios de Chocé, Narifio, Antioquia y Cérdoba; las
principales complicaciones reportadas fueron hematologicas (70.1%), hepaticas (16,5%) y el
17,3% reportaron complicaciones renales, pulmonares o cerebrales. Del total de casos a nivel
nacional P. vivax fue el responsable del 49,8% (38.288) casos, P. falciparum del 49,4%
(38.017), y un 0,8% (653) fueron infecciones mixtas (P. falciparum y P. vivax) (INS, 2020).

El departamento de Cordoba hace parte de uno de los tres macrofocos de transmisién activa de
malaria en Colombia, junto con la region de Uraba y Bajo Cauca. En los ultimos 4 afios se ha
encontrado dentro de los 5 departamentos con mayor nimero de notificaciones; en la semana
epidemiolégica 53 de 2020 registr6 6.949 casos, siendo uno de los 4 departamentos en
situacion de alerta para malaria en el pais para ese afio, atribuido a la situacion de brote que se
registra para el municipio de Tierralta. En el departamento el 84 % de los casos son causados
por P. vivax (INS, 2020).

1.1.2 Plasmodium

La malaria es causada por parasitos intracelulares obligados que pertenecen al phylum
Apicomplexa, orden Haemosporidia y género Plasmodium. Cerca de 200 especies del género
Plasmodium han sido descritas, e infectan diversos hospederos. Todos los miembros de este
phylum se caracterizan por un conjunto de organelos ubicados en el extremo apical (roptrias,
micronemas y granulos densos), los cuales son fundamentales durante el proceso de
adherencia, reorientacion e invasion de los parasitos al eritrocito (A. F. Cowman, Berry, &
Baum, 2012). Actualmente, las especies asociadas a cuadros clinicos en humanos son
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale,

Plasmodium knowlesi y Plasmodium simium (Antinori, 2012).

1.1.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de este parasito involucra dos hospederos uno vertebrado (humano) y otro
invertebrado (vectores del género Anopheles). En el humano se desarrolla el ciclo
esquizogoénico que se divide en dos fases, una hepatica (o pre-ereitrocitica) y otra eritrocitica,
la primera inicia en el momento en que los esporozoitos son depositados en el torrente
sanguineo por el vector, quienes en poco tiempo invaden células hepéticas que tras diferentes

estadios y por un proceso de reproduccién asexual permite la generacién de merozoitos, forma
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responsable del proceso de invasion a células eritrocitarias, resultando e la fase eritrocitica que
mantiene en circulacion las formas parasitarias intracelulares y precede a la generacién de
formas presexuales del parasito (microgameto y macrogameto). El tiempo estimado del ciclo
eritrocitario depende de la especie que parasita y oscila entre 48 a 72 horas (Alan F. Cowman,
2016) (Figura 1.1).

Los insectos vectores de esta parasitosis pertenecen al género Anopheles. La ingestién de las
formas presexuales del parasito, se desarrolla en ellos el ciclo esporogénico, que por un
proceso de reproduccion sexual da origen a los esporozoitos, formas que se albergan en las
glandulas salivares hasta ser liberados en el torrente sanguineo de un hospedero humano

(Ashley, 2018).

Figura 1.1 Ciclo de vida de Plasmodium
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1.1.4 Patogenia de lainfeccion por Plasmodium spp

Los signos y sintomas clinicos en la malaria, o paludismo, son la expresién del dafio
ocasionado en diversos 6rganos y sistemas, estos se exacerban durante el periodo de
multiplicacion del parasito en el eritrocito, mientras que el estadio hepatico y la presencia de
gametocitos tradicionalmente no se han asociado con la sintomatologia. La malaria causa
lesiones estructurales, alteraciones funcionales y metabdlicas, cuya presentacion clinica esta
en funcién factores asociados al hospedero como la edad, el estado inmunitario y
caracteristicas genéticas, y factores relacionados con el parasito como la especie, el genotipo
y la virulencia (B. B. Andrade & Barral-Netto, 2011).

Diferentes estudios han demostrado que uno de los principales mecanismos patogénicos son
las alteraciones estructurales y funcionales de las células eritrocitarias, dentro de las cuales se
destaca la destruccidon, aumento en la citoadherencia y el secuestro de glébulos rojos
parasitados que generan obstrucciones en el endotelio capilar de diferentes érganos como el
cerebro, pulmén, corazén, intestino, médula 6sea y rifién; los receptores del hospedero
humano mas estudiados y de quienes se ha dilucidado su participacién en este proceso son
CD36 (Cluster of Differentiation 36) y la molécula 1 de adhesion intercelular (Intercellular
Adhesion Molecule 1, ICAM-1) en el endotelio y el sulfato A de condroitina (Chondroitin Sulfate
A, CSA) en la placenta. Los glébulos rojos parasitados tienen la capacidad de desencadenar
una respuesta inflamatoria, que conlleva a la produccion de diferentes moléculas tipo
citoquinas, quimiocinas y moléculas de adhesién endotelial, respuesta inflamatoria en principio
permite la remocion de parasitos y el control de la infeccion, pero su cronicidad o produccién
desequilibrada se ha asociado a complicaciones cerebrales, y alteracion en otros érganos

como higado, rifién y pulmones (Vasquez & Tobon, 2012).

1.1.5 Respuestainmune frente a la infeccion por Plasmodium

La respuesta inmunolégica que se desencadena frente a una infeccion por Plasmodium es el
resultado de una interaccion multifactorial, cuya complejidad tiene relacién con los estadios del
pardsito, la alta variacion antigénica y la respuesta inmunoldgica (B. B. Andrade & Barral-Netto,
2011).
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La respuesta inmune frente a Plasmodium comienza en una fase temprana de la infeccion por
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs del inglés
Pathogen-Associated Molecular Patterns), para este caso componentes derivados del parasito
como la hemozoina, el glicofosfatidil inositol, ADN o RNA; algunos detectados tempranamente
con la capacidad de activar la respuesta inmune innata por la interaccion con receptores tipo
Toll (TLRs del inglés Toll-like receptor) o receptores de manosa presentes en macréfagos,
células dendriticas, células asesinas (NK del inglés Natural killer) y NKT (Natural Killer T) que
secretan citoquinas proinflamatorias tipo TNF, IL-1B e IFN tipo |, entre otras (Gazzinelli,
Kalantari, Fitzgerald, & Golenbock, 2014; Hafalla, Silvie, & Matuschewski, 2011; Krishnegowda
et al., 2005). Asi mismo, patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs del Inglés Damage-
Associated Molecular Patterns) como la circulacion de DNA en cantidades elevadas, cristales
de urato, microvesiculas y el grupo hemo, que son moléculas derivadas del hospedero
liberadas durante el proceso infeccioso, tienen la capacidad de estimular células del sistema
inmune innato a través del contacto con receptores tipo Toll y desencadenar una respuesta de

citoquinas proinflamatorias (Gazzinelli et al., 2014).

Por otro lado, los esporozoitos depositados por el vector en la dermis, pueden permanecer por
un tiempo en el sitio de inoculaciébn en constante movimiento, algunos se desplazan por
circulacion hacia células hepaticas, mientras que otros son arrastrados hacia los ganglios
linfaticos mas préximos donde pueden ser degradados por células dendriticas (DCs del inglés
Dendritic cells) residentes; estudios experimentales en ratones han mostrado que en un tiempo
alrededor de 12 horas estas DCs pueden presentar antigenos especificos del esporozoito a
linfocitos CD8*; los que una vez activados realizan su accion efectora en el higado
favoreciendo la remocién de hepatocitos infectados (Amino et al., 2006; Cockburn & Zavala,
2016); ; sin embargo, en modelos de ratones C57BL/6 infectados con P. berghei, se ha
descrito que los linfocitos T CD8" se acumulan en el cerebro estimulados por el IFN-y
secretado por linfocitos T CD4*, lo cual puede favorecer el desarrollo de malaria cerebral
(Shaw et al., 2015; Villegas-Mendez et al., 2012).

Los esporozoitos logran cruzar el espacio sinusoidal y llegar a los hepatocitos por el proceso
de transmigracion celular, durante este recorrido los esporozoitos entran en contacto con las
células de Kupffer, que secretan proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs, del inglés
heparan sulfate proteoglycans) que se une a la proteina circumsporozoito (CSP del inglés
circumsporozoite protein), interaccién que podria resultar en la remocién de algunos parasitos

por este tipo de células (Baer et al., 2007; Zheng, Tan, & Xu, 2014). Durante la invasion a los
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hepatocitos, el parasito induce la expresién de genes que codifican para IFN tipo |, mecanismo
que atrae células NK y NKT, que secretan IFNy, éxido nitrico y otros componentes toxicos,
esta repuesta inmune innata parece interferir en el desarrollo del ciclo hepatico del parasito y

contribuir en la inhibicion del ciclo eritrocitico (Miller, Sack, Baldwin, Vaughan, & Kappe, 2014).

Pese a la respuesta inmune que se desencadena frente las formas pre-eritrociticas del
pardsito, parece no ser suficiente para controlar y eliminar la carga parasitaria dentro del
hospedador resultando en la continuidad del ciclo hacia la fase eritrocitica. La respuesta frente
a los estadios sanguineos del parasito implica mecanismos de la respuesta inmune adaptativa
humoral y celular. Evidencias experimentales indican que los glébulos rojos infectados son
reconocidos por células dendriticas esplénicas, quienes realizan presentacion a linfocitos
CD4+, con la posterior liberacion de IL-12, IFN-y, TNF, IL-21 (Osii, Otto, Garside, Ndungu, &
Brewer, 2020). IFN y TNF estan involucrados en la induccién de la produccién de especies
reactivas de nitrogeno y del oxigeno contribuyendo a la reduccion de la parasitemia;
adicionalmente, el IFN-y lidera otras funciones como la activacion de macréfagos y células
dendriticas, produccion de IL-12 que favorece la diferenciacion de la subpoblacion Thl y el
cambio de isotipo en los linfocitos B con llevando a su activacién (McCall & Sauerwein, 2010).
El IFN-y puede ser secretado por otras células del sistema inmunologico entre ellas NK, que
estimulan la accion efectora de CD4+ y la subpoblacién Thl, y la subsecuente produccion de
IFN-y e IL-2 entre otras citoquinas (Gazzinelli et al., 2014). La liberacién de citoquinas por las
células efectoras resulta en una cascada de reacciones sinérgicas entre la respuesta
adaptativa y celular ampliando la respuesta inmune para controlar el proceso infeccioso. Si
bien, existen evidencias del papel fundamental del IFN-y en el control de la infecciéon por
Plasmodium, también ha sido documentado su relaciéon con el desarrollo de complicaciones
como la malaria cerebral (Nasr, Allam, Hamid, & Al-Ghamdi, 2014; Villegas-Mendez et al.,
2012).

La activacion de las células plasméticas permite una respuesta especifica a través de
anticuerpos especificos contra proteinas del parasito, por una parte, los anticuerpos permiten
la opsonizacion de las células infectadas y de estadios sanguineos del parasito potenciando su
fagocitosis, estimulan una respuesta nhociva mediada por complemento y previenen la invasion
de glébulos rojos por bloqueo de los sitios de los sitios de unién (Marsh & Kinyanjui, 2006). ;
sin embargo, en respuesta a la interaccion de las células opsonizadas y células efectoras se
produce TNF que puede causar lesiones tbxicas contra los parasitos, pero también

alteraciones tisulares en el individuo; concentraciones aumentadas de TNF han sido
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documentadas en pacientes y modelos experimentales que presentan cuadros de malaria
complicada (Dunst, Kamena, & Matuschewski, 2017a). En la respuesta humoral se ha
documentado la produccién contra diferentes proteinas del parasito, por ejemplo, anticuerpos
contra la proteina del cirscumporozoito en animales experimentales son capaces de proteger
al hospedero del desarrollo del ciclo eritrocito (Dups, Pepper, & Cockburn, 2014). Por otra
parte, el papel efector de los linfocitos Thcl a través de la IL-12 estimula el cambio de isotipo
de IgG2c relacionado con la produccion de anticuerpos contra proteinas del merozoito como
las proteinas de superficie del merozoito (MSP-1 del inglés Merozoite Surface Protein-1) (Su &
Stevenson, 2002) o el antigeno apical de membrana (AMA-1 del inglés Apical Membrane
Antigen 1) (Polley et al., 2004), estudios in vivo en ratones y monos, junto con la evidencia de
circulacion de estos anticuerpos en humanos, indican que estas inmunoglobulinas pueden
tener un papel protector frente a la invasion de gldébulos rojos por el parasito (Yazdani,
Mukherjee, Chauhan, & Chitnis, 2006).

Algunas evidencias sugieren que residentes de zonas endémicas que habitan estos lugares
durante afios y con exposicion repetida al contacto con el parasito, pueden desarrollar una
inmunidad protectora a través de anticuerpos contra proteinas del cirscunsporozoito y
proteinas de membrana del merozoito, que si bien no protegen de padecer nuevas infecciones
por Plasmodium, son personas que resultan con infecciones con bajas parasitemias, cursos
asintomaticos y poca evoluciéon hacia cuadros complicados (Offeddu, Thathy, Marsh, &
Matuschewski, 2012; Riley & Stewart, 2013).
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1.1.6 Caracteristicas de la enfermedad
1.16.1 Malaria no complicada

El periodo de incubacioén varia de acuerdo con diversos factores como la especie del parasito, la
via de transmision y factores inherentes al hospedero como la respuesta inmunolégica y la
edad, factores que en conjunto influyen en la presentacion clinica de la enfermedad. Los
primeros sintomas son inespecificos propios de un sindrome febril agudo como malestar
general, dolor de cabeza, mialgias, mareos, nauseas, vomito, sudoracién y fiebre; esta ultima
puede presentarse de forma irregular, alternando con episodios de sudoracion y escalofrios
(WHO, 2015).

1.16.2 Malaria complicada

La malaria complicada es un problema de interés en salud publica para los paises en via de
desarrollo, siendo responsable de hasta 3 millones de muertes al afio y altos costos para el
sistema de salud (Naing, Whittaker, Nyunt Wai, & Mak, 2014). En la India las infecciones por P.
vivax se asocian con cuadros complicados representan aproximadamente el 23,9% de los
casos, encontrando manifestaciones como malaria cerebral, dafio renal, anemia severa y dafio
hepético, y que aproximadamente el 32% de estas personas fallecen (Rishikesh Kumar &
Saravu, 2017).

La OMS define malaria complicada como la presencia en sangre de formas asexuadas de P.
falciparum, acompafnada de hallazgos clinicos o de laboratorio que no sean explicados por otra
causa; sin embargo la malaria complicada también puede ser causada por Plasmodium vivax,
recientemente se han reportado complicaciones y muertes asociadas a Plasmodium knowlesi
(Cox-Singh et al., 2010) (Ver tabla 1.1 y 1.2); las manifestaciones complicadas incluyen anemia
grave, malaria cerebral, sindrome de dificultad respiratoria aguda, falla renal e insuficiencia
hepatica. (WHO, 2015)

En la patogenia de la malaria complicada por P. falciparum se han estudiado ampliamente los
mecanismos implicados en la malaria cerebral y la anemia grave, sindromes que pueden
explicarse a partir de dos mecanismos fundamentales: la obstruccién vascular causada por
glébulos rojos parasitados y la destruccién de eritrocitos; la interaccién entre los eritrocitos
parasitados y el endotelio conlleva a un proceso de activacién y estrés endotelial que amplifica
la respuesta inflamatoria, la cual contribuye a la lesion de 6rganos como el cerebro, el pulmoén,

el rifién y el higado, y conducen a un compromiso multisistémico (Andrade & al", 2011). En el
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caso de P. vivax hasta el momento no se conocen claramente los mecanismos fisiopatolégicos
relacionados con las manifestaciones clinicas graves, se cree que existe un relacién estrecha
con la respuesta inmunitaria del huésped, que media un proceso proinflamatorio, mayor que lo
observado en infecciones por P. faclciparum, (Anstey, Russell, Yeo, & Price, 2009), se ha
propuesto también que existe una diseritropoyesis relacionada con la actividad de citoquinas
proceso que explicaria la fragilidad celular observada en eritrocitos parasitados y no
parasitados contribuyendo a la anemia (Wickramasinghe, Looareesuwan, Nagachinta, & White,
1989), en los estudios de sindrome de distrés respiratorio agudo por esta especie se
documenta una posible relacion entre el incremento de las citoquinas y el deterioro progresivo
de la funcién alveolar (Tan, Yacoub, Scott, Bhagani, & Jacobs, 2008), por otra parte, se ha
encontrado una mayor prevalencia de trombocitopenia severa con algunos desordenes de

coagulacion en pacientes con infecciones por esta especie (Oliveira-Ferreira et al., 2010).

La fisiopatologia de malaria grave por P. Knowlesi es menos conaocida, y se sugiere que la
hiperparasitemia, el secuestro y la adhesion endotelial de glébulos rojos parasitados estan
involucrados en este desenlace clinico; sin embargo, se requiere de estudios mas detallados
(Cox-Singh et al., 2010)

Tabla 3.1 Criterios de clasificacion de malaria complicada por P. falciparum

+ Alteracion de la conciencia: escala de coma de Glasgow < a 11 para adultos o escala de como
Blantyre < de 3 para nifios

» Postracién: Debilidad generalizada que le impide a una persona sentarse, pararse o caminar
sin asistencia.

»  Convulsiones mdltiples: méas de dos episodios en 24 horas

* Acidosis: un déficit de base > 8 mEg/L o, si este parametro no es viable, nivel plasmético de
bicarbonato d< 15 mmol/L o lactato > 5 mmol/l. Acidosis metabdlica manifiesta como distrés
respiratorio (Respiracion profunda, dificultad respiratoria).

+ Hipoglicemia (glucosa en sangre < 40 mg/dl)

* Anemia severa: concentracion de hemoglobina < 5 g/dL o un hematocrito < 15%en nifios < de
12 afios (<7 g/dL y 20% respectivamente en adultos) con un conteo de parasitos > 10.000/pl.

+ Falla renal: creatinina sérica > 3 mg/dL, con un conteo de parasitos >100.000/pl.

+ Edema pulmonar: Radiolégicamente confirmado o saturacion de oxigeno < 92% con el aire del
ambiente con una tasa respiratoria > 30/minutos, a menudo con tiraje en el pecho y
crepitaciones en la auscultacion.

+ Sangrado significativo: incluye sangrado recurrente o prolongado de la nariz, encias o sitios de
venopuncién, hematemesis o melenas.

* Choque: choque compensado se define como relleno capilar = 3 segundos o gradiente de
temperatura en la pierna (extremidad media a proximal), pero no hipotension. El shock
descompensacion se define como presion arterial sistélica en nifios de < 70 mm Hg y < 80 mm
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Hg en adultos, con evidencia de perfusion alterada (extremidades frias o llenado capilar
prolongado).

» Hiperparasitemia: Densidad de parasitos > 4% (~ 200.000/pl). En pacientes con P. falciparum
densidades > 10% de gldbulos rojos parasitados.

Tomado de: Guidelines for the treatment of malaria 3RP Edition. (WHO, 2015)

Tabla 1.4 Criterios de clasificacion de malaria complicada por P. vivax y P. knowlesi

* La malaria severa por P. vivax se define bajo los mismos parametros de malaria severa por P.
falciparum, pero con niveles de parasitemia diferentes.

* La malaria severa por P. knowlesi se define bajo los mismos pardmetros de malaria severa por
P. falciparum, pero con dos diferencias.

* P. knowlesi hiperparasitemia: densidad de parasitos > 100.000/pl

* Presencia de ictericia y densidad parasitaria > 20.000/pl

Tomado de: Guidelines for the treatment of malaria 3RP Edition. (WHO, 2015)

En los dltimos afios, algunos autores han sugerido que los parametros de severidad
establecidos por la OMS requieren un reajuste basado en las modificaciones epidemiolégicas
de la enfermedad, debido a que algunos de los pardmetros tienen una débil relacién con el
desenlace fatal (Sypniewska et al., 2017). En el caso de Colombia el Ministerio de la
Proteccion Social y el Instituto Nacional de Salud de acuerdo con las condiciones
epidemiolégicas del pais realizé6 un ajuste de algunos criterios de complicacién para los
pacientes que padecen malaria, los cuales presentan variaciones en los valores de referencia

de algunos parametros de laboratorio (Ver tabla 1.3) (INS, 2010a).
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Tabla 1.5. Criterios clinicos y de laboratorio para malaria complicada

Criterio de
gravedad

Criterios OMS (1)

Criterios sugeridos con base en
experiencias nacionales (2)

Malaria cerebral

Coma (Glasgow<10, Blantyre <3)
Convulsiones generalizadas (2 6 1 en 24
h)

Coma (Glasgow<10, Blantyre <3)
Convulsiones (al menos 1 en 24 H)

Hemoglobinuria

Orina roja oscura o0 negra con prueba de
orina positiva para hemoglobina y
mioglobina

Complicacién
renal

< 12ml/kg en 24 h nifios, con creatinina
elevada para la edad Creatinina sérica >3
mg/dl con eliminacién urinaria <400 ml en
24h

Creatinina> 1.5 mg/dL
BUN >20mg%

Complicacion
hepética

No esta definida. Ictericia clinica
bilirrubina >3 mg/DIl. Aminotransferasas 3
veces

encima del valor normal

Bilirrubina total > 1.5 mg/dL
Transaminasas >40 U.l.

Complicacion

Edema pulmonar agudo dx

Taquipnea o Disnea, con evidencia por
RX de SDRA o edema pulmonar:
infiltrado alveolar bilateral, infiltrado Peri-

pulmonar con RXy SDRA hiliar, infiltrado o edema intersticial,
edema generalizado
Bicarbonato plasmético <15 mmol/L Bicarbonato plasméatico <15 mmol/L
Acidosis Exceso de bases >-10 Exceso de bases >-10
metabdlica Acidemia: Ph arterial <7.35 Acidemia: Ph arterial <7.35
Lactato >5 mmol/L Lactato >5 mmol/L
Shock:

T.A. sistélica en
decubito supino y
signos asociados

< 80mm Hg adultos
<50mm Hg nifios

< 80mm Hg adultos
<50mm Hg nifios

Anemia grave:
hemoglobina

<5 gr/d|

Hemoglobina < 7 grs/dl

Trombocitopenia
grave: recuento
de plaquetas

<20.000 plaquetas/pl

<50.000 plaquetas/ul

Hipoglicemia:
glicemia

< 40 mg/d|

Glicemia < 60 mg/dl;

Hiperpirexia

>39-40° C

Hiperparasitemia

>5% grp en baja endemia

Tomado de: Instituto Nacional de Salud. Guia para Atencion Clinica Integral del paciente con malaria. 2010 (INS,

2010b)
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1.2 LINFOCITOS T COLABORADORES TIPO 1 (TH1)

Los linfocitos CD4* son una subpoblacién celular de linfocitos restringidos al complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) clase II. La diferenciacion de células CD4* hacia la subpoblacion
celular CD4*" Thl, esta mediada por diferentes factores entre los que se consideran las
caracteristicas del antigeno, la presencia de sefales coestimuladoras de las células
presentadores de antigeno (del inglés: Antigen-presenting cells (APCs)), y sefiales recibidas por
citoquinas; principalmente la IL-12 y el IFN-y. La liberacion de IL-12 por macrofagos o células
dendriticas activas, induce sobre los linfocitos CD4* el estimulo para la produccion de IFN-y por
la via de sefializacién STAT4, que induce directamente la produccion de IFN-y y la expresién
del IL-12Rp, a su vez el IFN-y promueve la diferenciacion de las células Thl por la activacion
del transductor de sefial y el activador de la transcripcién 1 (STAT1); STAT1 regula la expresion
del factor de transcripcion T-bet, un factor fundamental que actia sobre el promotor del gen
IFN-y. Th1 (Carty, Riese, & Koretzky, 2018).

Dentro de las funciones de las células Thl se relaciona la erradicacién de patégenos (bacterias,
hongos y protozoos) y tumores intracelulares, a través de la activacion efectora potente de
macroéfagos, células NK y células T CD8*, estimulan el cambio de clase de inmunoglobulina en
las células B para la sintesis de inmunoglobulina G2a (IgG2a). Las células Th1 contribuyen a la
eliminacion de virus, toda vez que el IFN-y y TNF secretado por estas células, activa las células
T citotéxicas CD8". Recientemente se ha descrito un subgrupo de células Thl denominadas
como células Thl no clasicas, que se originan a partir de células Th17 en focos inflamatorios,
bajo la accion de citoquinas como IL-12, IL-1 y TNF, al parecer con un rol importante en

procesos inflamatorios cronicos (Annunziato & Romagnani, 2016).
Citoquinas

Las citoquinas son proteinas o glicoproteinas de aproximadamente 30 KDa, estas son
producidas en respuesta a un estimulo como un trauma o una infeccién; median interacciones
complejas entre una diversidad de células, dentro de las funciones de la citoquinas se destaca
su papel en la defensa contra infecciones, en la regulacion de la inmunidad, comunicacion entre
células, migracion de celular, regulacién del crecimiento y desarrollo del tejidos embrionarios,
Una vez son secretadas las citoquinas pueden desencadenar su efecto por una actividad

autocrina, endocrina o paracrina (J.-M. Zhang & An, 2007).
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La sefializacion que induce la sintesis de una citoquina tiene lugar por dos vias principalmente
JAK-STAT y NF- kB; cuando un ligando de citoquina se une a un receptor de la via JAK-STAT,
el receptor se dimeriza lo que conduce a la fosforilacion de los residuos de tirosina por parte de
las Janus quinasas (JAK), favoreciendo la aparicion de sitios de union SH2 para las proteinas
STAT (del inglés: Signal Transducer and Activator of Transcription), estas proteinas son
activadas por fosforilacion, forman un dimero que se transloca al nucleo, alli se unen a

elementos promotores del A que inducen la transcripcion génica (Dembic, 2015a).

Existen alrededor de 45 citoquinas de acuerdo a su actividad funcional pueden ser clasificadas
en citoquinas del tipo I, citoquinas del tipo Il, citoquinas de la superfamilia del TNF, citoquinas
de la familia de la IL-1 y otras citoquinas (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2015)

1.1.7 Perfil de citoquinas de células Th1l

Las células Th1 se caracterizan por secrecion de citoquinas como IFNy, IL-2, IL-12, linfotaxina,
TNF-B y a, y la expresion de receptores CCR5 and CXCR3 para las quimiocinas (Raphael,
Nalawade, Eagar, & Forsthuber, 2015; Romagnani, 2014).

1.1.7.1 Interferén-y (IFN-y)

Es una proteina compuesta por dos cadenas polipeptidicas asociadas de forma antiparalela con
un peso de 34 kDa. Los principales productores de IFN-y incluyen células T, células NK,
células NKT, APC profesionales como macréfagos, células dendriticas (DC) y células B. El
receptor para el IFN-y esta formado por una subunidad a y B, la unién de la molécula con su
receptor activa a JAK1 y JAK2, que a su vez activan al factor STAT1 y la posterior activacion del
factor de transcripcién T-bet (Kak, Raza, & Tiwari, 2018).

El IFN-y es una citoquina con funciones antivirales, antitumorales e inmunomoduladoras,
participa en la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. Una de sus principales funciones es la
activacion de los macrofagos, donde induce la sintesis de mediadores inflamatorios, especies
reactivas del oxigeno y nitrégeno. Esta citoquina aumenta la expresion de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) para facilitar la presentacién antigénica. (Griffin,
2008). El IFN-y activa las células NK, estimulando su actividad antitumoral, junto a la granzima
B y la perforina juega un papel citotéxico en el cual inician la apoptosis de las células tumorales,
y permiten la sintesis de moléculas inhibidoras de puntos de control (Jorgovanovic, Song,
Wang, & Zhang, 2020). Esta citoquina facilita el crecimiento y maduracion de diferentes células

y la migracion de leucocitos (Kak et al., 2018).
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1.1.7.2 Interleuquina 2 (IL-2)

La IL-2 humana esta formada por 133 aminoacidos que forma cuatro hélices a, es secretada
por linfocitos Thl y células CD8+, y por algunas células dendriticas en presencia de IL-15. El
receptor de la IL-2 estd conformado por tres subunidades, que se puede encontrar en la
superficie de linfocitos T, B, NK, en algunos macréfagos, monocitos y neutréfilos de manera

temporal o permanente (Dembic, 2015b).

Esta citoquina tiene un papel inmunoregulador, es necesaria para la supervivencia y las
funciones supresoras de las células T Foxp3 +, la ausencia de IL-2 o sefializaciébn por su
receptor, produce una deficiencia numérica y/o funcional de células Treg, y lo cual esta
asociada al desarrollo de autoinmunidad. (Ross & Cantrell, 2018). Participa estimulando la
proliferacion y diferenciacion de las células T, células NK, células linfoides innatas. Sobre las
células B la IL-2 estimula la secrecion de IgM, y sobre macréfagos estimula la produccion de
TGF-B (Abbas, Trotta, Simeonov, Marson, & Bluestone, 2018).

1.1.7.3 Factor de necrosis tumoral a (del inglés: Tumor necrosis factor - TNF-a)

El TNF-a humano es una proteina conformada por 233 aminoacidos y un peso mlecular de 27
kDa, es producida por células del linaje monocito como macrofagos, astroglia, microglia, células
de Langerhans, células de Kupper y macréfagos alveolares principalmente, pero también es
secretada por linfocitos y células endoteliales. Su accién se ejerce a través de la interacciéon con
los receptores 1y 2 de TNF, el primero expresado en tejidos mamiferos y el segundo en células
del sistema inmunoldgico, dependiendo de la unidon a un receptor particular esta interaccion
media la activacion intracelular de diferentes vias, entre ellas: sefalizacion NF-kB, sefializacion
MAPK / C-Jun y sefalizacion caspasa / apoptética, activacion de PI3K / Akt y rutas
proangiogénicas; efectos posteriores, que incluyen apoptosis, activacion celular, supervivencia y
proliferacion (Calzascia et al., 2007; Parameswaran & Patial, 2010; Urschel & Cicha, 2015).

Esta citoquina potencia la activacion de linfocitos T y B, macréfagos, células NK y células
presentadores de antigeno, favorece el reclutamiento de linfocitos y neutréfilos, asi como el
reconocimiento de antigeno; en los tejidos estimula la remodelacion y recuperacién, tiene la
capacidad de desencadenar la produccion de prostaglandinas por lo que es considerado uno de
los principales pirégenos, promueve la liberacion de las proteinas de la fase de inflamacion
aguda (Silva et al., 2019).
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1.3 LINFOCITOS T REGULADORES (TREG)

Esta subpoblacion celular hace parte de linfocitos T, se caracteriza por la expresion del factor
de transcripcion Foxp3, y los receptores de membrana CD25+ y CD4+, estas células se pueden
generar en el timo o en la periferia, complementario a la sefializacion de TCR se requiere del
factor regulador de interferon 4 (IRF4) y Blimpl para inducir su funcién efectora (Wei et al.,
2017); con una funcion principalmente supresora, dentro de los cuales se describen
mecanismos que conllevan a la produccién de citoquinas antiinflamatorias, expresién de
receptores inhibidores y la privaciéon de citoquinas, que contribuyen al mantenimiento de la
autotolerancia inmunolégica (Guzméan Flores & Portales Pérez, 2013; Hori, 2014). Otras
funciones asociadas a las Tregs es la destruccion directa de otras células por la secrecion de
perforina y granzima, y la sintesis y liberacién de adenosina fosfato ciclico para interferir con el

metabolismo de otras células (C. Li, Jiang, Wei, Xu, & Wang, 2020).

Las células Treg son fundamentales en la prevencion de enfermedades autoinmunes, como la
diabetes tipo 1 y en el control de enfermedades inflamatorias crénicas, como el asma y la
enfermedad inflamatoria intestinal, ; sin embargo, puede bloquear mecanismos que contribuyen
a la esterilizacion de patégenos y que limitan la inmunidad antitumoral (Vignali, Collison, &
Workman, 2008).

1.1.8 PERFIL DE CITOQUINAS DE LINFOCITOS TREG

La subpoblacion celular de linfocitos Treg se caracteriza por la secrecion de IL-10, TGF-B y IL-
35 (Wei et al., 2017).

1.18.1 Interleuquina 10 (IL-10)

La IL-10 es un polipéptido de 18 kDa, es producida por linfocitos Th2, linfocitos Treg, Thl7,
células CD4+, CD8+, células B, mastocitos, macrofagos y algunas células dendriticas, en la
actualidad se acepta que la IL-10 puede ser secretada por diferentes tipos de células del

sistema inmune innato y adaptativo (Mosser & Zhang, 2008; Saraiva & O'garra, 2010).

La sefializacion intracelular que deriva de la unién de la IL-10 y su receptor dimérico generan
cambios en la sefalizacion de la via JAK/STAT, conduciendo a la interrupcién de funciones
efectoras en diferentes células, por ejemplo en macréfagos suprimen la expresion de moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il y de coestimuladores involucrados en la

presentacion antigenos como CD80 y CD86 expresados en la membrana, inhibe la produccion
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de especies reactivas del nitrégeno y oxigeno, inhibe la diferenciacion y maduracion de células
dendriticas, la accién que ejerce la IL-10 sobre macréfagos y células dendriticas resulta en una
potente inhibicibn de la presentacion antigénica (Cyktor & Turner, 2011; Mosser & Zhang,
2008). La IL-10 tiene la capacidad de inhibir la produccién de citoquinas de las células Thl, NK
y macréfago, suprime la funcién de algunas quimiocinas inflamatorias. Por otra parte, tiene un
efecto inhibidor de la subpoblacion células Thl7 y Th2, y promueve la sobrevivencia de las
células Treg. ; sin embargo, esta citoquina puede desencadenar efectos estimulantes, sobre las
células B favorece la proliferacién y diferenciacion, al igual que en las NK y en la produccién del
algunas citoquinas(Mosser & Zhang, 2008) . La produccion alterada de esta citoquina, aumento
o disminucion ha sido relacionado con enfermedades crénicas o manifestaciones complicadas
(Ouyang & O’Garra, 2019).

1.1.8.2 Factor de crecimiento transformante (3 (del inglés transforming growth factor - TGF-

B1)

La TGF-B1 es una de las tres isoformas del TGF-f3, es su forma inactiva es un homodimero de
25 kDa (Yoshinaga et al., 2008), es secretada en estado latente y requiere de activadores, que
pueden ser proteasas, trombospondina-1, integrinas y especies reactivas del oxigeno, y es la
mas abundante de las tres isoformas (Horiguchi, Ota, & Rifkin, 2012). Es producida por
macrofagos, linfocitos principalmente Treg, células endoteliales, plaguetas y células estromales
(M. O. Li & Flavell, 2008).

Su principal funcion es ejercer una accion antiinflamatoria e inmunosupresora. En macréfagos y
monocitos inhibe la proliferacion celular, e interfiere en la produccién de especies reactivas del
oxigeno y nitrbgeno. Esta citoquina media la regulacibn de factores de crecimiento
intracelulares que intervienen en la diferenciacion celular, puede modular la expresién de
citoquinas en monocitos, es quimioatrayente de neutréfilos, monocitos y fibroblastos. En
estudios in vitro, ha mostrado un efecto para estimular la produccion de IgA, inhibir la secrecion
de inmunoglobulinas como la IgM e IgG, e inhibir la proliferacién de diferentes tipos de células
como linfocitos, células endoteliales, hepatocitos, queratinocitos y algunas células malignas
(Peralta-Zaragoza, Lagunas-Martinez, & Madrid-Marina, 2001) Induce la diferenciacion de la
subpoblacién Th17, su principal funcién esta relacionada con la tolerancia inmunoldgica (Oh &
Li, 2013).

El papel del TGF-B1 como biomarcador en diferente tipos de cancer ha sido evaluado, sin

embargo su comportamiento es diferente, en el algunos en el cancer de ovario la expresion baja
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de esta citoquina se relaciona con un mejor pronéstico, en cancer urogenital la concentracion de
esta citoquinas es directamente relacionado con fenotipos agresivos de la enfermedad
(Kubiczkova, Sedlarikova, Hajek, & Sevcikova, 2012).

1.4 MONOCITOS

Los monocitos son células derivadas de la medula ésea, hacen parte de las células de la
respuesta inmune innata y desempefan un papel importante en la regulaciéon de la homeostasis
celular, especialmente frente a procesos asociados con la infeccién e inflamacién. Representan
aproximadamente el 5% de las células nucleadas circulantes en la sangre de una persona
adulta con buen estado de salud; su vida media oscila entre uno a tres dias (Espinoza &
Emmady, 2020).

Estas células son de naturaleza heterogénea y exhiben una alta plasticidad. Los monocitos han
sido clasificados en tres subconjuntos de acuerdo con la expresion relativa de CD14
[correceptor del receptor 4 tipo toll (TLR4) y media en la sefializacién de lipopolisacaridos (LPS)]
y CD16 (receptor llla de Fc gamma). El fenotipado por citometria de flujo ha identificado tres
poblaciones diferentes de monocitos, a saber, clasico (CD14 ++, CD16 -), intermedio (CD14 + ,
CD16 + ) y no clasico (CD14 + , CD16)++) monocitos (Sampath, Moideen, Ranganathan, &
Bethunaickan, 2018).

1.1.9 PERFIL DE CITOQUINAS DE MONOCITOS

Los monaocitos clasicos secretan citoquinas proinflamatorias como IL-6, los monocitos
intermedios secretan TNF-a, IL-1B, e IL-6 tras la estimulacion de TLR y los no clasicos se les ha

asociado con la produccion de TNF-a (Kapellos et al., 2019).
1.19.1 Interleuquina 6 (IL- 6)

La IL-6 es una proteina compuesta por 184 aminoacidos que forman cuatro hélices, que se une
al receptor de citoquinas tipo |, el cual puede estar unido a la membrana (sefializacion clasica) o
encontrarse de forma soluble (sefializacién trans). Hepatocitos, células epiteliales y algunos
leucocitos expresan en su membra IL-6R, lo que aumenta el espectro de accién de esta
citoquina Esta citoquinas es producida por células inmunes activadas, células estromales,
células T, macréfagos, células endoteliales, fibroblastos y hepatocitos (Choy & Rose-John,
2017).
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La IL-6 es una citoquina con una gran variedad de funciones, si su expresion resulta de la
sefalizacién clasica su funcidn se orienta a un papel homeostatico y antiinflamatorio, mientras
gue la regulacion trans media procesos proinflamatorios (Baran et al., 2018; Rose-John, 2012) .
Dentro de las funciones de la IL-6 se destaca su funcién regulada de la respuesta inmune e
inflamacion. La estimulacién de los hepatocitos por la IL-6 estimula la produccion de proteinas
de fase aguda; durante la inflamacién aguda, los monocitos, macréfagos y células endoteliales
producen IL-6, lo que lleva al reclutamiento de neutréfilos mediante la activaciéon de un
subconjunto de quimiocinas y moléculas de adhesion por parte de células endoteliales, células
de musculo liso y fibroblastos. La IL-6 promueve la diferenciacion de las células plasmaticas y la
produccion de anticuerpos, y en conjunto con TGF- B promueve la diferenciacion de la
subpoblacion de células Th17 (Harbour et al., 2020).

La actividad de la IL-6 est& relacionada con procesos como la produccion de fiebre, anemia en
enfermedades crénicas, estimulacion de células del sistema nervioso central, sistema inmune,
tejido Gseo, tejido muscular y tejido del endotelio vascular (Ramirez, Duque, & Naranjo, 2011).
Concentraciones elevadas de IL-6 son asociados con enfermedades que conllevan procesos
inflamatorios crénicos, tanto asi, que el bloqueo de la sefializacion de esta citoquina es utilizado

con fines terapéuticos (Martinez-Morillo, Grados, Tejera, & Marqués, 2011).
1.1.9.2 Interleuquina 1 B (IL -1B)

La IL-1B se expresa en el citoplasma como una proforma de 31 kDa, se procesa y se libera tras
la accion de la caspasa-1, en su forma activa es de 17 kDa. Su funcion se ejerce por la
sefalizacién que deriva de su interaccidén con el receptor IL-1 tipo | (Krumm, Xiang, & Deng,
2014). es una citoquina secretada por macrofagos, monocitos, neutréfilos, células NK, células

dendriticas, linfocitos B, su expresidn se induce por estimulacion sefiales inflamatorias.

Esta citoquina tiene principalmente funciones proinflamatorias, sus acciones estan relacionadas
con procesos como la fiebre, migracién de leucocitos, produccién de cortisol, participa en la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular, regulacion de la inflamacién, inductor de
componentes de la fase aguda y factor de activacion de linfocitos. EI aumento de la
concentracion de IL-1B estd asociada a sindromes autoinflamatorios (Kaneko, Kurata,
Yamamoto, Morikawa, & Masumoto, 2019). Inhibe la proliferacion de células mieloides,
mesenquimales, epiteliales, linfoides, epiteliales e incluso de células malignas; sin embargo,
tiene la capacidad de estimular la produccion de fibroblastos, células no epiteliales y ciertas

poblaciones de células mesenquimales.
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1.5 BIOMARCADORES

Un biomarcador es una sustancia o una caracteristica que puede ser medida y evaluada
objetivamente como un indicador de procesos bioldégicos normales, procesos patolégicos o
como respuesta a una intervencion terapéutica. Los biomarcadores se han utilizado para
diagnosticar y pronosticar la evolucion y el resultado de muchas enfermedades. Pueden ser
utilizados para: 1) el diagnéstico de una enfermedad, 2) identificar riesgo de las personas, 3)
para clasificar a los pacientes en funcion de la gravedad de la enfermedad, 4) para proporcionar
el pronéstico de la enfermedad, 5) para evaluar la gravedad de la enfermedad , 6) para
proporcionar alguna orientacién en el tratamiento y en el manejo de una enfermedad v,
finalmente, 7) para identificar el riesgo de complicacion a largo plazo de los pacientes después
de la manifestacion de una enfermedad en particular. Los biomarcadores se pueden encontrar
en diferentes fluidos biolégicos tales como suero, plasma, orina, células o pueden ser productos
biolégicos en forma de metabolitos, citoquinas 0 marcadores genéticos (N. W. Lucchi et al.,
2011).

Ante la necesidad e importancia de la prevencion de las complicaciones de las enfermedades
infecciosas, especialmente en areas con alta tasa de morbi-mortalidad, en la ultima década se
han incrementado el nimero de estudios enfocados en la busqueda de biomarcadores que
ayuden a pronosticar complicaciones de la enfermedad. Las investigaciones sobre la
patogénesis de las diferentes enfermedades infecciosas han implicado un avance en la

comprension de la enfermedad.

La respuesta inflamatoria hace parte de una respuesta natural y temprana del cuerpo frente a
procesos infecciosos; sin embargo, se cree que la desregulacion de la respuesta inflamatoria y
la activacion endotelial son los procesos centrales en la patogénesis de la severidad de diversas
etiologias infecciosas y que la cuantificacién plasmética de esas moléculas puede pronosticar
los efectos clinicos (van der Heyde HC, et al, 2006; Clark IA et al, 2004; Faille D, et al. 2009).
Por ejemplo, en casos de sepsis y shock séptico se ha identificado una elevacion transitoria
(aproximadamente por 72horas) de moléculas como el receptor antagonista de la IL-1, proteina
C reactiva, procalcitonina, ICAM-1, TNF, IL-8 y la Caspasa 3, sugiriéndolos en diferentes
publicaciones como biomarcadores de gravedad para estos cuadros clinicos (Rivers. et al.,
2007), en el caso de infecciones virales como el Dengue se ha descrito que IL-7, IL-8, IL-10,

TGF-B, VEGFR2 y Ang-2 tienen una expresion diferencial en los cuadros de fiebre por dengue y
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dengue grave, postuldndose como potenciales biomarcadores de prondstico para la forma
grave de esta enfermedad (Figueroa, Gélvez, & Niederbacher, 2016; Soo et al., 2017), en
pacientes con leptospirosis que presentan alteraciones multiorganicas la concentracion de IL-6,
IL-8 and IL-10 estd4 elevada comparado con pacientes con leptospirosis sin compromiso
organico (Chirathaworn, Supputtamongkol, Lertmaharit, & Poovorawan, 2016), por otra parte,
TNF-a e IL-12 han presentado niveles diferenciadores con otros sindromes febriles (Srinath et
al., 2017).

En pacientes con malaria se han realizado investigaciones con el fin de aclarar el papel de las
citoquinas y otras moléculas derivadas de la respuesta inmune en la fisiopatologia de la
enfermedad, lo que ha permitido evaluar las concentraciones de estas moléculas en los
diferentes desenlaces clinicos. Una de las moléculas mas documentadas es el IFN-y,
comparaciones realizadas en grupos de pacientes con malaria no complicada y complicada
encuentran que los niveles de IFN-y estan aumentados en pacientes con malaria cerebral o
anemia severa, esto es concordante con hallazgos en modelos de ratones (Ong'echa,
Davenport, Vulule, Hittner, & Perkins, 2011; Raballah et al., 2017; Villegas-Mendez et al., 2012).

En algunos estudios realizados en nifios de Ghana se encontraron altos niveles de ICAM-1
soluble en plasma, los cuales estan asociados con el desarrollo de MC, estos niveles pueden
reflejar la regulacién por incremento de ICAM-1 en la microvasculatura cerebral, pudiendo ser
pronostico en un cuadro de malaria cerebral (Adukpo et al., 2013), en esta via el aumento de la
concentracion moléculas como sVCAM-1, sELAM-1, TNF-a se ha descrito en nifios con malaria
complicada, comparados con individuos no complicados; si bien, este tipo de moléculas pueden
tener una implicacién significativa en la patogénesis de la enfermedad, eventualmente su
cuantificacién puede ser (til en el pronéstico de pacientes con malaria que se pueden complicar
(Tchinda et al., 2007).

Por otro lado, se conoce que las Angiopoyetina 1 y 2 (Ang-1 y Ang-2) son reguladores criticos
de la activacion y la integridad endotelial. La Ang-2 se expresa en las células endoteliales y se
almacena como granulos especializados, para la liberacién rapida a estimulos inflamatorios,
actuando principalmente como antagonista de Ang-1, promueve la permeabilidad vascular y
facilita la inflamacién mediante la sensibilizacién de células endoteliales por TNF y regulacién
de ICAM 1, sus niveles también han sido descritos como biomarcadores fiables de MC. En
modelos experimentales se ha documentado que la inhibicién de la quimiocina IP-10 conlleva a

una disminucién de la carga parasitaria y control de la infeccién, en caso contrario
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concentraciones aumentadas de esta molécula se asocian con el desarrollo de malaria cerebral
(Nie et al., 2009).

Investigaciones realizadas en Africa, Asia, India y Brasil involucran la cuantificacion plasmatica
de moléculas como IL-1q, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6 IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-173, IL-18, Galectin-
9, IFN-a2, TNF, IFN-y, IL-1Ra, sCD40L, G-CSF, GM-CSF, EGF, FGF-2, VEGF, TGF-q, IP-10,
MIP-1a, MIP-1B, Ang-1, Ang-2, MCP-1, Eotaxin, RANTES, TGF- B y Foxp3, en grupos de
individuos con diferentes presentaciones clinicas de la malaria por P. falciparum. Dentro de los
hallazgos con un nimero mayor de evidencias se encuentra el IFN-y, TNF-a y Ang-2, cuyos
niveles plasmaticos son mayores en personas con malaria complicada en comparacion con
pacientes con malaria no complicada o controles sanos, en este sentido, se ha descrito que la
concentracion disminuida de IL-10 estd asociada con cuadros clinicos complicados ((Raza et
al., 2013; Yeo et al., 2008)).

En infecciones por P. vivax el nimero de investigaciones con este tipo de poblacién es menor,
algunos estudios realizados en Brasil, Tailandia y Pakistan han comparado poblaciones con
diferentes cursos clinicos de la enfermedad; se ha encontrado que las concentraciones
plasmaticas de TNFa, IFN-y IL-10, fueron mayores en el gr upo de pacientes con malaria
severa correlacionado con la presentacion de manifestaciones clinicas como la anemia severa,
falla respiratoria, insuficiencia renal, y concentracion superior de parasitos (Hojo-Souza et al.,
2017; Raza et al., 2013). En Colombia existe un reporte de Goémez y colaboradores en el 2013
evaluando la diferencia en los niveles séricos de IL-10 e IFNy, donde comparan grupos con
primo infeccién y reinfeccion por P. vivax; sin embargo, no se evidencia una correlacién entre
los niveles séricos de estas moléculas y manifestaciones clinicas de la enfermedad (Gomez
Marrugo & Moneriz Pretell, 2013).
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CAPITULO Il

PERFIL EPIDEMIOLOGICO Y CLINICO DE PACIENTES CON MALARIA
COMPLICADA Y NO COMPLICADA POR PLASMODIUM VIVAX.

2.1RESUMEN

2.1.1 Introduccién

Plasmodium vivax tiene una alta morbilidad, es la especie de Plasmodium con mayor
distribucion mundial, actualmente se reconoce su capacidad para desencadenar cuadros
complicados. El presente estudio tiene como objetivo comparar las caracteristicas clinicas y
epidemiolbgicas de pacientes con malaria por P. vivax con y sin criterios de complicacién en un

area endémica para la transmisién de malaria en el noroeste de Colombia.

2.1.2 Métodos

Se realizé un estudio descriptivo de corte trasversal entre 2017 - 2019, se incluyeron pacientes
con malaria complicada por P. vivax (n=50), malaria nho complicada (nh= 56) y controles sanos
(n= 50). Caracteristicas sociodemograficas, clinicas, hematolégicas y bioquimicas fueron
descritas. El andlisis estadistico se realiz6 en GraphPad Prism, las variables categéricas se
analizaron por la prueba de Chi cuadrado, las comparaciones de variables entre los tres grupos
se realizaron por test de Kruskal-Wallis y comparacién entre dos grupos por el test de Mann-
Whitney. La relacion entre variables se realizé por un andlisis de correspondencia multiple con

el software R.
2.1.3 Resultado

Un total de 156 individuos fueron vinculados al estudio, 76 mujeres y 80 hombres, entre 3-71
afios. El 50 % de los pacientes no tenian antecedentes de malaria, el 42% de los pacientes
complicados requirié hospitalizacion, frente al 7,1% de los pacientes no complicados. La
densidad parasitaria fue similar en ambos grupos clinicos; sin embargo, el 10% de los pacientes
complicados presentaron parasitemias entre 20.000-135.000 parasitos/ul. La caracteristica
clinica mas frecuente en pacientes con malaria complicada fue la trombocitopenia severa en el

54% de los casos, seguido de hipoglicemia (48%) y disfuncion hepéatica y renal (30%).
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2.1.4 Conclusiones

La trombocitopenia, hipoglicemia y la disfuncién hepatica y renal fueron las complicaciones mas
encontradas en la malaria por P. vivax en este estudio. La concentracion de hemoglobina y el
conteo de parasitos no presentaron diferencias en relacibn con la condicion clinica. La
trombocitopenia fue el hallazgo mas frecuente en pacientes con malaria y su gravedad estuvo

relacionada con menos episodios de la enfermedad.
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2.2INTRODUCCION

Malaria es la parasitosis méas prevalente en el mundo; el més reciente reporte de la OMS estima
gue en el afio 2019 se presentaron 229 millones de casos y aproximadamente 409.000 muertes
en el mundo (WHO, 2019). En las Américas se notificaron 976.000 casos; Venezuela, Brasil y
Colombia aportan el 83% de los casos para la region, de los cuales el 74,1% son atribuidos a P.
vivax . En Colombia en los ultimos 5 afios se han presentado en promedio 60,121 casos de
malaria no complicada y 930 casos de malaria complicada, con un aumento en el 14 % y 15%
de notificaciones para cada clasificacion clinica en el 2018 con respecto al afio anterior (INS,
2020).

Plasmodium vivax es prevalente en el Sudeste Asiatico y América del Sur (Dayananda, Achur,
& Gowda, 2018). En las Américas es responsable de 64% de los casos de malaria (WHO,
2017), porcentaje que historicamente asciende alrededor del 70% en Colombia; (Rodriguez,
Uribe, Araudjo, Narvaez, & Valencia, 2011); ; sin embargo, en los ultimos tres afios se han
presentado cambios epidemiolégicos, que muestran un comportamiento similar de P. falciparum

y P. vivax en el nimero de casos.

Durante décadas P. vivax fue considerada como una especie clinicamente benigna, en la
actualidad existen evidencias que describen complicaciones neuroldgicas, hematolégicas como
anemia y trombocitopenia severa, compromiso respiratorio, renal y hepético (Castro-Gomes et
al.,, 2014; Douglas et al., 2012; Howes et al., 2016; B. Kumar et al., 2017; Sarkar &
Bhattacharya, 2008).

La anemia severa es la complicacion reportada con mayor frecuencia en Asia y en algunos
paises de América del Sur, afecta tanto a nifios, adultos y mujeres embarazadas, su relacién
con diferentes comorbilidades ha sido estudiada, en cuyo caso la anemia puede ser aiun mas
severa. El distrés respiratorio o compromiso pulmonar, se ha reportado en monoinfecciones por
P. vivax, diferentes estudios post-morten en la India y Brasil, identificaron por métodos
moleculares la presencia del parasito en los tejidos (M. V. Lacerda et al., 2012; Valecha et al.,
2009).

Los reportes de malaria cerebral por P. vivax son muy poco frecuentes siendo el coma y
alteraciones de conciencia las manifestaciones encontradas. Las implicaciones hacia P. vivax
como responsable de estos cuadros clinicos complicados obedecen en principio a la

identificacion de ADN del parasito en los diferentes tejidos, observacion de infiltrados celulares
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en monoinfecciones confirmadas, y en casos puntuales, el hallazgo de formas de parasitos en

cortes histolégicos en estudios post mortem (M. V. Lacerda et al., 2012; Valecha et al., 2009).

Los reportes de malaria cerebral por P. vivax son poco frecuentes; coma, convulsiones y
alteracion de la conciencia son las manifestaciones més frecuentes, en estos pacientes se
informan hallazgos de inflamacion localizada. En casos de malaria cerebral causada por esta
especie, la infeccion ha sido confirmada por microscopia o biologia molecular, descartando otro
tipo de microorganismo (Mukhtar et al., 2019; Pinzon, Pineda, Rosso, Shinchi, & Bonilla-Abadia,
2013).

Los mecanismos fisiopatolégicos que median las diferentes formas clinicas de la malaria por P.
vivax, son poco conocidos. La baja carga parasitaria que se observa durante la infeccion, la
invasion restrictiva hacia glébulos rojos jévenes, las pocas evidencias del secuestro de glébulos
parasitados en o6rganos, ha llevado a considerar que existen mecanismos diferentes a lo

descrito para P. falciparum que participan en la patogenia por P. vivax (Milner, 2018).

La produccién exacerbada de citoquinas pro-inflamatorias, la activacion y expresion de
moléculas de adhesion endotelial y mecanismos autoinmunes, son algunos de los mecanismos
gue pueden causar las complicaciones clinicas causadas por esta especie (Barber et al., 2015;
Rivera-Correa et al.,, 2019; Wassmer et al., 2015). No existen criterios de complicaciéon
especificos para P. vivax por la OMS, las indicaciones actuales sugieren la utilizacién de los
mismos parametros utilizados para P. falciparum (WHO, 2015), a pesar de ser dos especies con
caracteristicas biolégicas y epidemiolégicas diferentes, lo que sin duda amerita una singularidad
en la definicién de los criterios por los cuales los pacientes recibirian un determinado manejo

terapéutico.

El presente estudio tiene como objetivo comparar las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas
de pacientes con malaria por P. vivax con y sin criterios de complicacién en un area endémica

para la transmision de malaria.
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2.3METODOLOGIA

2.3.1 Participantes del estudio, disefio del estudio y colecciéon de datos

El lugar de estudio fue el departamento de Cérdoba, ubicado en la regién Caribe al noreste de
Colombia, se realizé un estudio descriptivo de corte trasversal. Los participantes del estudio
fueron reclutados en el Hospital San Jer6nimo de Monteria y en el Hospital San José de
Tierralta, entre octubre de 2017 y marzo de 2019, se conformaron tres grupos de estudio:
pacientes con malaria complicada por P. vivax (n=50) (segun criterios de la tabla 1.1), malaria

no complicada (n= 56) y controles sanos de area endémica (n=50) (Figura 2.1).

A cada paciente se le tomaron muestras de sangre por puncion venosa en EDTA y tubo seco,
las muestras se tomaron durante el periodo febril y antes del inicio de tratamiento antimalarico.
Se realizé un hemograma automatizado, gota gruesa, extendido de sangre periférica,
cuantificacion sérica de glucosa, creatinina, bilirrubina total, bilirrubina directa, aspartato
aminotransferasa, alanina aminotransferasa y confirmacion de especie por PCR anidada de
acuerdo con lo descrito previamente por Andrade y colaboradores (Bruno Bezerril Andrade et
al., 2009).

La clasificacién de los pacientes con malaria complicada se realizé de acuerdo con la Guia
para el Tratamiento de Malaria de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2015) y la Guia
para Atencion Clinica Integral del paciente con malaria para Colombia del Instituto Nacional de
Salud (INS, 2010b) como se muestra en la tabla 2.1.

El grupo de controles sanos de area endémica, fueron personas afebriles al momento de la
toma de la muestra, sin eventos de malaria en los Ultimos seis meses y reclutados en el
municipio de Tierralta. Para todos los grupos fueron excluidos del estudio menores de 2 afios,
mujeres en embarazo, personas con enfermedades de base, malaria mixta, monoinfecciones
por P. falciparum, leptospirosis y dengue. Al total de participantes se les realizé una encuesta

para colectar informacion sociodemogréfica, clinica y epidemiolégica.
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Figura 2.1. Distribucién geografica de casos de malaria complicada y no complicada por P.

vivax en la zona de estudio
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Tabla 2.1 Criterios de clasificacion para pacientes con Malaria Complicada por P. vivax.

Criterios de clasificacion

Recuento de plaquetas < 50000/uL
Hipoglicemia < 60 mg/dL

Acidosis metabdlica (bicarbonato plasmatico < 15 mmol/L)
Creatinina sérica = 1.5 mg/dL
Hiperlactatemia (lactato > 5 mmol/L)
Bilirrubina Indirecta = 1.5 mg/dL

Bilirrubina total = 1.5 mg/dL

Transaminasas =40 U.l.

Hemoglobina < 7 g/dL

Recuento de parasitos = 50.000 parasitos/uL
Estado de coma

Convulsiones

Alteraciones del estado de conciencia
Dificultad respiratoria

Edema pulmonar

Hemoglobinuria

2.3.2 Consideraciones éticas

El proceso de inclusion y participacion de los sujetos se realiz6 de manera voluntaria y de
conformidad con las pautas nacionales (Resolucion N° 008430 del 4 de octubre de 1993,
Republica de Colombia, Ministerio de Salud) e internacionales (Declaracion de Helsinki y sus
enmiendas, Asociacion Médica Mundial (WMA) Edimburgo, Escocia, octubre 2000); los
participantes dieron su consentimiento a través de la firma del consentimiento o asentimiento
informado de acuerdo con la edad de cada individuo. El proyecto recibié aval ético del Comité

de Etica Humana de la Facultad Ciencias de la Salud de la Universidad de Cérdoba.

2.3.3 Analisis de datos

Para el analisis estadistico de los datos se utilizé el software GraphPad Prism version 7.00. Las
variables categoricas entre los grupos de analizaron por la prueba de Chi cuadrado, las
comparaciones entre variables cuantitativas entre los tres grupos fueron comparadas usando el
test de Kruskal-Wallis y para la comparacién entre dos grupos se hizo por el test de Mann-

Whitney. Para observar la tendencia de asociacion entre variables al interior del grupo de
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pacientes con malaria no complicada y malaria complicada se realiz6 un analisis de
correspondencia multiple con el software estadistico R versién 3.6.3. Como parte de un analisis
exploratorio de las variables demogréficas y clinicas se realiz6 un analisis de componentes
principales (ACP) de manera independiente para el grupo de pacientes con malaria complicada

y no complicada.
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2.4RESULTADOS

2.4.1 Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion estudiada.

Un total de 156 individuos fueron vinculados al estudio, 76 mujeres y 80 hombres, entre los 3 y
71 afios, la variable edad se comporté de manera similar entre los tres grupos de estudio (p
0.5698 Kruskal-Wallis test). El 90,5 % de los individuos con diagndstico de malaria procedian
del municipio de Tierralta, el porcentaje restante procedia de los municipios de Puerto
Libertador y Montelibano, el total de los individuos del grupo control fueron reclutados en el
municipio de Tierralta, el 80,1% de la poblacién habitaban en areas rurales dispersas y el 83,3%
tenia una estancia igual o superior a dos afios habitando esa zona. Las principales ocupaciones
de las personas fueron estudiante, actividad pecuaria y oficios varios con un 37,8 %, 28,7% y
23,7 % respectivamente. El avistamiento de mosquitos en el &rea de la vivienda fue notificado
por el 94% de los participantes, el uso de toldillos por el 63,5%, la poblacién indic6 no usar
angeos en las ventanas de las viviendas, ni repelente como medida de proteccién para la

picadura de insectos (Tabla 2.2).

2.4.2 Caracteristicas clinicas, hematoldgicas y bioquimicas de la poblacion
estudiada

24.2.1 Caracteristicas clinicas

En el grupo de pacientes con malaria complicada el 74 % casos era la primera vez que tenia
malaria o habia padecido un solo episodio previo de la enfermedad, esta misma situacién se
presento en el grupo de malaria no complicada en el 57% de los casos, en el grupo de controles
sanos el 60% de las personas indicaron nunca haber enfermado de malaria. Por otra parte, el
42% de los pacientes con malaria complicada requirié hospitalizacién, mientras que solo el

7,1% de los pacientes con malaria no complicada fue hospitalizado (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Caracteristicas demogréficas de la poblacion estudiada.
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S . No Controles = p Kruskall
Descripcién Complicado : .
complicado sanos wallis
Genero [n (%)]
Femenino 24 (48,0) 22 (39,3) 30 (60) 0.6543
Masculino 26 (52,0) 34 (60,7) 20 (40) 0.5321
Edad [(Mediana (IQR)] 16 (11-26) 17 (12-35) 20 (12-34) 0.5694

N° de episodios previos de malaria [n (Guedes, Sanchez, Gomes, &

Fontes)]
0 25 (50) 23 (41) 30 (60)
< 18 (36) 23 (41) 17 (34)
2 6 (12) 9 (16) 3 (6)
Hospitalizados [n (%)]
Yes 21 (42) 4(7,1) N/A
No 29 (58) 52 (92,9) N/A
Presencia de mosquitos 46 (92) 56 (100) 45 (90)
Use de angeos en ventanas 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Uso de insecticida 4 (8) 3(5,4) 5 (10)
Uso de repelentes 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Uso de toldillo 39 (78) 39 (69,6) 21 (42)
e @) 209 30
Fumigacion de cultivos 13 (26) 1(1,8) 3 (6)
Cultivos cerca de la casa 35 (70) 54 (96,4) 32 (64)

IQR = Rango intercuantilico (del inglés; Interquartile range), N/A = No Aplica

La fiebre, cefalea y escalofrios fueron las manifestaciones clinicas mas frecuentes en el 94% de
los pacientes con malaria, ; sin embargo, los pacientes con malaria complicada presentaron
mayor diversidad en cuanto a manifestaciones, como dolor abdominal, dolor retrocular, vémito,
artralgias, entre otros, con respecto al grupo de pacientes con malaria no complicada (Tabla
2.3).

Tabla 2.3 Caracteristicas clinicas de pacientes con malaria complicada y no complicada por P.

vivax.




Manifestaciones Complicados No complicados

%

clinicas n=50 n=56
Fiebre 50 100 55 98,2
Cefalea 49 98 55 98,2
Escalofrios 47 94 53 94,6
Sudoracioén 0 0 5 8,9
Ictericia 0 0 3 5,3
Artralgias 6 12 3 5,3
Mialgias 3 6 0 0
Somnolencia 2 4 0 0
Nauseas 4 8 0 0
Diarrea 3 6 0 0
Dolor retrocular 6 12 0 0
Dolor abdominal 12 24 1 1,8
Cansancio 2 4 0 0
Pérdida de apetito 8 16 1 1,8
Mareo 5 1 2 3,6
Vémito 17 34 9 16,1

Nota: Los individuos de grupo control fueron asintomaticos

La parasitemia en los dos grupos de pacientes con malaria arrojo una mediana de 2.400 y
2.388, respectivamente, el 10% de los pacientes con malaria complicada y el 3,5% de pacientes
no complicados presentaron parasitemias entre 20.000 - 135.000, el conteo de parasitos no
presento diferencias significativas entre estos dos grupos, sugiriendo que el conteo de parasitos

no tiene relacion con las alteraciones presentadas en diferentes 6rganos.
2422 Caracteristicas hematoldgicas

La cantidad de glébulos rojos y leucocitos fue significativamente mas baja en los pacientes con
malaria complicada, con respecto a los otros dos grupos de estudio, mientras que la
concentracion de hemoglobina fue similar entre los pacientes diagnosticados con malaria
independiente de su criterio de clasificacion, ; sin embargo, la concentracion de este parametro
se encontr6é disminuida en los individuos diagnosticados con malaria, con respecto al grupo de
controles sanos. La concentracién de hemoglobina en los pacientes con malaria oscilo entre los
rangos de anemia leve (10,1 — 10,9 gr/dL) y moderada (7,1 - 10,0 gr/dL), solo un paciente
presentdé hemoglobina de 6,8 gr/dL considerado como anemia severa (7 gr/dL), por lo cual fue

incluido en el grupo de pacientes complicados (Ver Tabla 2.4).
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Tabla 2.4 Perfil hematoldgico y bioguimico de pacientes con malaria complicada y no
complicada por P. vivax
MC N=50 MNC N=56 Controles MC vs
Mediana Mediana sanos N=50 MNC vs ,\ﬁ/ICN\(/:S M(C::Svs M'\(I:CSVS
(IQR) (IQR) MedianA (IQR) Cs
Recuento de 2400 (1,400 2388 (1,800 —
parésitos/pL —5,393) 4150) N/A 0,6510 0,6510 N/A N/A
Globulos rojos 4,053 4,402 4,753 (4,408 —
X1076/L 0.0956 0.08103 5,058) <0,0001 0,0061 <0,0001 0,0021
Leucocitos x10"3/ 5,28 (4,59 — 5,93 (4,62 — _
m 6,39) 7.3) 7,55 (6,9 -9,47) <0,0001 0,0320 <0,0001 <0,0001
Hemoglobina
gr/dL (Mean + SD) 11,21 £1,81 11,83+£1,78 12,66 £ 1,51 0,0002 0,0757  <0,0001 0,0122
Plaquetas x10"3/ 46,5 (31,75—  118(85,5 — 146 (245,3 —
n 89 5) 154.8) 326.3) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
N 67,95 (53,73 79,9 (71,7 — 76,6 (67,65 —
Glicemia mg/dL ~79.6) 110)) 82,7) 0,0010 0,0003 0,013 0,13
i 0.96 (0,72 - 0,79 (0,67 — 0,73 (0,60 —
Creatinina mg/dL 1,51) 1,0) 0,84) 0,002 0,0125 <0,0001 0,0168
Bilirrubina Total 0.71 (0,43 — 0,75 (0,59 — 0,71 (0,55 —
mgldL 1,08) 0,84) 0,87) 0,8223 0,8984 0.7457 0,4947
Alanino
aminotransferesa 34’%52 (115)’6 - 28'84(52’)78 B 233%%;)5 - 0,0026  0,0475 <0,0001 0,0179
(ALT) U/L : : :
Aspartato
aminotransferasa 26,05 (14,18 20,15 (14,85 - 16,8 (11,7 - 0,0022 0,0337 <0,0001 0,0482
(AST) UIL —42,7) 26,55) 22,9

IQR = Rango intercuartilico MC: Malaria Complicada; MNC: Malaria No complicada; CS: Controles
Sanos. La comparacion entre los tres grupos se realizé por Kruskal Wallis, las comparaciones entre dos
grupos por Mann Withney.

El conteo de plaquetas presento diferencias significativas entre los tres grupos de estudio. En el
grupo de malaria complicada el 54% de los pacientes presentaron trombocitopenia severa
(<50.000 plaquetas/mm?), el 28% trombocitopenia moderada (50.000 — 99.999 plaquetas/mm?)
y 8% trombocitopenia leve (100.000 — 149.000 plaquetas/mm?) (tabla 2.5), mientras que el
recuento de plaquetas en los pacientes con malaria no complicada present6 grados similares de

trombocitopenia moderada y leve en un 35,7% y 32,1%, respectivamente.

Los pacientes que padecian por primera vez la enfermedad en el grupo de malaria complicada
presentaron concentraciones disminuidas de plaquetas con respecto a los pacientes que
padecieron la enfermedad por primera vez categorizados en el grupo de malaria no complicada

(p <0,0001). En el grupo de complicados la media de la concentracion plaquetaria fue de 39,12
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+ 16,21, mientras que en el grupo de malaria no complicada fue de 116,8 + 44,42. Para el 66 %
de los pacientes con trombocitopenia severa era la primera vez que padecia un episodio de
malaria (figura 2.2).

200 9
150 9

100

Plaguetas x10"3/ul

Episodios previos de m alaria

Figura 2.2 Concentracion de plaquetas vs numero de episodios previos de malaria en pacientes
con malaria por P. vivax. Rojo: pacientes con malaria complicada; negro: pacientes sin malaria
complicada. ****p=<0.0001

24.2.3 Caracteristicas bioquimicas

En el grupo de pacientes con malaria complicada los parametros bioquimicos se comportaron
de la siguiente manera: el 28 % (n=14/50) presentd una concentracion sérica de creatinina
aumentada (21,5 mg/dL), dentro de este grupo 2 individuos presentaron valores superiores a
3,0 mg/dL; en general la concentracion de creatinina fue superior en el grupo de complicados
con respecto a los dos otros grupos de estudio, el 40 % (n=20/50) de los pacientes en este
grupo presentaron concentraciones disminuidas de glicemia de acuerdo con lo establecido por
INS (< 60 mg/dL) y el 6% (n= 3/50) concentraciones inferiores a 40 mg/dL, esta ultima
corresponde al criterio de la OMS. El 30% de los pacientes con malaria complicada presentaron

niveles aumentados de ambas transaminasas (> 40 U/L) (Tabla 2.5).

Tabla 2.5 Caracterizacion clinica de pacientes con malaria complicada.

Caracteristicas clinicas Grupo MC %
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Trombocitopenia severa < 50.000 27 54

Trombocitopenia modera 50.000 — 99.000 14 28
Trombocitopenia leve 100.000 — 149.000 4 8,0
Hipoglicemia (< 40mg/dL) OMS 4 8,0
Hipoglicemia (<60 mg/dL) INS 20 40,0
Insuficiencia renal (> 1.5 mg/dL) INS 13 26,0
Insuficiencia renal (> 3.0 mg/dL) OMS 2 4,0
Anemia leve - moderada (Hb < 11 g/dL) 20 40,0

Insuficiencia hepatica

(GPT/GOT > 40 U/L o Bilirrubina total > 1.5mg/dL) = e
Hiperparasitemia >50.000 par/ul 2 4,0
Con 1 criterios de complicacion 24 48,0
Con 2 criterios de complicacion 11 22,0
Con 3 criterios de complicacion 7 14,0
Con 4 criterios de complicacion 4 8,0
Con 5 criterios de complicacion 3 6,0
Con 6 criterios de complicacion 1 1,0

El 48% de los pacientes categorizados en el grupo de malaria complicada registraron un Unico
criterio de complicacion, en el 24 % de estos pacientes la hipoglicemia fue el Gnico criterio de
complicacion (n= 12/50), seguido de la trombocitopenia severa en el 16% (n =8/50) de los casos
complicados, mientras que el 52% de pacientes de este grupo presentaron entre 2 a 6 criterios

de complicacién (Tabla 2.5).

2.4.3 Asociacion entre variables clinicas de pacientes con malaria complicaday

no complicada por P. vivax.

En el analisis de componentes principales en ambos grupos de pacientes con malaria, mostro
una correlacion positiva esperada entre variables hematolégicas como hemoglobina,
hematocrito y glébulos rojos con las diferencias ya establecidas con respecto al género, en

cuanto a la sintomatologia analizada por genero presento ligera diferencia entre estos grupos.

En el grupo de pacientes con malaria complicada se evidencié una correlacion positiva y
simultanea entre la bilirrubina total, bilirrubina directa, AST y ALT, y a su vez estas mismas
variables se asocian de manera negativa con la edad, episodios previos de malaria, recuento de

plaguetas y eosindfilos. Este analisis muestra que las personas que han sufrido mas episodios
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de malaria tienen menos sintomas que las personas con menos episodios padecidos de la
enfermedad. En pacientes con malaria severa, es evidente una correlacién positiva entre la
hemoglobina, el hematocrito, los glébulos rojos, los leucocitos y los basdfilos, correlacion no
observada en pacientes con malaria no complicada. Estos parametros podrian ser un marcador
esencial de una posible complicacion (Figura 2.3). Cada ACP se acompafia de un dendograma

gue permite visualizar de forma mas clara las interacciones entre las variables.
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Figura 2.3 Andlisis de la relacién de variables epidemiol6gicas, hematolédgicas y bioquimicas
por grupos de estudio A) Pacientes con malaria no complicada, B) Pacientes con malaria

complicada.
2.5DISCUSION

En el presente estudio se evaluaron las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de pacientes
diagnosticados con malaria complicada y no complicada por P. vivax en una zona endémica en
el norte de Colombia (Figura 2.1, Tabla 2.2 - 2.3). A pesar de existir una politica mundial
liderada por OMS encaminada a la reduccién y eliminacion de &reas de transmision de la
malaria, en América del Sur paises como Brasil, Venezuela y Colombia ha aumentado el
reporte de casos en los ultimos afos (WHO, 2017). Actualmente, se reconoce que P. vivax es
una especie que puede causar malaria complicada e incluso puede provocar la muerte; sin
embargo, no se dispone de criterios de complicacién especificos para esta especie, la OMS
indica que se deben aplicar los pardmetros descritos para complicacion en malaria por P.
falciparum, a pesar de conocer que son especies con comportamientos bioldgicos y
epidemiolégicos diferentes. En Colombia, los criterios de complicacion para los pacientes con
malaria contemplan los parametros establecidos por la OMS, pero incluyen algunas variaciones
de acuerdo con experiencias propias del pais; sin embargo, estos son utilizados indistintamente

de la especie.

Medidas histéricas de proteccién contra la picadura de mosquitos, como el uso de angeo en las

ventanas, uso de repelentes, no esta siendo utilizadas por la poblacion, el uso de toldillo fue
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reportado por un poco mas de la mitad de la poblacion, siendo similar en los dos grupos de
pacientes con malaria, incluso el grupo de controles sanos reporta un menor porcentaje de uso
con respecto a las personas que padecian la enfermedad, por otra parte se evidencid un
desconocimiento con respecto a las re-impregnaciones de los toldillos, muy poca personas
reconocen que se ha re-impregnado el toldillo nuevamente, otros indican no tener conocimiento
0 no haber realizado la re- impregnacion. Por otra parte, se observa que a pesar de que en el
peridomicilio reportan la presencia de cuerpos de agua y cultivos alrededor de las viviendas, la
frecuencia de fumigaciones alrededor de las viviendas es muy baja en los tres grupos de
estudio (Tabla 2.2); con esta informacion es evidente que no hay adherencia a las medidas
convencionales para evitar las picaduras de mosquitos, como uso de angeos repelentes,
toldillos, programas de fumigacion, situacion similar en los tres grupos de estudio .El estudio de
Chukwuocha y colaboradores, evidenciaron una baja adherencia al uso de toldillos como
estrategia de prevencion, atribuida a la percepcion del calor, humedad que genera su uso y la
desconfianza frente a los productos quimicos utilizados para impregnar estas mallas
(Chukwuocha et al., 2010). La publicacién de Pulford y colaboradores, es una revision de varios
estudios con respecto al uso de los mosquiteros, encuentra que la mayoria de las personas
manifiesta no usar el mosquitero por el calor que provoca, otra de las razones en la baja
percepcion en la densidad de insectos, e incluso que en algunos lugares los mosquiteros eran

utilizados para otras actividades como la pesca (Pulford, Hetzel, Bryant, Siba, & Mueller, 2011)

La revision sistematica de Rahimi BA et al. sobre el paludismo grave por P. vivax refleja la
variabilidad clinica de las infecciones por esta especie respecto a las condiciones geograficas,
la endemicidad e incluso el subregistro de casos complicados de paludismo por P. vivax
(Rahimi et al., 2014). Las razones de la variabilidad clinica aun se desconocen; se requieren
estudios para determinar la influencia de los factores genéticos del parasito, del huésped y

factores ecoepidemiolégicos en la forma clinica de la enfermedad.

La parasitemia presentdé una mediana de 2.400 parasitos/ mm? independientemente de la
categoria clinica, sexo o edad (Tabla 2.4), el conteo fue inferior a lo reportado en otra areas
endémicas donde la mediana esta frecuentemente alrededor de 10.000 parasitos (Arévalo-
Herrera et al., 2017; Baird, 2013). En el grupo de pacientes con malaria complicada ingresaron
dos pacientes con parasitemias mayores a 50,000 parasitos/mm?, el resto de pacientes de este
grupo pese a no tener recuentos altos de parasitos presentaron criterios de complicacion
hematoldgicos, renales y hepaticos, no se encontrd correlacion entre la concentracién de

parasitos y las diferentes complicaciones que presentaron los pacientes durante la infeccion por
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P. vivax, el criterio de hospitalizacion fue una variable que no se asocio con los criterios de
complicacién, menos de la mitad de los pacientes con malaria complicada se encontraban

hospitalizados en el momento de su inclusién en el estudio.

Trombocitopenia, hipoglicemia, disfuncién hepatica y renal fueron las manifestaciones clinicas
prevalentes en el grupo de pacientes con malaria complicada, no se observaron casos de
alteraciones pulmonares o cerebrales (Tabla 2.5). Los compromisos hematolégicos encontrados
en este estudio fueron anemia y trombocitopenia. La anemia es una de las alteraciones mas
frecuentes en infecciones P. vivax, la anemia severa es considerada una complicacion que
afecta principalmente a adolescentes y mujeres en embarazo (Castro-Gomes et al., 2014). En
este estudio el 33,9 % de los pacientes con malaria presentaron anemia moderada o leve, el
analisis de esta variable dentro de cada grupo clinico indic6 que el 38% de los pacientes con
malaria complicada presentaron anemia, comparado con el 30,4% de los pacientes con malaria
no complicada, en el grupo de malaria complicada un solo paciente presenté anemia severa, lo
que correspondié al 2% dentro de este grupo clinico (Tabla 2.4), el comportamiento de esta
variable fue similar a los descrito por otros autores para zonas endémicas de P. vivax en
América Latina (Arevalo-Herrera et al., 2015); sin embargo, esta variable presenta variaciones
gue han sido asociadas con otras factores como la distribucién geografica y la edad, entre otras
(Douglas et al., 2012). La aparicion de anemia durante la infeccién por este protozoo no es del
todo entendida, la limitada capacidad de esta especie para parasitar globulos rojos de todas las
edades, pone en manifiesto que la destruccion de las células parasitadas no es el reflejo de la
anemia resultante en el hospedero, lo que ha llevado a plantear que existen otros mecanismos
implicados que median esta alteracion, una de las hip6tesis mas sdélidas es la generacion de
autoanticuerpos contra proteinas de la membrana del glébulo rojo, que median la destruccién
de glébulos rojos parasitados y no parasitados (Rivera-Correa, Pardo-Ruge, Gonzalez, &
Rodriguez, 2017; Rivera-Correa et al., 2020).

La trombocitopenia se presentd en el 78,3% (n=83/106) de las personas diagnosticadas con
malaria, los porcentajes de trombocitopenia en pacientes con malaria por P. falciparum y P.
vivax presentan variaciones entre el 40% - 78%, en la mayoria de los casos presentando una
baja asociacién con sangrados (Gupta, Bansal, Jain, & Sahare, 2013). El porcentaje de
trombocitopenia fue mayor que lo reportado previamente por otros autores para zonas
endémicas de Sur América en pacientes con malaria (Martinez-Salazar & Tobdn-Castafio,
2014), pero similar a los estudios realizados en la India que reporta 88% de trombocitopenia en

infecciones por esta especie (Saravu, Docherla, Vasudev, & Shastry, 2011).
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En este estudio el 90% de los pacientes con malaria complicada presento trombocitopenia,
donde el 54% de los individuos padeci6 de trombocitopenia severa (n=27/50), a su vez, el 62,9
% (n=17/27) de las personas con malaria complicada y trombocitopenia severa presentaban
malaria por primera vez, situacion que ha sido reportada previamente en pacientes con malaria
por P. falciparum sin historia previa de infeccién que presentaron las concentraciones mas bajas
de plaquetas (Lampah et al., 2014). En este estudio la concentracién de plaquetas presenté una
correlacion negativa con la parasitemia (r -0.2223, p 0.0220) (Figura 2.3) y fue el hallazgo mas
frecuente en los pacientes con disfuncion hepatica, similar a lo reportado por otros
investigadores (Fazil et al., 2013; Martinez-Salazar & Tobon-Castafio, 2014). EI mecanismo
implicado en la trombocitopenia en la malaria no es claro, existe una diversidad de hipotesis que
incluyen secuestro de plaquetas en el bazo durante la remocion de células parasitadas,
autoagregacion plaquetaria, circulacién de anticuerpos anti-plaquetas y alteracion en la sintesis
de trombopoyetina derivada de la accién de citoquinas (M. V. G. Lacerda, Mourao, Coelho, &
Santos, 2011; Punnath et al., 2019).

La hipoglicemia es una manifestacion frecuente en infecciones por Plasmodium, en este estudio
el 48% de los pacientes con malaria complicada presentdé esta condicion (Tabla 2.5), la
prevalencia de hipoglicemia asociada a malaria varia entre paises, en rangos entre el 6 al 50%
en P. vivax (Rahimi et al., 2014). En P. falciparum la prevalencia puede incrementar hasta en un
70% (Dhangadamajhi, Panigrahi, Roy, & Tripathy, 2019); adicionalmente los porcentajes
pueden variar dependiendo de la edad, siendo mas frecuente en niflos que en adultos,
excluyendo a la mujeres embazadas cuya condicién fisiolégica tiene un factor predisponente
adicional. Algunos medicamentos como la quinina, afectan el metabolismo de la glucosa por su
capacidad para estimular la produccion de insulina (Bartoloni & Zammarchi, 2012), favoreciendo
la hipoglicemia en los pacientes, este es uno de los principales mecanismos que explican esta

condicion.

Por otra parte, el consumo de glucosa durante infecciones severas por Plasmodium parece ser
mayor con respecto a los cursos clinicos no complicados de la enfermedad, alteraciones en la
produccion de la glucosa y ayuno prolongado son factores desencadenantes de hipoglicemia.
La concentracion disminuida de glucosa en sangre esta asociada con un mal prondstico en
malaria, principalmente en nifios, donde se presentan alteraciones y manifestaciones
neurologicas que pueden desencadenar en la muerte (Madrid, Lanaspa, Maculuve, & Bassat,
2015).
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El dafio renal agudo por P. vivax es reportado en nifios y adultos, estudios histolégicos indican
el hallazgo de microangiopatia trombdética, caracterizada por lesion endotelial, oclusion
microvascular por plaquetas o trombos de fibrina e isquemia glomerular, en otros casos se
reporta la presencia de focos de necrosis de localizacién cortical o glomerular (Sinha et al.,
2013). El mecanismo patoldgico que conlleva al dafio en el rifion no es claro; ; sin embargo, es
conocida que las lesiones vasculares pueden ser desencadenadas por microorganismos,
toxinas y medicamentos, que conllevan a un desbalance en la produccién de moléculas del
complemento, adhesion endotelial y citoquinas, siendo reconocido que en las infecciones por P.
vivax se observa una mayor produccion de moléculas que median la respuesta inmunoldgica
con respecto a lo que se observa en una malaria por P. falciparum, por lo que se estima que
desbalance de la respuesta inflamatoria juega un papel fundamental en la alteracién de este

o6rgano (Yeo et al., 2010).

Los casos de disfuncién renal asociados a P. vivax oscilan alrededor del 5 -20% (Nagvi, 2015),
en el presente estudio la disfuncién renal fue causa de malaria complicada en el 30% de los
pacientes de este grupo, la concentracion de creatinina transaminasas elevados se presento en
el 60% de los casos, de este porcentaje el 28,5% presentaba adicionalmente un aumento en la
bilirrubina total. Algunos estudios reportan mayor frecuencia de alteraciones renales en
pacientes adultos, ; sin embargo, en este estudio no se encontr6 una diferencia entre la
concentracion sérica de creatinina entre el rango de edad o el recuento de pardsitos en este
grupo (Miranda-Arboleda, Martinez-Salazar, & Tobén-Castano, 2014). En Brasil en un estudio
con caracteristicas similares al nuestro, consideraron una disfuncién renal para aquellos
pacientes que presentaron valores de creatinina superiores a 1,3 mg/dL, este grupo el total de
los pacientes requirié hospitalizacién para el manejo terapéutico (L. A. B. Cruz, M. Barral-Netto,
& B. B. Andrade, 2018); en nuestro estudio 71,5% de los pacientes con elevacion de la
creatinina se encontraban hospitalizados (dato no mostrado). Otro factor que puede producir un
aumento sérico de la creatinina es la hemdlisis, la cual con lleva a un aumento de la bilirrubina
total; sin embargo, no en todos los estudios de disfuncién renal por P. vivax se observa un
aumento de creatinina y bilirrubina total al mismo tiempo, u otros parametros como la anemia
severa e incremento del BUN, como se observd en este estudio (Figura 2.3). Existen
discrepancias en el valor de referencia de creatinina relacionado con alteracion renal en
infecciones por malaria, lo que se aprecia diversidad de pardmetros encontrados en las
publicaciones; algunos autores plantean que al tomar como referencia los parametros de la
OMS, que son los altos, podria conllevar a identificar de manera tardia las alteraciones renales
(Miranda-Arboleda et al., 2014).
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En el grupo de malaria complicada el 38% de los pacientes presentaron concentraciones
aumentadas de Alanino aminotransferesa (ALT) y el 30% de Aspartato aminstrasferasa (AST),
solo el 6% presentd un aumento de 2 veces con respecto al valor normal de estas enzimas (40
U/L). Durante una infeccion por Plasmodium el aumento paralelo de bilirrubina y transaminasas
es considerado como indicativo de disfuncion hepética, situacion que se presentd en el 10% de
los pacientes de este grupo, quienes adicionalmente presentaron otras alteraciones como
trombocitopenia severa (excepto un caso con trombocitopenia moderada), aumento en los
niveles de creatinina, y un caso presento un recuento de 42.000 parasitos/mm3. Los valores
reportados de estas moléculas en sangre relacionados con disfuncion o dafio hepético en
infecciones por Plasmodium spp. presentan variaciones; algunos autores incluso consideran
valores para categorizar un compromiso leve o grave, este Ultimo rango tiene concentraciones
de > 3mg/dL para bilirrubina y un aumento de tres veces el valor para cada transaminasa (~ >
120 u/L); sin embargo, estas cifras son elevadas, y con baja sensibilidad para la prediccién de

una alteracién en el 6rgano.

En Colombia la Guia de Atencién Clinica Integral del paciente con malaria, sefiala que una
concentracion de 1,5 mg/dL de bilirrubina y un aumento de las transaminasas > a 40 U/L son
indicativos de dafio hepatico. EI compromiso hepatico es reportado en menor medida para la
infecciones causadas por P. vivax, que cursa con una leve alteracién de las concentraciones de
bilirrubina y transaminasas, y en algunos casos acompafados de ictericia (Shwetha, 2014),

similar a lo que se encontrd en nuestra poblacion de estudio (INS, 2010b).

La literatura disponible acerca de los mecanismos derivados de la infeccién por P. vivax origina
una alteracion o disfuncion hepatica es escasa. El aumento de la concentracibn de las
transaminasas Yy bilirrubinas en la sangre esta relacionado con ciclo hepatico del parasito, que
involucra la ruptura de células de este 6rgano y liberacion de estas moléculas a la circulacién en
el caso de las transaminasas, con la consecuente alteracién de las funciones hepaticas, lo que
puede con llevar a perdida de la capacidad de este érgano en la excrecién de bilirrubina que se
refleja en el aumento de esta sustancia en sangre (Poles et al., 2012). Las alteraciones
hepéticas asociadas a P. falciparum son mas estudiadas e involucran mecanismos patogénicos
como la citoadherencia de células parasitadas, obstruccion de la microvasculatura y hemolisis

de los glébulos rojos (Fazil et al., 2013).
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2.6 CONCLUSIONES

La trombocitopenia, la hipoglicemia y la disfuncion hepatica y renal fueron las complicaciones
mas frecuentes observadas en la malaria por P. vivax para la poblacion de estudio. La
concentracion de hemoglobina y el recuento de parasitos fueron similares en las personas con
malaria, independientemente de su estado clinico. En sus diferentes grados, la trombocitopenia
fue el hallazgo més frecuente en los pacientes con malaria y su gravedad se relaciond con un
menor numero de episodios previos de la enfermedad por individuo. Es necesario indagar mas
sobre los mecanismos biolégicos que median la disminucion de plaquetas y su relacién con un

compromiso en diferentes 6rganos durante la malaria por P. vivax.

Es necesario revisar los criterios de complicaciéon de la malaria por Plasmodium vivax en
normativas nacionales e internacionales y ajustarlos de acuerdo con el contexto epidemiolégico
del pais; pues este ultimo ejerce influencias en la biologia del parasito y en la relacion
hospedero — parasito. Es fundamental, contar con herramientas de laboratorio, como la
determinacion de parametros clinicos, que permitan identificar de manera temprana pacientes
en riesgo de desarrollar complicaciones; idealmente a través estudios de seguimiento clinico,
esto favoreceria la calidad de vida del paciente y la orientacion de los recursos econémicos en

salud.
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CAPITULO 1l

EFECTO DE LA INFECCION DE P. VIVAX SOBRE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE
CITOQUINAS DE PERFIL DE MONOCITOS, TH1 Y TREG

3.1 RESUMEN

3.1.1 introduccioén

Las citoquinas y quimiocinas son moléculas de la respuesta inmune con diversas funciones,
entre las cuales esta la inflamacién y la regulacién inmunitaria. En las infecciones por
Plasmodium vivax la produccién descontrolada de estas moléculas es postulada como un
mecanismo inmunopatogénico de la enfermedad. El objetivo de este capitulo fue evaluar los
efectos de la infeccion de P. vivax sobre la concentracion plasmatica de citoquinas de perfil de

monocitos, Thly Treg, y su relacién con las formas clinicas de la malaria.
3.1.2 Métodos

A la totalidad del grupo de estudio, pacientes con malaria complicado (n = 50), malaria no
complicada (n = 56) por P. vivax y controles sanos (n = 50) se cuantificé la concentracion
plasmética de IL-6, IL-1B del perfil de monocitos, IL-2, TNF-a, IFN-y del perfil Thl y IL-10, TGF-
B1 activo del perfil Treg, a través de un inmunoensayo multiplex con perlas, con lectura por
citometria de flujo. Se realizé un analisis descriptivo de las variables, ilustrando los resultados
mediante graficos de cajas, para variables marginales, se establecieron comparaciones entre
grupos utilizando la prueba de Kruskal-Wallis y test de Mann-Whitney de acuerdo con el nimero
de grupos a analizar. Para evaluar relacién entre variables se utilizé la prueba no paramétrica
de Spearman al interior de los grupos. El valor de p < 0,05 fue considerado significativo. Para
determinar la influencia de las citoquinas y quimiocinas en las formas clinicas derivadas de la
infeccién por P. vivax, se compararon diferentes modelos estadisticos de regresion logistica

Procedimientos realizados con el Software estadistico R, versién 4.0.

3.1.3 Resultados

Las citoquinas con mayor concentracion plasméatica en pacientes con malaria fueron IL-10 y IL-
6; mientras que en el grupo control predomino el TGF-B1. Las citoquinas IL-6, IL-10 e IFN-y

presentaron concentraciones significativamente diferentes entre el grupo de pacientes con
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malaria complicada y no complicada. Se observa una respuesta proinflamatoria aumentada en
pacientes con malaria complicada. Los con pacientes trombocitopenia severa presentaron
mayor concentracién de IL-6, IL-10 e IFNy. La disfuncion renal se relacioné con el aumento de
IL-2, IL-1B, y la alteracion hepatica con IL-6 e IFNy. La IL-6 mostr6 la mejor capacidad

predictora de complicacion en infeccion por P. vivax con un AUC de 0.732.

3.1.4 Conclusiones

La concentracibn de IL-6, IL-10 y IFN-y marca un perfil diferenciador entre pacientes
complicados y no complicados en la malaria por P. vivax, las altas concentraciones de estas
citoquinas en pacientes complicados sugieren un papel influyente en el desarrollo de
complicaciones. El TGF-f puede estar relacionado con papel inmunomodulador protector contra
formas clinicas complicadas en las infecciones por P. vivax, pacientes con malaria no
complicada, y controles sanos presentan una mayor concentracidbn de esta citoquina con
respecto a pacientes complicados. La IL-6 mostrd potencial para pronosticar el desarrollo de

complicaciones en pacientes con infeccion por P. vivax.
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3.2 INTRODUCCION

La respuesta inmunolégica que se desencadena frente a una infeccion por Plasmodium es el
resultado de una interaccion multifactorial, donde parte de su complejidad depende de las
diferentes formas del parésito, la alta variacion antigénica y el estado inmunoldgico de
hospedero (Hafalla et al., 2011). La respuesta inmune frente a Plasmodium comienza en una
fase temprana de la infeccion, la migracion de los esporozoitos inoculados en la piel hacia el
higado desencadena el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos
(Pathogen-associated molecular patterns - PAMPS), y patrones moleculares asociados a la
lesion (Damage-associated molecular patterns - DAMPS) por macréfagos, células dendriticas,
NK y NKT que secretan citoquinas proinflamatorias tipo TNF, IL-13 e IFN tipo |, entre otras
(Gazzinelli et al., 2014; Hafalla et al., 2011; Krishnegowda et al., 2005). Por otro lado, algunos
esporozoitos inoculados en la dermis son arrastrados hacia los ganglios linfaticos mas
proximos donde pueden ser degradados por DCs residentes; lo que contribuye a la activacion
linfocitos T CD8*y T CD4* y la consecuente liberacion de citoquinas proinflamatorias (Amino et
al., 2006; Cockburn & Zavala, 2016).

Durante la invasion a los hepatocitos, el parasito induce la expresion de genes que codifican
para IFN tipo I, mecanismo que atrae células NK y NKT, que secretan IFNy, éxido nitrico y
otros componentes toxicos que contribuyen a la eliminacion del parasito (Miller et al., 2014).
Evidencias experimentales indican que los glébulos rojos infectados son reconocidos por
células dendriticas esplénicas, quienes realizan presentacion a linfocitos CD4+, con la
posterior liberacion de IL-12, IFN-y, TNF, IL-21 (Roetynck et al., 2013). IFN y TNF estan
involucrados en la induccion de la produccion de especies reactivas de nitrdgeno y del oxigeno
contribuyendo a la reduccién de la parasitemia; adicionalmente, el IFN-y lidera otras funciones
como la activacion de macréfagos y células dendriticas, produccién de IL-12 que favorece la
diferenciacion de la subpoblacion Thl y el cambio de isotipo en los linfocitos B conllevando a

su activacion (McCall & Sauerwein, 2010).

La liberacion de citoquinas por las células efectoras resulta en una cascada de reacciones
sinérgicas entre la respuesta adaptativa y celular ampliando la respuesta inmune con el
objetivo de controlar el proceso infeccioso (Nasr et al., 2014; Villegas-Mendez et al., 2012); ;
sin embargo, existen evidencias que sugieren que durante la infeccion por P. vivax se produce
un desbalance en la produccion de moléculas de la respuesta inmune como citoquinas y
guimiocinas, generando una exacerbada respuesta proinflamatoria, la cual ha sido asociada

con complicaciones hematoldgicas, renales, hepéticas y cerebrales observadas en la malaria

74



por P. vivax. (B. B. Andrade et al., 2010; Dunst, Kamena, & Matuschewski, 2017b).

Algunos estudios a cerca del comportamiento de citoquinas en las infecciones por P. vivax, han
encontrado altas concentraciones de IL-6, IL-10 y TGF-B, lo cual ha sido asociado con
trombocitopenia (Park et al., 2003; Punnath et al., 2019). Concentraciones elevadas de IL-10
con mayores recuentos parasitarios (Hojo-Souza et al., 2017), IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y
se encuentran en mayor concentracion en pacientes con disfuncion hepatica (Yeom et al.,
2003). Se ha documentado una mayor produccion de IL-6, IL-10 e IFN-y en el primer episodio
de malaria en comparacion de pacientes que han padecido varios episodios de la enfermedad
(R. Santos et al., 2020). En la literatura existen algunos datos contradictorios; por ejemplo, un
aumento en la concentracion de IFNy y TNFa, y disminucion en la IL-10 se ha reportado para
paciente con malaria severa (B. B. Andrade et al., 2010). En mujeres embarazadas se
encontraron concentraciones elevadas IL-6, IL-13, CCL4, CCL2, CXCL10 que padecian
infecciones por P. vivax con respecto a embarazadas sin infeccion (Dobafio et al., 2020). Por
otra parte, en poblacién joven las concentraciones de TNF se asociaron con disminucion en la

concentracion de hemoglobina (da Silva Ventura et al., 2018).

El objetivo de este capitulo fue evaluar los efectos de la infeccibn de P. vivax sobre la
concentracién plasmatica de citoquinas Thl y Treg, y su relacién con las formas clinicas de la

malaria, en una regién endémica de malaria en el norte de Colombia.
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3.3 METODOS

3.3.1 Obtencion de plasma

Fueron recolectados 10 mL de sangre completa (puncion venosa) con tubos que contenia
EDTA como anticoagulante, a cada uno de los 156 participantes durante el periodo febril y
antes del inicio de tratamiento antimalarico. Los tubos fueron centrifugados durante 8 minutos a
35G (RFC) el plasma fue extraido con pipeta automatica en ambiente estéril en una cabina de
flujo laminar, alicuotado en tubos estériles de 500 pl. Las muestras fueron almacenadas a -80°

C hasta su procesamiento.

3.3.2 Cuantificacion plasmatica de citoquinas y quimiocinas

La cuantificacién de citoquinas y quimiocinas se realiz6 partir de plasma utilizando el kit Human
Essential Immune Response Panel (13-plex) (Cat. No. 740930) de la casa comercial Biolegend,
gue determina la concentracion de citoquinas relacionadas con perfil de monocitos como IL-13 y
IL-6, Thl con IL-2, TNF-qa, IFN-y e IL-10, TGF-B1 activo del perfil Treg. Las muestras fueron
descongeladas sobre hielo, y los reactivos fueron atemperados previo al procesamiento, el cual
se llevo a cabo de acuerdo con las recomendaciones indicadas por el fabricante. Se prepararon
las diluciones de los estandares (Tabla 3.1) y las muestras, cantidades iguales de plasma vy
perlas fueron incubadas durante 2 horas en agitacién constante a 800 rpm en una placa
protegida de la luz, posteriormente se realizaron dos lavados de cinco minutos a 306g (RFC)
con la solucién de lavado, el exceso de liquido fue removido cuidadosamente por inversién de la
placa. Posteriormente se realizé la incubacién por 60 min en agitacion constante a 800 rpm con
los anticuerpos secundarios biotinilados protegidos de la luz. La reaccién de revelo con Strep-
PE, las cantidades de los reactivos fueron igualitarias en todos los pasos, como se describe en
el esquema (Figura 3.1). Las muestras fueron montadas por duplicado. La sensibilidad de

deteccion del kit para cada analito se relaciona en la tabla 3.2.
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7

Perlas de captura

L]
@ 7 O Analito \

Adicionar a la placa:

10 pl solucién de ensayo o matrix al pozo de los
estandares

10 pl solucién de ensayo al pozo de las muestras
10 pl estandar diluido al pozo de los estandares
10 pl muestra al pozo de la muestra

10 pl mezcla de perlas a cada pozo

Incubar 2 horas a temperatura

ambiente, agicién 800 rpm /

Realizar 2 lavados
Adicione 10 pl anticuerpos de deteccién Incubar
a temperatura ambiente, agitacién 800 rpm

Anticuerpos de deteccion
biotilinados

No lavado
Adicione 10 pl sustrato PE. Incubar 30 min
temperatura ambiente, agitaciéon 800 rpm

Centrifuge, remueva el sobrenadante
Realizar 1 lavado
Adicione 150 pl de solucién de lavado
Realice la lectura por citometria

Figura 3.1. Procedimiento para la cuantificacion de citoquinas y quimiocinas por perlas
magnéticas. Esquema de Tomado y modificado del protocolo del fabricante. Disponible en:
https://www.biolegend.com/en-us/products/legendplex-hu-essential-immune-response-
panel-standard-17230?GroupID=GROUP25
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Tabla 3.1. Concentracion de los estandares de la curva de calibracion

Estandar Dilucién Concentracion final

(pg/mL)

C7 - 10,000

C6 1:4 2,500

C5 1:16 625

C4 1:64 156,25

C3 1:256 39,01

C2 1:1024 9,77

C1 1:4096 2,44

Co blanco 0

Tabla 3.2. Sensibilidad de deteccibn de cada analito en el Kit Human Essential Immune

Response Panel (13-plex) catalogo No. 740930

Analito Sensibilidad en suero (pg/mL)
IL-2 1.53+1.20
IL-1B 0.65 + 0.50
TNF-a 0.97 + 0.76
IL-6 0.86 + 1.23
IFN-y 0.79 + 0.68
IL-10 1.02 +1.30

TGF- B activo libre 3.06 + 2.82
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Figura 3.2. Graficos de las curvas de estandar

guimiocinas

3.3.3 Andlisis de datos

La lectura se realizé en un FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), por cada
muestra analizada se obtuvo un minimo de 1500 eventos. Los datos de cuantificacion se
obtuvieron con Analysis Software Version 8.0. provisto por el fabricante del kit, el cual para cada
analito ajusta una curva estandar utilizando algoritmos de ajuste de curvas de regresion
logistica, la validacion de la curva fue realizada con la ubicacion de los 7 estandares
posicionados sobre la linea de la curva. Estas curvas posteriormente se utilizaron para calcular

las concentraciones de cada analito en las muestras problema arrojando como producto la

concentracion de la molécula en pg/ml.
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para las cuantificaciones de citoquinas y
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Para cada variable se hizo un analisis descriptivo, ilustrando los resultados mediante graficos de
cajas, para variables marginales, se establecieron comparaciones entre grupos utilizando la
prueba de Kruskal-Wallis y test de Mann-Whitney de acuerdo con el nimero de grupos a
analizar. Se realizaron andlisis de curvas ROC (receiver operating characteristic curve). para
evaluar la capacidad discriminatoria de las citoquinas entre las formas clinicas complicado y no
complicado en el curso de la infeccion por P. vivax. El valor de p < 0,05 fue considerado
significativo. Para evaluar relacion entre variables se utilizd la prueba no paramétrica de
Spearman al interior de los grupos. Para el andlisis de los datos se utilizé el software Ry para la

construccion de graficas se utilizo el software GraphPad Prism versién 7.00.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Concentracion plasmatica de citoquinas del perfil de monocitos, Thly Treg

en pacientes con malaria por P. vivax

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de citoquinas de 156 muestras de plasma de
pacientes con malaria severa, no complicada y controles sanos. Las moléculas con mayor
concentracion plasmatica del perfil de monocitos fue IL-6, de Thl el IFN-y, e IL-10 como
citoquina del perfil Treg, esta ultima fue quien presentd la mayor concentracién plasmatica de
todas las citoquinas evaluadas. La mediana de concentracién fue significativamente diferente
entre los tres grupos para las siguientes citoquinas IL-6, IL-10, IFN-y y TGF-B1 activo. De las
citoquinas proinflamatorias cuantificadas la concentracion de IL-6 e IFN-y fue mayor en
pacientes con criterio de severidad comparado con los controles sanos. De las citoquinas con
funcién reguladora como la IL-10 presentd concentraciones superiores en pacientes
complicados, ; sin embargo, TGF-$1 activo presenté una concentracion mayor en los controles
sanos con respecto a pacientes con malaria, y entre pacientes complicados y no complicados
se observa una tendencia hacia la disminucion de TGF-B1 en pacientes complicados con

respecto a los no complicados (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Concentracién plasmatica de citoquinas del perfil Thl y Treg en pacientes con

malaria por P. vivax y grupo control

. MNC N= 56 CSN=50 Kruskal-
Moléculas MC (ITISRS)()phg;arﬂllana Mediana (IQR) Mediana (IQR) Wallis test
pg/ml pg/ml (p value)
Citoquina perfil monocitos
IL-6 185,1 (40,3-353,3) 32,2 (18,3-95,9) 20,9 (4,6-66,0) <0,0001
IL-18 10,8 (5,2-37,1) 8,9 (5,6-33,2) 17,7 (7,9-33,3) 0,0843
Citoquinas perfil Thl
TNF-a 4,3 (3,4-15,6) 3,9 (2,7-7,2) 3,9 (2,8-5,5) 0,1281
IL-2 3,6 (2,7-36,2) 3,6 (2,2-27,2) 3,6 (3,2-27,9) 0,2335
IFN-y 50,2 (12,7-125,9) 14,5 (6,2-56,8) 7,0 (3,8-31,8) <0,0001
Citoquinas perfil Treg
IL-10 380,7 (92,1-895,3) = 113,2 (53,3-284,5) 4,6 (2,9-20,5) <0,0001
Free Active TGF-p1 4,1 (2,6-34,2) 13,1 (4,1-41,8) 39,6 (13,3-69,2) <0,0001

MC = Malaria Complicada, MNC= Malaria No complicada, CS= Controles sanos. IQR= Rango

intercuartilicos (del inglés: Interquartile range)
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De las moléculas cuantificadas las concentraciones de IL-6, IL-10 e IFN-y mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de malaria complicada y malaria no complicada,
las concentraciones de estas moléculas fueron mas altas en los pacientes con malaria
complicada (Tabla 3.4, figura 3.3).

Tabla 3.4. Concentracion plasmatica de citoquinas del perfil monocitos, Thly Treg en pacientes

complicados y no complicados con malaria por P. vivax

_ . MNC N= 56 .
Moléculas MC N= 50 Mediana Mediana (IOR) Mann Whitney
(IQR) pg/ml og/m| test (p value)
Citoquinas perfil monocitos
IL-6 185,1 (40,3-353,3) 32,2 (18,3-95,9) <0,0001
IL-18 10,8 (5,2-37,1) 8,9 (5,6-33,2) 0,4029
Citoquinas perfil Thl
IL-2 3,6 (2,7-36,2) 3,6 (2,2-27,2) 0,1786
TNF-a 4,3 (3,4-15,6) 3,9 (2,7-7,2) 0,105
IFN-y 50,2 (12,7-125,9) 14,5 (6,2-56,8) 0,0006
Citoquinas perfil Treg
IL-10 380,7 (92,1-895,3) 113,2 (53,3-284,5) 0,0042
TGF-B1 activo libre 4,1 (2,6-34,2) 13,1 (4,1-41,8) 0,1551
IL-6 IFN-g IL-10
500+ 150+ p 0.0028 1000+ p 0.0064
p <0,0001
400+ 800 4
= 300 = 1901 T 6001
= B B
2200+ o 2 4004
| T
100 —|— 200+
0- T 0 T 0
@0 \“éo é\o “s\o @0 &;0

MC = Malaria complicada, MNC= Malaria no complicada, CS= Controles sanos. Se ilustra la mediana con
el IQR. IQR=rango intercuatilico (del inglés = Interquartile range)

Figura 3.3. Concentracion diferencial de IFNy, IL-6 y IL-10 pacientes con malaria complicada y
no complicada con infeccién por P. vivax. MC= Malaria complicada (n=50), MNC = Malaria no
complicada (n=56). Las comparaciones entre los grupos se realizaron con el test Mann Whitney.
Un valor de p < 0.05 fue considerado como significativo. Las concentraciones de las citoquinas
se expresan en pg/ml.
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3.4.2 Andlisis de correlacién de citoquinas del perfil monocitos, Thly Treg

durante la infeccion por P. vivax

Se realiz6 la prueba del coeficiente de correlacion de Spearman para verificar la presencia de

correlacion del perfil de citoquinas de monocitos, Thl y Treg en el curso de la infeccion por P.

vivax a través de la parasitemia. Dentro del andlisis se tuvo en cuenta la forma clinica de la

malaria complicada y no complicada. La IL-6 mostr6 una correlacion positiva (p 0,05) con la

parasitemia en pacientes con malaria complicada. Las demas citoquinas no mostraron

correlacion con esta variable. ; sin embargo, al realizar una categorizacion de los pacientes por

concentraciones de parasitos inferiores y superiores a 5.000 parasitos/ul, encontramos que la

concentracion de IL-10 y IL-6 es significativamente mayor en pacientes con recuentos

superiores a 5.000 parasitos/ul (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Correlacion de citoquinas con la infeccion por P. vivax. A) Parasitemia / perfil
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citoquinas Treg. MC= Malaria complicada (n=50), MNC = Malaria ho complicada (n=56).

IL2 TNFa
p 0.0254 00,0113
1207 —— 150- -
]
%01 al. 100- <, .
404 '....::‘:.:00 e ... 1 ....:.'o
1005 ¢ 50
E -1 E 401
‘g 7.5 | _g 40
301
5.0 -
: J 204
25 R T
. e ... ll....--.l 104
L4 [
0.0 r . 0
° N
4
No. episodios No. episodios

Figura 3.5 Concentracion de citoquinas y su relacion con episodios previos de la enfermedad.
Rojo= complicados, azul= no complicados, negro= controles sanos. Circulos= individuos sin

episodios previos de la enfermedad, cuadrados= individuos con mas de un episodio padecido
de la enfermedad.

Se evalud si la concentracién de las citoquinas tenia alguna relacion con el niamero de
episodios que el paciente habia padecido de malaria, se realiz6 una comparacién de la
concentracién por molécula dividido en dos grupos aquellos que padecian por primera vez

malaria, y aquellos con mas de un episodio de malaria. La concentracion de IL-2 fue mayor en
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pacientes con mas de un episodio de la enfermedad, mientras que el TNFa presento mayor
concentracion en los individuos que padecian por primera vez la enfermedad. Para las demas

citoguinas evaluadas no se encontraron diferencias significativas (Figura 3.5).

En andlisis de correlacion entre citoquinas en el grupo de pacientes con malaria complicada
muestra un menor nimero de correlaciones con respecto al grupo de pacientes con malaria no
complicada; sin embargo, en el grupo de malaria complicada las correlaciones son mas fuertes.
Las correlaciones positivas entre TGF- con IL-2, IL-1B y TNFa son de mayor intensidad en
pacientes con malaria complicada, esto mismo sucede entre la IL-6 y IL-10, y entre IL-1B y
TNFa. En los pacientes con malaria no complicada se observan correlaciones positivas entre IL-
2/1L-6, IL-6/ IL-1B, IL-6/ TNFa, IL-6 /TGF-B, que estdan ausentes en el grupo de malaria
complicada (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Correlacion entre citoquinas de perfil monocitos, Thl y Treg en malaria complicada
y no complicada por P.vivax. Test de Spearman, el valor de p < 0,05 fue considerado

significativo. Azul= correlacion positiva, Rojo= correlacién negativa.



3.4.4 Evaluacién de citoquinas como predictores de complicaciones en

infecciones por P. vivax

Un andlisis de curvas de ROC permitié evaluar la capacidad IL-6, IL-10 e IFN-y como
discriminadoras de las formas clinicas en la malaria por P. vivax, previamente se evidencié que
estas moléculas presentaron concentraciones con diferencias significativas entre pacientes
complicados y no complicados; el resultado de este analisis mostr6 que la IL-6 tiene una
precision diagnéstica (AUC = 0.732, la sensibilidad fue del 72 %, especificidad del 70%, valor
predictivo positivo de 0.7519, valor predictivo negativo de 0.7022 (Figura 3.7)

IL-6 IFN y

H AUC: 0.732 (0.632-0.832) i AUC: 0.671 (0.568-0.774)
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Figura 3.7. Capacidad de IFN-y, IL-6, IL-10 como predictores de complicaciones en malaria por

P. vivax
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Figura 3.8 Modulacion de citoquinas plasmaticas en la infeccién complicada por P. vivax.

De acuerdo con nuestros resultados postulamos que en el curso de la infeccion complicada por
P. vivax, existe un desregulacion o disfuncién de las células Treg inducida por la IL-6, lo que
conlleva a la reduccion de la concentracion plasmatica de la citoquina reguladora TGF-B y al
incremento de mediadores proinflamatorios como el IFN-y e IL-6, que median el desarrollo de
complicaciones en diferentes tejidos y organos. Consideramos que la fuente de IL-10 proviene
de células diferentes a Treg, como son células Thl y monocitos, al parecer esta citoquina puede
tener un papel relacionado con las manifestaciones complicadas observadas en la poblacién

estudio.
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3.5 DISCUSION

El papel de las citoquinas en la inmunopatogénesis de la malaria por P. vivax, es un tema con
grandes incertidumbres. El desbalance en la produccion de moléculas de la respuesta inmune
parece mediar complicaciones en el curso de la infeccion por este parasito (B. B. Andrade et al.,
2010; Goncalves, Scopel, Bastos, & Ferreira, 2012). El interés del presente capitulo fue evaluar
el efecto de la infeccion de P. vivax sobre la concentracion plasmatica de citoquinas producidas

por monocitos, Thly Treg, y su relacion con las formas clinicas de la malaria.

De las citoquinas de perfil monocitos y Thl, IL-6 e IFN-y respectivamente, fueron las que
presentaron una concentracion diferente entre pacientes complicados y no complicados con
malaria por P. vivax, siendo significativamente mas alta en pacientes complicados. La IL-6 fue la
citoquina con mayor concentracion dentro del perfil de monocitos, triplicando la concentracion
de IFN-y. Adicionalmente, la IL-6 mostr6é una correlacion positiva con la parasitemia en el grupo
de pacientes con malaria complicada. En general los hallazgos de IL-6 concuerdan con lo
descrito previamente en otros estudios, donde esta citoquina ha sido descrita como un
marcador sistémico de la inflamacion, relacionada con severidad y disfuncién organica en
malaria (Barber et al., 2015; M. L. Santos et al., 2020). El IFN-y es una molécula secretada por
diferentes células del sistema inmunoldgico, desarrolla actividad en la inmunidad innata y
adaptativa, en el control de la infeccibn por Plasmodium participa en el ciclo hepético y
eritrocitico (Longley, Sattabongkot, & Mueller, 2016). La produccion excesiva de moléculas
inflamatorias como IFN-y promueve la patogénesis de la anemia, a la inmunosupresion de la
médula 6sea, la diseritropoyesis y la eritrofagocitosis (Perkins et al., 2011). El IFN-y fue mas
alto en el grupo de pacientes con malaria complicada, resultado acorde con el descrito por
Andrade y colaboradores en Brasil (B. B. Andrade et al., 2010), la diferencia en la concentracién
de esta citoquina entre complicados y no complicada, sugiere una asociacion entre el IFN-y y

las complicaciones de malaria observadas en esta poblacion.

En nuestro estudio, la concentracion de TNFa fue similar en pacientes con malaria complicada
y no complicada, similar a lo reportado por da Silva Ventura y colaboradores en la amazonia
brasilera (Ventura et al., 2018); sin embargo, difiere con publicaciones previas donde el TNFa
se caracteriza por contribuir a la respuesta inflamatoria en infecciones por P. falciparum
(Mohapatra, Sarangi, Sarangi, Dalai, & Sahoo, 2014), y en infecciones por P. vivax en otros
paises como Pakistan y Asia (Raza et al., 2013). Esta diferencia en el perfil de TNFa en las
infecciones por Plasmodium, podrian estar relacionados con la variabilidad genéticas del

parasito que estimulan perfiles diferentes de citoquinas proinflamatoria (Penha-Goncalves,
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2019; Ribeiro et al., 2016). Al analizar la asociacién entre las concentraciones de citoquinas y el
namero de episodios malaria, se encontré6 una correlaciéon entre individuos que padecian por
primera un cuadro de malaria con mayores concentraciones de TNFa, mientras que las
personas con mas de un episodio de malaria en su vida presentaron una concentracion mas
alta de IL-2, no se encontraron mas correlaciones entre esta variable y las citoquinas evaluadas.
A diferencia de nuestros resultados, en el estudio de Medina y colaboradores, encontraron que
la concentracién de IFN-y fue mayor en pacientes sin episodios previos de malaria (Medina et
al., 2011a).

Las citoquinas del perfil Treg participan activamente en el control de las respuesta inmunitaria
fisiologica y patoldgica, y contribuyen al mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica (Miyara
& Sakaguchi, 2007). En este estudio IL-10 fue la citoquina con mayor concentracion plasmatica
de las cuantificadas, su valor duplicé la concentracion de citoquinas proinflamatorias como la IL-
6, y fue siete veces mayor a la concentracién de IFN-y. Encontramos una mayor concentracion
de IL-10 en pacientes con parasitemias superiores a 5.000 parasitos/pl, el aumento plasméatico
de esta citoquina ha sido asociado al desarrollo de complicaciones en la malaria (B. B. Andrade
et al.,, 2010; M. L. Santos et al., 2020). En infecciones con P. falciparum altas concentraciones
de IL-10, suprime la accién de IL-12, inhibiendo la produccion de citoquinas proinflamatorias
como el IFNy, lo que disminuye la eficiencia en la remocion del parasito y favorece el desarrollo
de complicaciones, (Hugosson, Montgomery, Premiji, Troye-Blomberg, & Bjérkman, 2004; Luty
et al.,, 2000; Niikura, Inoue, & Kobayashi, 2011); como la anemia en poblaciones infantil
asociadas a la carga parasitaria (Luty et al., 2000; Othoro et al., 1999). Adicionalmente, se ha
visto que la fagocitosis de hemozoina estimula la produccion de IL-10 y TNFa, e inhibe la

produccién de IL-12 (Mordmuller, Turrini, Long, Kremsner, & Arese, 1998).

Algunos estudios que han tratado de esclarecer como una citoquina con funcién reguladora esta
mediando el desarrollo de complicaciones, han encontrado asociacion de ciertos polimorfismos
del gen de la IL-10 con el riesgo de complicacion, por ejemplo la variante 1082G/A (da Silva
Santos et al., 2012) y la variante alélica A-592C (Ouma et al., 2008; G. Zhang et al., 2012)

La produccion descontrolada de IL-6 y IL-10 ha sido asociado a formas clinicas complicadas
como acidosis, shock, ictericia e hiperparasitema, indicando una activacion generalizada de
citoquinas, postulandolas como buenos predictores de complicacion en malaria (Day et al.,
1999). Recientemente, estudios de la infeccion de Sars-Cov2 han postulado que IL6 y IL-10 son
moléculas con buena capacidad para predecir casos severos; la progresion de la enfermedad

conlleva a un aumento sérico de estas moléculas. Estas citoquinas pleiotrépicas, en el contexto
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de esta enfermedad parecen estar favoreciendo un entorno proinflamatorio estimulando una
tormenta de citoquinas, las cuales se asocian con formas graves de esta enfermedad (Dhar,
Vishnupriyan, Damodar, Gujar, & Das, 2021; Han et al., 2020). Es importante seguir explorando
la capacidad de la IL-6 para pronosticar el desarrollo de complicaciones en pacientes con
infeccion por P. vivax, en este estudio mostré el mejor AUC de las citoquinas evaluadas, y una
correlacion positiva con la parasitemia en pacientes complicados. Es preciso seguir avanzando
en estudios que permitan esclarecer el papel de estas citoquinas en la patogénesis de la
malaria, toda vez, que podrian convertirse en un blanco inmunoterapéutico para evitar

complicaciones, o predictores de complicaciones.

La concentracion entre TGF-B1 y IL-10 fue inversamente proporcional en pacientes con malaria
complicada, siendo mas alta la concentracion de IL-10 en estos pacientes, estos hallazgos
concuerdan con lo publicado por Hanisch y colaboradores en Uguanda (Hanisch, Bangirana,
Opoka, Park, & John, 2015). Adicionalmente, se observa una ligera tendencia al aumento de
TGF-B1 en pacientes con malaria no complicada. Algunos estudios previos en malaria por P.
falciparum los resultados son similares, se destaca un papel inmunomodulador protector del
TGF-B1 frente al desarrollo de complicaciones (Drewry & Harty, 2020). La razén por la cual la
concentracion de TGF-B1 esta disminuida en pacientes complicados, necesita ser evaluada,
podrian existir problemas se regulacién o supresion de esta molécula que evita que ejerza su

funcion protectora.

En el grupo de pacientes con malaria no complicada se observé un mayor numero de
correlaciones entre las citoquinas cuantificadas, sobre todo un mayor niamero de correlaciones
entre las citoquinas de perfil monocitos y Thl, en este mismo grupo la caracteristica mas notoria
fue la presencia de correlaciones entre IL-6/IL-2, IL-6/IL-1B, IL/TNFa, las cuales estuvieron
ausentes en pacientes con malaria complicada, por otra parte, solo se observa una correlacion
con IL-10 (IL-10/IL-6). Por otra parte, en el grupo de malaria complicada, aunque se presenté un
menor nimero de correlaciones, las que se presentaron fueron de mayor intensidad, dentro de
las cuales se destaca la correlacion entre IL-10 y IL-6 (r 0.83), la asociacion entre estas
citoquinas en pacientes complicados sugiere un papel inmunomodulador (Hojo-Souza et al.,
2017), estas dos citoquinas no presentaron correlaciones adicionales. La desregulacion de las
citoquinas proinflamatorias y reguladoras esta relacionada con inflamacién sistémica, lo cual,
puede contribuir al desarrollo de complicaciones observadas en la malaria por P. vivax (Barber
et al., 2015).
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Comprender la dinamica de las citoquinas en la inmunopatogénesis de la malaria contribuye a
generar nuevo conocimiento que es la base para el desarrollo de nuevas estrategias que
permitan evaluar o pronosticar los desenlaces clinicos en el curso de una infeccion,
adicionalmente, es un insumo fundamental para el desarrollo e implementacion de terapias

inmunomoduladoras.
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3.6 CONCLUSIONES

El aumento de IL-6, IL-10 y IFN-y, es un perfil diferenciador entre malaria vivax
complicado y no complicado y es el reflejo de la desregulacién en la produccién de
citoguinas como resultado de la infeccidn por esta especie.

La IL6 sugiere ser una molécula importante como candidata a biomarcador prondstico
de complicacién en pacientes con P. vivax.

La disminucién de TGF-B parece tener un papel inmunomodulador protector contra

formas clinicas complicadas en las infecciones por P. vivax.
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CAPITULO IV

MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE DE CITOQUINAS DE LOS PERFILES
DE MONOCITOS, TH1 Y TREG EN PACIENTES CON MALARIA COMPLICADA Y NO
COMPLICADA.

4.1 RESUMEN

4.1.1 Introducciéon

Las citoquinas son moléculas que actian fundamentalmente como reguladores de la respuesta
inmunitaria; son indispensables en la modulacién de los mecanismos que inmunol6gicos que
controlan el parasito. Sin embargo, la produccién descontrolada y persistente de las citoquinas
puede contribuir al dafio de 6rganos y tejidos. En el capitulo Il se describi6 cémo la
disregulacion de las citoquinas parecen mediar las complicaciones que se observan en el curso
de la infeccién por P. vivax. En este capitulo nos centramos en la determinacién de la expresion
génica de citoquinas que han sido reportadas en diferentes estudios con una fuerte relacion con

las formas clinicas de malaria.
4.1.2. Métodos

Se extrajeron células mononucleares de las 106 personas con malaria por P. vivax, a través de
la técnica de ficoll, posteriormente se realizd extracciéon de RNA. Se determino la expresién
génica de TNFa, IFNy, IL-1B, IL-4, IL-6, TGF-B1 y IL-10 por PCR en tiempo real, la expresion
del RNA se expresé en términos de cuantificacion relativa (RQ). calculado por el método
comparativo de Ct (2-AA Ct). Se realiz6 un andlisis descriptivo de las variables, ilustrando los
resultados mediante graficos de cajas, para variables marginales y se establecieron
comparaciones entre grupos utilizando la prueba de Kruskal-Wallis y test de Wilconxon de
acuerdo con el nimero de grupos a analizar. Para evaluar relacion entre variables se utilizé la
prueba no paramétrica de Spearman al interior de los grupos. El valor de p < 0,05 fue

considerado significativo
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4.1.3 Resultados

Ninguna de los siete transcritos de citoquinas evaluadas arrojé diferencias en cuanto a su
expresion entre el grupo de pacientes complicados y no complicados con malaria. ; sin
embargo, encontramos que a medida que aumenta la concentracion de parasitos disminuye la
expresion de IL-1B y de TGF-B. El nimero de correlaciones entre las expresiones TGF-31 con
citoquinas proinflamatorias son bajas y de menor intensidad en pacientes complicados, las
correlaciones entre la expresion de IL-6/TNF-a, IL-6/ IL-1B, IL-1B/ TNF-a son de intensidad
fuerte en pacientes complicados, siendo un factor diferenciador con pacientes con malaria no

complicada.

4.1.4 Conclusiones

La expresion génica TGF-B1 y IL-1B se correlacioné de manera negativa con la concentracion
de parésitos en sangre. El TGF-B1 muestra un papel modulador de la respuesta inflamatoria
derivada de la infecciébn por P. vivax; y a su vez se relaciona con la disminucion de

complicaciones en la malaria por P. vivax.
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4.2 INTRODUCCION

La entrada de Plasmodium vivax al organismo humano con lleva al reconocimiento de
antigenos del parasito por diferentes células del organismo, de una u otra manera estos
procesos orquestan la interaccion de moléculas que activan sefiales de transduccion intracelular
cuyo producto es la secrecion de citoquinas y la accidén que estas desencadenan sobre las
células del organismo (Dunst et al.,, 2017a). La sefializaciéon intracelular que conduce a la
sintesis de citoquinas se realiza por la via de transduccion de Janus quinasa (Jak), la unién de
la citoquina induce la vinculacion de las subunidades del receptor y la activacion de las
proteinas JAK cinasas tras la fosforilacion del receptor. Estas proteinas activadas crean sitos de
acople para los factores de transcripcidbn pertenecientes a la familia de STAT, que
posteriormente son traslocados al ndcleo, la unién de las proteinas STAT a las regiones
reguladoras de los genes diana resulta en la modulacion de la expresion génica (Leonard & Lin,
2000).

Diferentes estudios evidencian una descontrolada respuesta inmunoldgica, en muestras
sanguineas de pacientes con malaria por P. vivax se han cuantificado concentraciones de
citoquinas proinflamatorias y antiiflamatorias durante el proceso infeccioso, y se postula que
esta respuesta puede estar modulando la presentacion clinica de diferentes complicaciones (B.
B. Andrade et al.,, 2010; Dunst et al.,, 2017b). La mayoria de estos estudios describe la
concentracion de estas moléculas en sangre, y posteriormente realizan analisis por
comparaciones entre grupos. Son pocos los estudios que indagan acerca de la expresion
génicas de las citoquinas en el contexto de las formas clinicas de la enfermedad, siendo la

mayoria de estos estudios realizados en pacientes como malaria por Plasmodium falciparum.

Algunos de los hallazgos han permitido documentar una correlacion positiva entre la expresion
génica de IL-6, IL-10, IL-1 B y TNF con la parasitemia (25,000 -100,000) en malaria por
falciparum, la expresion génica de estas citoquinas fue inferior en pacientes con parasitemias
inferiores a 25,000 (Colborn, Ylostalo, Koita, Cissé, & Krogstad, 2015), resultados similares se
han documentado cuando se compara la expresion de los genes de TNF-a, IFN-y, IL-1B y TGF-
B que se encontraron aumentados en pacientes con malaria complicada por P. falciparum con
respecto a pacientes con malaria no complicada (Mahanta, Kar, Kakati, & Baruah, 2015. Por
otra parte, el estudio de Ahmed y colaboradores se encontr6 aumentada la expresion de IL-10
en pacientes con malaria complicada por P. falciparum, y una disminucién en la fase temprana
de la infeccion de IL-8 (Ahmed, Bhardwaj, Sharma, Pande, & Anvikar, 2019).
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La informacion acerca de la expresion de citoquinas en infecciones por P. vivax es minima, un
estudio en mujeres embarazadas con malaria por P. falciparum se identificé un aumento en la
expresion génica de IL-10, IFN-y y TNF, comparada con embarazadas libre de infeccién; sin
embargo, la expresion de estas citoquinas fue similar en infecciones por P. falciparum y P. vivax
en las gestantes (LOopez-Guzman & Carmona-Fonseca, 2020). Un estudio previo en el
departamento de Cérdoba en embarazadas con infeccion por P. vivax, mostré un aumento en
la expresion de IFNy, TNFa, IL-6 TGF-B1, IL-10 en mujeres embarazados con infeccién por P.
vivax con respecto al grupo control (Yasnot et al., 2013). El estudio de Sortica y colaboradores
en Brasil, evidencia una asociacion entre algunos polimorfismos de la IL-18 y el TNF y la

susceptibilidad a la infeccion por P. vivax (Sortica et al., 2012).

El objetivo del presente capitulo es contribuir al entendimiento en la modulacion de la expresion
génica de las citoquinas del perfil de monocitos, Thl y Treg en pacientes con malaria

complicada y no complicada.
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4.3 METODOLOGIA

4.3.1 Poblacion del estudio

Se procesaron un total de 106 muestras de plasma de individuos que estuvieron distribuidas de
la siguiente manera: Pacientes con malaria complicada n = 50, pacientes con malaria no
complicada n = 56. Los criterios de inclusién y exclusién para cada uno de los grupos fueron
descritos en la metodologia del capitulo lll. Como muestra de referencia se utilizaron controles

negativos, muestras de dos personas sanas, sin malaria, procedentes de area no endémica.

4.3.2 Obtencion de células

A cada paciente se le tomaron dos tubos anticoagulados con EDTA, se centrifugaron a 1646g
(RFC) durante 5 minutos. Se realizaron dos lavados de las células diluyendo el pellet en dos
volimenes de RPMI completo sin suero, seguido de una centrifugacion a 1646g (RFC) rpm
durante 8 minutos. En un tubo falcon de 15 ml se dispuso 1 ml de Ficoll por cada 2 ml de la
solucion celular del paso anterior, la sangre fue dispensada lentamente por las paredes del tubo
para la adecuada formacion de las capas. Posteriormente se centrifugd a 2000 rpm durante 30
minutos a 20 °C sin freno. Las células fueron removidas con pipetas y dispuestas en 10 ml de
RPMI completo sin suero en un tubo de 15 mL. Se realizaron 3 lavados con RPMI completo sin
suero, centrifugando a 302g (RFC) por 10 minutos a 4 °C. El pellet final fue resuspendido en 1
ml de RPMI + 10 % suero fetal bovino, se realiz6 recuento de células en camara de Newbauer,
en una dilucién 1/10 con azul de tripan. Las células fueron congeladas 1mL de solucion de
congelamiento (Suero Fetal Bovino + 20% de DMSO), el enfriamiento de las células se realiz6

de forma gradual hasta llegar a un almacenamiento final de -70° C.

4.3.3 Extraccion de RNA

El pellet de las células fue resuspendido en 1ml de TRIZOL e incubado 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicioné 200ul de cloroformo, se homogenizé vigorosamente por
15 s, seguido de una incubacién por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realiz6 una centrifugacion a 12.000g (RFC) por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
trasferido a un tubo limpio, al cual se le adicioné 500ul de isopropanol, se mantuvo una
incubacién por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de una centrifugacion a 12.000g
(RFC) por 10 minutos a 4°C. Al sedimento se le agrego 1ml de etanol 75 %, se mezcl6é con

pipeta y posteriormente se centrifugo a 7500g por 5 minutos 4°C. El sobrenadante se descarté
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por inversion, el tubo se colocé boca abajo sobre una toalla absorbente durante 10 - 15 minutos
a temperatura ambiente. El pellet fue resuspendido en 30 ul de agua DEPEC, se coloc6 en
blogue térmico a 65° C por 5 minutos, seguido de agitacion en vortex por 2 minutos. Para la

determinacion de la cantidad y calidad del RNA se realizé en un Nanodrop.

4.3.4 Obtencion de cDNA

La reaccion se llevd acabo de la siguiente manera: 250 ng de random primers, 1,5 pyl 10 mM
dNTP Mix (10 mM cada dATP, dGTP, dCTP and dTTP, 6 ul de RNA y H,0 DEPC cantidad
suficiente para un volumen final de 30 pl para toda la reaccién. La mezcla fue incubada a 65° C
por 5 minutos, posteriormente se puso en gradilla refrigerada durante 1 minuto. Seguidamente a
cada reaccion se adicion6 un mix que contenia 6 pl 5X First-Strand Buffer, 6u de MgCl, 25 Mm,
3 pl 0.1 M DTT, 1 yl RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (Cat. no. 10777-019, 40
units/pl4, 1 ul de SuperScript™ Il RT (200 units/ul), se mezcldé muy bien y se trabajo el
siguiente perfil térmico: 25°/10 minutos, 50° C/50 minutos, 85° C/ 5 minutos. La cantidad y
calidad del cDNA fueron estimadas utilizando un Nanodrop ND 1000, las muestras se
almacenaron en alicuotas a — 20° C. Los reactivos utilizados fueron de marca Invitrogen, se
tomé como referencia las recomendaciones del fabricante para el procedimiento, ; sin embargo,

se realizaron pequefias modificas para aumentar el rendimiento del producto final.

4.3.5 Expresion génica por el método comparativo de Cr (2-AA Cr)

Para determinar la magnitud del cambio de expresion de los genes de interés en las muestras
de estudiod en relacion con la expresion del mismo gen en una muestra de referencia, a través
de un experimento de Cr comparativos (AACt). Cada fragmento amplificado emite una sefial
fluorescente que registra la cinética de la reaccién, en un ciclo x se acumula suficiente producto
para generar una sefial fluorescente destacable denominada ciclo umbral o Ct, siendo su valor

inversamente proporcional a la a la cantidad de ADNCc inicial.

Para el ensayo de expresién génica se utilizaron las siguientes sondas de referencia TNFa
Hs00174128_m1 250ul (FAM), IFNy Hs00989291 _m1 250ul (FAM), IL2 Hs00174114 ml
(FAM), IL-18 Hs01555410_m1 250ul (FAM), IL-6 Hs00985639_m1l1 250ul (FAM), TGF-B1
Hs00998130 _m1 250ul (FAM), IL-10 Hs00961622 m1 250ul (FAM) y como control endégeno f3-
actina 4352935E (VIC), para cada citoquina se realiz6 un ensayo independiente. La sonda de
interés y el control enddgeno fueron montados por duplicado para cada una de las muestras.

La mezcla de reaccién fue la siguiente, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
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Tabla 4.1 Componente de la mezcla de reaccion para la cuantificacion de la expresién génica

de citoquinas.

Componentes Concentracién Volumen 1
P de reactivos reaccion

Agua destilada 3,5 ul
Sonda Tagman con primers 20X 0,5 ul
TagMan™ Gene Expression Master Mix Applied ox 50 ul
Biosystems™ Ref: 4369510 P H
cDNA 500 ng/ul 1ul
Volumen Total 10 pl

Los ensayos se llevaron a cabo en el equipo de termociclado StepOnePlus de Applied
Biosystems, bajo las siguientes condiciones: 50° C por 2 minutos, 95° C por 10 minutos,
posteriormente 45 ciclos a 95° C por 10 minutos/60° C por 1 minutos. Para la interpretacion de
los datos se tuvo en cuenta la correcta amplificacion del control endégeno para cada muestra y

la amplificacién de las muestras de referencia (calibrador).

4.3.6 Andlisis de datos

El valor de la expresion del RNA de las citoquinas se expres6 en términos de cuantificacion
relativa (en inglés: Relative Quantification (RQ)), el cual fue calculado por el método
comparativo de Ct (2-AA Ct) (Livak & Schmittgen, 2001). Como control endégeno se utilizo la -
actina y como calibradores muestras de pacientes sanos provenientes de area no endémica
para malaria. Se asume que el gen diana y el endégeno tienen eficiencias optimas e idénticas

entre si

ACt= (Ct muestra ~ Ct control endégeno4
AACt= (ACt muestra = A Ct control calibrador)

2—AACt =2- (ACt muestra - ACt calibrador)

2-AACt — RQ
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El valor de RQ fue tabulado y se analizaron las frecuencias, y diferencias entre los grupos de
estudio con el test de Kruskal Wallis y Mann Whitney dependiendo del nUmero de grupos a
comparar. Por la prueba de Spearman se evalud la presencia de correlaciones entre expresion

génica y variables clinicas, hematolégicas y bioquimicas.

104



4.4 RESULTADOS

4.4.1 Expresion de citoquinas de perfil de monocitos, Thly Treg en paciente con

malaria complicada y no complicada por P. vivax

Fueron procesadas 106 muestras de pacientes con malaria no complicada y complicada, y se
analizo la expresion de tres citoquinas del perfil Thl, dos citoquinas del perfil de monocitos y
células Treg, respectivamente. No se observaron diferencias significativas entre la expresion de
estos genes relacionados con la forma clinica de la malaria por vivax, ; sin embargo, se puede
observar una ligera tendencia en el aumento de la expresién de IL-10 en pacientes
complicados, y mientras que el grupo de malaria no complicada se observa este mismo

comportamiento, pero con TGF-B (Figura 4.1).

Figura 4.1 Comparacion de la expresién génica de citoquinas del perfil de monocitos, Thl y
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complicada (n=50), MNC = Malaria no complicada (n=56). Las comparaciones entre los grupos
se realizaron con el test de Mann Whitney. Un valor de p < 0.05 fue considerado como

significativo. La gréafica corresponde al valor de la mediana y los rangos de la cuantificacion
relativa de los genes (RQ).

4.4.2 Modulacion de la expresion génica de citoquinas del perfil de monocitos,
Thly Treg en lainfeccion por P. vivax

Se realizé un analisis por el coeficiente de correlaciéon de Spearman con la parasitemia en
pacientes complicados y no complicados. La IL-13 del perfil de monocitos y el TGF- 3 del perfil
de células Treg, mostraron correlacion negativa con el conteo de parasitos, a medida que la

concentracion de los pardsitos disminuye la concentracién de estas dos citoquinas aumenta
(Figura 4.2).
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Figura 4.2 Correlacién entre la expresion génica de citoquinas del perfil de monocitos, Thl y
Treg y la parasitemia en pacientes con malaria complicada y no complicada por P. vivax. MC=
Malaria complicada (n=50), MNC = Malaria no complicada (n=56). Un valor de p < 0.05 fue

considerado como significativo. La grafica corresponde al valor de la cuantificacion relativa de
los genes (RQ).
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4.4.2 Analisis de correlacién de la expresion génica de citoquinas de perfil de
monocitos, Thly Treg en pacientes no complicados y complicados con malaria
por P. vivax

Se realiz6 un analisis por el coeficiente de correlacion de Spearman entre las concentraciones
relativas (del inglés: Relative quantification - RQ) de la expresién génica de las citoquinas de
perfil de monocitos, Thl y Treg. Se evidenciaron correlaciones positivas entre la expresion de
las diferentes citoquinas, en el grupo de pacientes con malaria complicada y no complicada; el
namero de correlaciones fueron similares en ambos grupos. En pacientes con malaria no
complicada se observaron siete correlaciones positivas fuertes, cuatro relacionadas entre
citoquinas del perfil de Treg y Thl y monocitos, entre TGF-B/IL-6, TGF-B/IL-13, TGF-B/IFNy, IL-
10/IFNy, v, las tres restantes entre citoquinas proinflamatorias del perfil Thl1 y monocitos, IL-
6/TNF-a, IL-6/ IL-1B, IL-1B/ TNF-a. En los pacientes complicados se observaron cuatro
correlaciones fuertes positivas, una relacionada con citoquinas Treg, IL-10/IFNy, las tres
restantes entre citoquinas inflamatorias del perfil Thl y monocitos, IL-6/TNF-a, IL-6/ IL-13, IL-1B/
TNF-a. En los pacientes complicados disminuyeron el nimero de correlaciones relacionadas
con la expresion del gen TGF-B, y las que se presentaron fueron de menor intensidad al

compararlas con pacientes no complicados.

Tabla 4.2 Correlacion de la expresion génica de citoquinas del perfil de monocitos, Thl y Treg

en pacientes no complicados y complicados con malaria por P. vivax.

Complicados

IFNy IL-6 TNFa IL-1B8 IL-10 TGF-B
IFNy 1 0.42 0.4 0.3 0.66 0.26
TNFa 1 _ 0.24 0.32
IL-1B 1 0.27 0.37
IL-10 1 0.38
TGF-B 1

No complicados

IFNy IL-6 TNFa IL-1B8 IL-10 TGF-B
IFNy 1 0.43 0.43 0.29 0.64 0.55
IL-6 1 0.62 _ 0.14 0.60
TNFa 1 0.61 0.43 0.29
IL-1B 1 0.16 0.61
IL-10 1 0.44
TGF-B 1
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I correlacion positiva fuerte
Correlacion positiva moderada
Correlacién positiva leve
Correlacién no significativa
La interpretacion para el coeficiente de correlacion de Spearman se tomaron de: A guide to

appropriate use of Correlation coefficient in medical research (Mukaka, 2012).
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4.5 DISCUSION

La desregulacién en la produccion de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias en la
infeccion por P. vivax es asociada con las manifestaciones complicadas que pueden observarse
en el trascurso de la enfermedad, estas observaciones derivan de los resultados de la
cuantificaciébn plasmatica de las citoquinas y su asociaciéon con la sintomatologia de los
pacientes a través de diferentes aproximaciones estadisticas (B. B. Andrade et al., 2010; Dunst
et al.,, 2017b). Poco se conoce acerca la expresion génica de estas citoquinas durante la
infeccién por P. vivax, por lo cual a través de un ensayo de expresion relativa por PCR en
tiempo real evaluamos la expresion génica en el curso de la infeccion, ninguna de las siete
citoquinas evaluadas arrojo diferencias significativas en cuanto a su expresion entre el grupo de
pacientes complicados y no complicados con malaria; sin embargo, se observé un incremento

de la expresion de TGF-B1 en pacientes con malaria no complicada.

Son muy escasos los estudios de expresion génica de citoquinas en infecciones por P. vivax; en
la literatura reposan dos investigaciones que evallan la expresion génica de citoquinas en
mujeres embarazas con malaria por P. vivax, a pesar de que la respuesta inmune pueda ser
diferente en este tipo de poblacion, hace parte de las pocas publicaciones al respecto. Un
estudio previo en el departamento de Cérdoba en mujeres embarazadas con malaria mostr6é un
aumento en la expresion de IFNy, TNFa, IL-6 TGF-p1, IL-10 en mujeres embarazadas con
infeccién por P. vivax con respecto al grupo control (Yasnot et al., 2013). El estudio de Dobafio
y colaboradores, en mujeres embarazadas con infeccién por P. falciparum encontr6 una
correlacion positiva entre la expresion génicas de IL-10 con citoquinas inflamatorias como IL-1j3,
IL-6, TNF e IL-8, y una correlacion inversa entre IL-8 e IFN-y o IL-12. la expresion génica de
citoquinas entre sangre periférica y de cordén umbilical (Dobafio et al., 2018). Por otra parte, el
estudio Lépez y colaboradores, se identific6 un aumento en la expresion génica de IL-10, IFN-y
y TNF en mujeres embarazadas con malaria, comparada con mujeres embarazadas libre de
infeccion; sin embargo, la expresion de estas citoquinas fue similar en infecciones por P.

falciparum y P. vivax en las gestantes (Lopez-Guzman & Carmona-Fonseca, 2020).

Fuera de esto, los pocos estudios de expresion génica de citoquinas y su relacion con las
complicaciones observadas en la malaria son acerca de infecciones por P. falciparum, es el
caso del estudio de Mahanta y colabores, que difieren de nuestros hallazgos al reportar una
expresion mayor de TNF-a, IL-1b, IFN-y and TGF- en pacientes con malaria complicada por P.
falciparum (Mahanta, Kar, Kakati, & Baruah, 2015). En el estudio de Ahmed y colaboradores se

encontr6 aumentada la expresion de IL-10 en pacientes con malaria complicada por P.
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falciparum, y una disminucion en la fase temprana de la infeccion de IL-8. Esto es contrario a
nuestros hallazgos en P. vivax, donde no se observa un aumento de la expresién de IL-10 en
pacientes complicados, pero si se observa la expresiéon aumentada de IL-10 en el grupo control
comparado con los dos grupos de pacientes con malaria (Ahmed, Bhardwaj, Sharma, Pande, &
Anvikar, 2019).

Por otra parte, se analizo la correlacidén entre la expresion génica y la parasitemia, encontramos
gue a medida que aumenta la concentracion de parasitos disminuye la expresion de IL-1B y de
TGF-B. Algunos estudios sugieren que el TGF-B1 modula la secrecién de citoquinas
proinflamatorias como el IFN-y, en concentraciones que se permita la eliminacion de parasito,
sin que la respuesta inflamatoria se descontrole y genere complicaciones (Drewry & Harty,
2020). Esto va de la mano, con los resultados de las correlaciones de la expresion génica entre
los grupos de estudio, en el grupo de malaria no complicada, se presentaron cinco
correlaciones con TGF-B1 el perfil con citoquinas proinflamatorias del perfil de monocitos y Th1,
mientras que en el grupo de malaria complicada disminuye en numero e intensidad las
correlaciones con TGF-B1, y se intensifican las correlaciones entre citoquinas proinflamatorias,

principalmente con IL-6.

En modelos experimentales con Plasmodium berghei ANKA (PbA) que guia al desarrollo de
malaria cerebral se encontraron bajos nivel de mRNA de TGF-B1, y altas concentraciones de
MRNA de TNF-a, con respecto al grupo control (de Kossodo & Grau, 1993). Estudios en
modelos murinos han mostrado que la capacidad para activar o inactivar TGF-B1, esta
relacionada con la variabilidad intrinseca de las especies de Plasmodium (Omer, Kurtzhals, &
Riley, 2000).

Al observar un mayor nimero e intensidad en las correlaciones con TGF-B1 y un aumento de la
expresion de TGF-B1 en pacientes con malaria no complicada, postulamos que TGF-B1 actua
como una citoquina inmunomoduladora de la inflamacion en el curso de la malaria por P. vivax

no complicada, controlando el entorno inflamatorio y la progresion hacia la complicacion.

Adicionalmente, en pacientes con malaria complicada la expresion de esta citoquina disminuye,
el numero de correlaciones con TGF-B1 disminuye al igual que la intensidad entre ellas, y la
concentracion es inferior: lo cual podria atribuirse a una supresion o desregulacién de las
células Treg, asi mismo, ha sido reportado que la desregulacion de células Treg pueden
conducir a diferente procesos patologicos (Kondélkova et al., 2010), recientemente en las

investigaciones de Sars-Cov-2 se ha visto que pacientes con manifestaciones graves de la
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enfermedad presentan niveles bajos de Treg, y postulan a esta linea celular como un blanco
terapéutico para contrarrestar la inflamacion exacerbada en esta enfermedad (Stephen-Victor et
al., 2020).

Segun nuestros resultados la modulacion de las citoquinas de los perfiles de monocitos, Thl y
Treg, no presentan diferencias significativas entre pacientes con malaria complicada y no
complicada por P. vivax, es posible que este resultado derive la supresion celular influencia por
la infeccién, o por limitaciones en la cuantificacion de la expresién de estos genes asociados a
la técnica utilizada para su determinacion, toda vez que la concentracion plasméatica de estas

citoquinas si presenta una diferencia en los grupos clinicos comparados.
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4.6 CONCLUSIONES

La expresion de los genes de citoquinas Thl y Treg no mostré diferencias entre las formas

clinicas de la malaria por P. vivax.

En malaria complicada, la parasitemia parece no lograr ser controlada dada la disminucién de
las expresiones de TGF-f1 y de la IL-1PB.

Es importante explorar méas acerca del papel inmunomodulador del TGF-B1 en la malaria por P.
vivax, su potencial como biomarcador de complicaciones o como un blanco para terapia

inmunomoduladora.
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CAPITULO V

INFLUENCIA DE LA EXPRESION GENICA Y LA CONCENTRACION PLASMATICA
DE CITOQUINAS DEL PERFIL DE MONOCITOS, TH1y TREG EN EL DESENLACE
CLINICO DE LA MALARIA POR P. VIVAX

5.1 RESUMEN
5.1.1 Introduccioén

Las manifestaciones clinicas de la malaria complicada por P. vivax, son asociadas con la
respuesta inmunoldégica del paciente frente al parasito. La desregulacién y accion de citoquinas
es un mecanismo que ha sido postulado como mediador de las complicaciones en esta
infeccién. En Colombia la informacién al respecto es minima, por lo cual el objetivo de este
capitulo fue evaluar como influye la expresion y concentracion de citoquinas de monocitos, Thl
y Treg sobre variables epidemioldgicas y sobre el desenlace clinico en la malaria por P. vivax,

en un area endémica para la trasmision de malaria en Colombia.
5.1.2. Métodos

Las variables clinicas, epidemioldgicas, concentracion y expresion génica de citoquinas, fueron
evaluados a través de herramientas estadisticas se realizaron graficas y tablas para observas la
distribucion de los datos. Se realiz6 un analisis de correlacién por el coeficiente de Spearman
para evaluar posibles asociaciones entre las variables. Para los andlisis se utiliz6 el software
estadistico R version 3.6.3 y el software GraphPad Prism versién 7.00, se utilizé un intervalo de
confianza al 95%, y un valor de p < 0.05 para evaluar la significancia de las pruebas

estadisticas.

5.1.3 Resultados

En el grupo de pacientes con malaria complicada se observé que el recuento de parasitos se
correlacion6 de manera negativa con la concentraciéon de TGF-B, y la expresion de TGF-B e IL-

10. La concentracion aumentada de IL-6 se correlaciond con el aumento de parasitos y AST, y
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la disminucién de la concentracién de plaquetas. La trombocitopenia se correlacioné con el
aumento de IL-6, IL-10 e IFNy. La creatinina se correlacioné positivamente con la concentracion
de IL-2 y IL-1 B. La bilirrubina total se correlaciond negativamente con TNFa y TGF-3, y el
aumento de enzimas hepaticas se correlaciono positivamente con la concentracion de IL-6 e
IFNy. EN el grupo de paciente con malaria no complicada, los episodios de malaria previa se
correlacionaron de forma negativa con la IL-10, la concentracion de creatinina se correlaciona
positivamente con la concentracién de IL-2 T y TNFa, de la misma manera se correlaciona la

bilirrubina directa con el IFNy.
5.1.4 Conclusiones

Citoquinas del perfil Thl principalmente IL-6 e IFNy, pueden contribuir al desarrollo de
complicaciones como la trombocitopenia severa, hipoglicemia, alteracién de la funcién renal y
hepética en las infecciones por P. vivax. La concentracion aumentada de IL-10 y IL-6 en
pacientes con malaria, tiene un papel influyente en el desarrollo de complicaciones, mientras

gue el TGF-B ejerce un mecanismo protector en el desarrollo de malaria por P. vivax.

116



5.2 INTRODUCCION

En curso de las infecciones por P. vivax las personas pueden desarrollar una malaria
asintomatica, no complicada o complicada, estas formas clinicas son el resultado de la
interaccion de factores asociados al parasito, hospedero y otras condiciones

ecoepidemioldgicas relacionadas con el ciclo de vida del parasito.

En el caso de P. vivax no se conocen claramente los mecanismos fisiopatoldégicos que median
las diversas manifestaciones clinicas; ; sin embargo, se cree que estan estrechamente
asociadas con la respuesta inmunitaria del huésped, mediada por la activacion de la respuesta
proinflamatoria y el desequilibrio en la produccion de citoquinas y de moléculas de adhesion,
las cuales favorecen el proceso fisiopatolégico que desencadena disfuncién endotelial y
secuestro celular, generando obstruccién del flujo microvascular y deterioro progresivo de los

procesos metabdlicos celulares (Naing et al., 2014).

Las manifestaciones clinicas severas descritas para P. vivax incluye condiciones neurolégicas,
especialmente coma 0 sucesivas convulsiones y alteracién de la conciencia; condiciones
hematolégicas, en particular anemia y trombocitopenia severa, y hemoglobinuria; sintomas
sistémicos como el colapso circulatorio, dafio vital de organos, incluyendo la disfuncion
respiratoria y sindrome de dificultad respiratoria aguda, falla renal aguda, ruptura esplénica,
disfuncion hepdtica e ictericia (Bruno B Andrade et al., 2010; Howes et al., 2016; Kaushik,
Gomber, & Dewan, 2012).

Algunos estudios han evaluado el papel de las citoquinas en la patogénesis de la malaria por P.
vivax, principalmente a través de la cuantificacion plasmética de estas moléculas y su
asociacion con las caracteristicas clinicas descritas en pacientes categorizados con malaria
asintomatica, no complicada y complicada, aunque esta clasificacion no es igual en todos los
estudios. Las citoquinas IL-6, IL-17, IL-12p40, TNF, IP-10/CXCL10, IL-10 e IFN-y se han
reportado en concentraciones mayores en personas naturalmente infectadas con P. vivax
comparados con controles sanos y personas recuperadas de malaria (Hojo-Souza et al., 2017),
por otra parte, las concentraciones de TNF-q, IL-10 e IL-6 se han encontrado aumentadas en
pacientes con malaria complicada y no complicada, siendo mas alta en el primer grupo (Medina
et al.,, 2011b; Raza et al., 2013). La parasitemia se ha correlacionado de manera positiva entre
la carga parasitaria con la concentracion de IL-10 , IL-12 e IL-6 (Guimardes da Costa et al.,
2014; Zeyrek, Kurcer, Zeyrek, & Simsek, 2006) y anemia se ha correlacionado negativamente
con la concentracion de IL-10, CXCL10 e IFN-y (Jain et al., 2010), la relacion IFN-y/IL-10, ha
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mostrado una correlacion con pacientes con concentraciones elevadas de creatinina en la
malaria vivax (L. A. B. Cruz et al., 2018). El estudio de Marrugo y colaboradores en el
departamento de Bolivar, Colombia, encontré una concentracién aumentada de IL-10 e IFN-y
en pacientes con primo infeccion por P. vivax, con respecto a aquellos pacientes con episodios
previos de la enfermedad (Gémez Marrugo, 2013). Asi mismo, los perfiles de citoquinas en la
poblacion gestante con malaria por P. vivax también ha sido objeto de estudio, evaluando
diferentes perfiles de estas moléculas y su relacion con los desenlaces clinicos en esta
poblacién particular, donde concentraciones superiores de IL-10 estuvo asociada con la

infeccion y complicaciones durante el embarazo (Dobafio et al., 2020).

En Colombia no existen estudios que evalien como la infeccion por P. vivax modula la
expresion o secrecién de citoquinas, y como esto influye en las formas clinicas de la
enfermedad, con excepcion de los dos estudios en mujeres embarazadas; el objetivo de esta
capitulo fue evaluar la modulacion de las citoquinas del perfil Thl y Treg por la infeccién de P.
vivax, y su relacion con las formas clinicas de la enfermedad malaria no complicada y

complicada.
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5.3 METODOLOGIA

Se recopil6 la informacion clinica, epidemiolégica, y de concentracién de citoquinas de los 156
participantes del estudio, y la informacion de la expresion génica de citoquinas de los 106
pacientes diagnosticados con malaria; estos datos fueron evaluados a través de herramientas
estadisticas se realizaron graficas y tablas para observas la distribucion de los datos, para las
comparaciones entre los grupos se utilizo el test de Kruskal wallis y el test de Mann Whitney
dependiendo del nimero de grupos a comparar. Se realiz6 un andlisis de correlacion por el
coeficiente de Spearman para evaluar posibles asociaciones entre las variables. Para los
analisis se utilizé el software estadistico R versién 3.6.3 y el software GraphPad Prism version
7.00, se utilizé un intervalo de confianza al 95%, y un valor de p < 0.05 para evaluar la

significancia de las pruebas estadisticas.
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5.4 RESULTADOS

5.4.1 Concentracion de citoquinas del perfil de monocitos, Thly Treg y su

relacion con caracteristicas demograficas

De las citoquinas de perfil Treg la concentracién de IL-10 y de TGF-B fue significativamente
mayor en mujeres con respecto a los hombres en el grupo de malaria complicada (p <0,0001
para ambas citoquinas) en el grupo de malaria no complicada y controles sanos, las

concentraciones de estas dos citoquinas fueron similares.

Se compararon las medianas de la concentracién de citoquinas por sexo, en cada uno de los
grupos de estudio. La concentracion de IFNy del perfil Th1 fue superior en mujeres (p 0,0464)
del grupo de malaria complicada, mientras que la concentracion de IL-6 del perfil de monocitos
fue mas alta en mujeres en el grupo de malaria no complicada (p 0,0462), la concentracién de
las demas citoquinas del perfil Thl y de monocitos fueron similares entre hombres y mujeres
(Figura 5.1)
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Figura 5.1 Distribucion de la concentracion de citoquinas por género. A) Citoquinas de perfil de
monocitos y Thl, B) Citoquinas perfil Treg. Se grafico la mediana de la concentracion de cada
citoquina.

Para evaluar la tendencia de la concentracion de las citoquinas por rangos de edades, se
construyo una grafica descriptiva ilustrando tres grupos de edades para cada uno de los grupos
de estudio, adicionalmente se realizaron comparaciones de las medianas de la concentracion
de cada citoquina en los tres grupos etarios por el test de Kruskal wallis y Mann Whitney,
dependiendo del nimero de grupos a comparar. La IL-2 en el grupo de control presenté mayor
concentracion en las personas > de 40 afios con una mediana de concentracion de 20,25 pg/ml
(p 0,0066), mientras que para las personas de 0-17 y 18-10 afios fue de 3,25 y 8,1
respectivamente. Por otra parte, la concentracion de IL-18 mostré una concentracion mas alta
(15,2 pg/ml p 0,0111) en pacientes complicados entre 0 — 17 afos, con respecto a personas >

40 afios con 3,9 pg/ml, para los demas grupos analizados por edad y forma clinica la IL-13
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presento concentraciones similares. Para las demas citoquinas del perfil monocitos, Thly Treg

no se observé una ferencia significativa de la concentraciébn con respecto a los rangos de

edades evaluados (Figura 5.2)
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Figura 5.2. Distribucién de las citoquinas por grupos etarios. lzquierda.) Citoquinas de perfil de

monocitos y Thl, Derecha) Citoquinas perfil Treg. Se grafico la mediana de la concentracion de

cada citoquina.
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5.4.2 Correlaciones entre la concentracidon y expresion de citoquinas del perfil de
monocitos, Thl y Treg con parametros de laboratorios asociados a malaria
complicada.

Con un andlisis de correlaciones por el coeficiente de Spearman se evaluaron las asociaciones
entre la concentracion de citoquinas, expresion génica, y parametros de laboratorios utilizados

como criterios de complicacién en los individuos con malaria por P. vivax.

Para los pacientes con malaria complicada el recuento de parasitos mostré una asociacion
positiva con la concentracion de IL-6 y negativa con la concentracion de TGF-B y la expresion
génica de IL-10 y TGF-.

La edad de los pacientes se correlaciond positivamente con la concentracion de IL-1B. Los
episodios de malaria previa se correlacionaron de manera positiva con las plaquetas, y de
manera negativa con la concentracion de IFNy. La concentracion de plaquetas se correlacioné
de manera negativa con la concentracion de IL-6, IL-10 e IFNy. La concentracién de glicemia se
correlaciona de manera positiva con IL-2, IL-18 y TNFa. La concentracion de creatinina sérica
se correlaciona positivamente con IL-2 y IL-1B. Bilirrubina total se correlaciondé con la
concentracion de TNFa y TGF-B, de manera negativa. Las enzimas hepaticas se correlacionan
de manera positiva con IFNy, adicionalmente se observd una correlacion positiva entre AST e
IL-6. La concentracion de IL-6 se correlacion6 de manera positiva con la expresion de IFNy, y
negativamente con la expresion de TGF-B. La IL-10 y TGF- presenté correlacion positiva entre
la expresién génica y la concentracion plasmatica, para cada una de estas moléculas (Figura
5.3A).

En el grupo de pacientes con malaria no complicada en general se observaron menos
correlaciones entre la expresion, concentracién de citoquinas con las variables de clinicas; el
namero de episodios de malarias previas se correlacion6 de manera negativa con la
concentracion de IL-10. La concentracion sérica de glicemia se correlacioné negativamente con
la concentracion de IL-6, y la expresion de IL-6 y IL-1B. La concentracién de creatinina se
correlaciona de manera positiva con la concentracion de TNFa, y de forma negativa con la
expresion de TGF-B y IL-1B. La concentracién de bilirrubina directa se correlaciona de forma
positiva con la concentracién de IFNy. La expresion de IFNy se correlaciona de manera positiva

con la concentracion de IFNy e IL-2 (Figura 5.3 B).
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Figura 5.3 A. Correlaciones entre concentracion de citoquinas, expresion génica y variables de
laboratorio en pacientes con malaria complicada por P. vivax. El circulo en la interseccion de
variables indica un valor de p < 0.05 para la asociacion de esas dos variables, el tamafio del

punto es proporcional a la intensidad de la correlacion, azul, correlacién positiva; roja,

correlacion negativa (Escala al lado derecho).
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Figura 5.3 B. Correlaciones entre concentracion de citoquinas, expresién génica y variables de
laboratorio en pacientes con malaria no complicada por P. vivax. El circulo en la interseccion de
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5.4.3 Andlisis de la concentracién de citoquinas con parametros de laboratorio

estratificados en pacientes con malaria complicada por P. vivax

En el grupo de pacientes con malaria complicada se realiz6 una estratificacion de los
parametros de laboratorio que son utilizados como criterios para determinar la complicaciéon en
los pacientes con malaria, se analizé el comportamiento de la concentracion plasmatica de las
citoquinas en estas estratificaciones, en la figura 5.4 se ilustra en diagrama de cajas los

resultados con significancia estadistica.

En este grupo de 50 pacientes con malaria complicada estratificamos las plaquetas en
concentraciones < 49.999/ul para trombocitopenia severa, de 50.000 — 99.999 plaquetas/pl
trombocitopenia moderada, y 100.000 — 149.999 plaquetas/pl trombocitopenia leve; se observé
gue la concentracion de IL-6 y IFNy fue mas alta en pacientes con trombocitopenia severa, con
respecto a quienes presentaron trombocitopenia moderada o leve. La concentracion de IL-6 y
IFNy fue menor en pacientes que tenian una concentracién sérica de glicemia menor a 60
mg/dL. Los pacientes con concentracion sérica de creatinina mayor a 1,3 mg/dL presentaron
mayor concentracion de IL-2, y aquellos pacientes con enzimas hepaticas superiores a 40

mg/dL tuvieron mayor concentracién de IFNy.
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Figura 5.4 Concentracién de citoquinas y su relacion con pardmetros de laboratorio en

pacientes con malaria complicada con P. vivax. Test de Mann—Whitney, valor de p < 0,05 fue

considerado significativo.
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5.5 DISCUSION

Algunas evidencias sugieren que las complicaciones observadas en la malaria por P. vivax, son
producto de la desregulacién de moléculas de la respuesta inmune como las citoquinas. En este
capitulo evaluamos la asociacién de la expresion y concentracion de citoquinas del perfil de
monocitos, Thly Treg, con el desenlace clinico en la malaria por P. vivax. La edad y el sexo no
presentaron diferencias significativas entre los tres grupos de estudio, no se evidenciaron
asociaciones entre el sexo con parametros clinicos, pero encontramos que la concentracion de
IL-10, TGF-B e IFNy fue mas alta en las mujeres en el grupo de malaria complicada, y la IL-6
fue mas alta en las mujeres del grupo de malaria ho complicada. con respecto a las mujeres de

los otros grupos de estudio.

La situacién fue similar con la variable edad, esta no presento diferencias significativas entre los
tres grupos de estudio, pero los pacientes de 0 -17 afios del grupo de malaria complicada
presentaron una mayor concentracion de IL-13 con respecto a pacientes entre los 18 — 40 o
mayores de 40 afios, para las demas citoquinas la concentracion fue similar en los grupos de

edad analizados.

Con respecto al andlisis entre en nimero de episodios de malaria y su relacién con las variables
estudiadas, encontramos que en los pacientes con malaria complicada las personas con menos
episodios de malaria por P. vivax, presentaron una correlacion positiva con plaguetas, es decir,
menos episodios previos de la enfermedad se asocia a una menor concentracion de plaquetas,
pero a su vez mayores concentraciones de IFNy y de bilirrubina directa en sangre, obteniendo
una correlaciéon negativa con las ultimas dos variables. En el grupo de malaria no complicada,
evidenciamos una correlacion negativa entre el nUmero de episodios e IL-10, lo que nos indica
gue entre menos episodios de la enfermedad haya padecido la persona presenté una mayor

concentracién plasmatica de IL-10.

La trombocitopenia es una de las principales manifestaciones en infecciones por P. vivax, en
este estudio se encontr6 un alto porcentaje de pacientes con trombocitopenia severa, con
respecto a publicaciones anteriores (Martinez-Salazar & Tobén-Castafio, 2014; Saravu,
Docherla, Vasudev, & Shastry, 2011). Encontramos que entre mas alto estuviera la
concentracion de IL-6, IL-10 e IFNy, el conteo de plaquetas era mas bajo, ademas las personas
con menos episodios de la enfermedad tuvieron concentraciones mas bajas de plaquetas. A
diferencia de otros estudios donde concentraciones bajas de IL-6 son asociadas con

trombocitopenia severa, en nuestro estudio se evidencié una correlacion negativa entre estas
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variables, los pacientes con trombocitopenia severa tenian las concentraciones mas altas de IL-
6, con respecto a pacientes con trombocitopenia moderada-leve, o0 pacientes sin
trombocitopenia. En modelos in vitro la IL-6 estimula la proliferacion y maduracion de
megacariocitos, resultando en un aumento en la produccién de plaquetas, nuestro resultado
podria evidenciar un mecanismo de restableciendo de la concentracion plasmatica de plaquetas

al aumentar la produccion de IL-6 (Senchenkova et al., 2013).

La concentracion de IL-10 tuvo una correlacion negativa con el conteo de plaquetas, dato
similar a los reportado en estudios previos en infecciones por P. vivax y P. falciparum (Lacerda,
Mourdo, Coelho, & Santos, 2011); concentraciones altas de IL-10 disminuyen la produccién de
citoquinas proinflamatorias, lo que a su vez esta relacionado con la disminucién de progenitores
de células plaquetarias (Punnath et al.,, 2019), esto podria contribuir al desarrollo de
trombocitopenia severa. La concentracion aumentada de IL-10 en pacientes como malaria
complicada podria explicarse como una accién de sistema inmunoldgico para controlar la
infeccion (Antonelli et al., 2020), aunque la IL-10 ha sido asociada con las manifestaciones
complicadas en la malaria, en su funcién reguladora, disminuye la concentracion de citoquinas
proinflamatorias necesarias para el control de la parasitemia, en este estudio encontramos que
en pacientes con recuentos superiores de 5.000 parasitos/ul es mas alta la concentracion de IL-
10 (Rajiv Kumar, Ng, & Engwerda, 2019). Por otra parte, en pacientes con trombocitopenia en
infecciones por P. vivax se ha observado la presencia de anemia, disfuncién hepatica y renal,
se ha documentado que la disfuncidon multiorganica esta asociada con mortalidad en estos

pacientes (Naing et al., 2014).

En el grupo de pacientes con criterio de complicacion el aumento en la concentracion sérica de
la creatinina estuvo correlacionado con el aumento de billirubina total, bilirrubina directa, AST, y
con citoquinas proinflamatorias como IL-2 y IL-1B3, estos resultados difieren a los reportes
previos, el estudio publicado por Cruz y colaboradores en la amazonia brasilera, encontraron
gue el ratio entre IFN-y/IL-10 fue mayor en pacientes con creatinina aumenta con respecto a
guienes tuvieron creatinina normal (L. A. Cruz, M. Barral-Netto, & B. B. Andrade, 2018), en el
estudio de Mendoga y colaboradores también encontraron relacion entre el aumento de
creatinina e IFN-y (Mendonga, Queiroz, Lopes, Andrade, & Barral-Netto, 2013). En el analisis al
interior del grupo de pacientes con malaria complicada, los pacientes con valores de creatinina
> 1,3 mg/dl presenta mayor concentracién de IL-2 (antiinflamatoria) con respecto a pacientes

con concentracion de creatinina de < 1,3 mg/dl en el mismo grupo.

129



Las citoquinas del perfil Th1 por su rol proinflamatorio estan relacionadas con la produccion de
alteraciones en la funcién vascular, tubular y glomerular de los rifiones, el reclutamiento de
células inflamatorias como neutréfilos y macréfagos, contribuye a la activacion de las células del
endotelio renal y tubular, células que a su vez promueven la inflamacion a través de la
produccion de citoquinas proinflamatorias, estos focos inflamatorios han sido asociados con el
desarrollo de isquemia durante insuficiencia renal aguda (Monteserin Matesanz et al., 2019;
Ortega & Fornoni, 2010). En malaria ha sido reportado nefritis intersticial aguda,
glomerulonefritis aguda, necrosis cortical, lo cual puede estar influenciado por la respuesta

inflamatoria exacerbada (Silva Junior, Pinto, Barros, Farias, & Daher, 2017).

Con respecto a la funcién hepatica se evidencioé una correlacion positiva entre la concentracion
de AST y ALT con IFNy, y AST con IL-6; en pacientes con malaria complicada, estos resultados
guardan algunas similitudes con el estudio de Yeo y colaboradores, quienes reportaron una
mayor concentracion de IL-4, IL-6, IL-10, TNFa e IFNy en pacientes con disfuncién hepatica en
infeccion por P. vivax, con respecto a pacientes sin disfuncion hepética en Asia (Yeom et al.,
2003). Las citoquinas estan relacionadas con una funcion reestructuradora del tejido hepatico, ;
sin embargo, una sostenida produccién de citoquinas en el tiempo es asociada con afectaciones

crénicas de este 6rgano (Tilg, 2001).

En el grupo de malaria complicada los pacientes con hipoglicemia (<60 mg/dl) presentaron
niveles bajos de IL-6 e IFN-y, con respecto a pacientes con concentraciones normales de
glicemia en ese mismo grupo de paciente, estos resultados son contradictorios con otros
estudios donde relacionan el aumento de citoquinas como IL-6, IL-1 y TNFa, con la disminucién
de la glicemia sérica. CXCL10 previamente habia sido reportada como una molécula predictora
de malaria cerebral por P. falciparum (Wilson et al., 2011). La IL-6 es una citoquina pleiotrépica,
gue en concentraciones elevadas ha sido asociada al desarrollo de severidad y letalidad en
modelos experimentales (Wunderlich et al., 2012). Moléculas como la IL-6, se han involucrado
en el metabolismo anormal de la glucosa por la inhibicibn de la gluconeogenesis, lo que
disminuye la concentracion de la glucosa en sangre (Dotson, Freeman, Failing, & Adler, 2008;
Metzger et al., 1997; Shi, Fan, Su, & Yang, 2019), lo cual podria explicar la hipoglicemia en
nuestra poblacion estudio.

La concentracién de TNFa fue baja y no se encontraron diferencias entre pacientes con malaria
y el grupo control, similar a lo reportado por da Silva Ventura y colaboradores en la amazonia
brasilera (Ventura et al., 2018), esta diferencia que se observa con respecto a los estudios de

P.vivax en Asia o la India , podrian estar relacionados con la variabilidad genéticas del parasito
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gue estimulan perfiles diferentes de citoquinas proinflamatoria, ellos atribuyen una mayor

respuesta del perfil Th2 sobre Th1l, a la presencia de parasitos intestinales en los pacientes.
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5.6 CONCLUSIONES

Repetidos encuentros de un hospedero con P. vivax, disminuye la probabilidad de desarrollar

trombocitopenia, y de tener una respuesta proinflamatoria aumentada por IFN-y.

El proceso inflamatorio via Thl sugiere un papel en la disminucién de las plaquetas en sangre

en la malaria por P. vivax.

La TGF-B parece tener un papel protector frente al desarrollo de complicaciones en pacientes

con malaria vivax.

Las altas concentraciones plasmaticas de IL10, al igual que de la mayoria de citoquinas con
perfil Thl (proinflamatorio), sugiere que no es una molécula que haga regulacion de manera
eficaz y podria estar asociada con mecanismos fisiopatolégicos que conducen a complicaciones

en la malaria.

La IL-6 muestra un papel importante en la complicacibn de pacientes con malaria vivax,

sobretodo en pacientes con trombocitopenia, hipoglicemia y disfuncion hepatica.
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ANEXO 1

POR PLASMODIUM VIVAX'Y PLASMODIUM FALCIPARUM.
FICHA CLINICO - EPIDEMIOLOGICA

Grupo de Investigaciones Microbiolégicas y Biomédicas de Cérdoba - Universidad de Cérdoba
Proyecto: EVALUACION DE CITOQUINAS, QUEMOQUINAS Y MOLECULAS ENDOTELIALES COMO
POTENCIALES BIOMARCADORES PRONOSTICO DE COMPLICACIONES EN PACIENTES CON MALARIA

GIMBIC

1. IDENTIFICACION DEL PACIENTE

1.1 NUmero de identificacion

1.2 Fecha de toma de muestra (dd/mm/aa)

1.3 Codigo |

1.4 Tipo de documento: O RC: Registro civil; O TI: Tarjeta de identidad; O CC: Cédula de ciudadania; O PA: Pasaporte; O MS: Menor sin

ID; O CE: Cédula de extranjeria; O AS: Adulto sin ID

1.5 No de Identificacion: |

1.6 Nombres y apellidos del paciente

1.7 Teléfono |

1.8 Fecha de nacimiento (dd/mm/aaaa)

1.9 Edad 1.10 Sexo

0 1. Masculino

0 2. Femenino

1.11 Dpto y municipio de procedencia |
0 3. Indeterminado |

1.12 Area de procedencia/ocurrencia del caso
0 1. Cabecera municipal 0 2. Centro poblado

0 3. Rural disperso

1.13 Localidad /barrio/vereda de ocurrencia del caso |

1.14 Ocupacion actual del paciente
0 1. Agricultura 0 2. Pecuaria
0 4. Turismo

07. Cazalpesca

0 5. Expediciones

0 8. Excavacion
0 10. Conductor 0 11. Desconocido

0 13. Doméstica 0 14. Militar

1.15 Tipo de régimen en
salud

0 1. Excepcion o especial
0 2. No asegurado

0 3.Contributivo

0 4. Subsidiado

0 3. Ama de casa
0 6. Mineria
09. Viajero

0 12. Estudiante

1.16 Nombre de la administradora de salud |

1.17 Grupos poblacionales a los que pertenece el paciente |

0O 1. Desplazado 0 2. Gestantes 0 3. Desmovilizados ii
i

0 4 E’o?lamon 0 5. Indigentes 0 6. Discapacitados 31
nsiauiatrica !

0 15. Ofro ¢, Cual?

18. Pertenencia étnica

09. Victimas de la |
violencia armada |

0 12. Ofros grupos ii

07. Carcelarios 0 8. Migrantes

O 11. Poblacién

0 1. Indigena O 2. Rom, Gitano O 3. Raizal O 4. Palenquero O 5. Negro, mulato, afro colombiano O 6. Otro 010 Mat?res infantil a cargo del  poblacionales |

. comunitarias . |
;Cual? ICBF ¢ Cudles? |
1.19 Dpto y municipio de residencia del paciente 1.20 Direccién de residencia 1.21 Tiempo en el lugar de residencia ? meses i}

1. 22 Lugares frecuentados en el tlimo mes? |

123 Escolaridad

O 1 Ninguno O 2. Primaria

0 8. Tecnélogo 0O 9. Tecndlogo no graduado

0 3. Primariano O 4. Bachillerato
graduado

0 10. Profesional O 11 Profesional no graduado

O 5. Bachillerato no graduado 0O 6. Técnico

O 12. Posgrado no graduado O 13. Educacién informal. ¢Cual? |

2. DATOS COMPLEMENTARIOS

O1. Probable O 2. Confirmado por

2.1 Diagnéstico inicial del caso:

2.2 Fecha de consulta |

2.3 ¢ Hospitalizado?
0 1.8i 0 2.No

2.4 Fecha de Hospitalizacion

2.5 Condicion final 2.6 Causa bésica de la muerte |
01.Vivo 02 Muerto |

2.7 ;Paciente remitido a centro de salud? 01.Si O2.
No ¢Cual?

2.9 Sintomatico
01.8i 02.No

2.8 Vigilancia activa
01.8i 02 No

2.10 Fecha de defuncion |

2.11 Especie de Plasmodium

2.12 Tipo de examen

01.GG 02PCR 03.PDRO4. OTRO

2.13 Primera vez de diagndstico de malaria? |
01.Si 02 No Fecha aproximada |

2.14 Recuento parasitario

Cuantas veces ha tenido malaria?

Cuantas veces ha tenido dengue?

2.15 ;Presencia de Gametocitos? 01.Si O2.
No Recuento:

2.16 Clasificacion segun origen O 1. Autéctono 0 2. Importado |
|

2.17 Recrudescencia 2.18 Edad gestacional (en meses) i
01.Si 02.No |

Ha presentado la siguientes infecciones? VIH Zika Chikunguya Hepatitis |

2.19 ¢ Ha referido usted alguno de los siguientes sintomas?
0O 1 Fiebre* 0 2. Cefalea
0 8. Artralgias 0 9. Mialgias

0 15. Cansancio 0 16. Pérdida del apetito

0 3. Escalofrios 0 4. Mareo

0 10. Somnolencia O 11. Dolor retroocular

0 17.Sudoracion 0 18. Coma

0 5. Nauseas 0 6. Ictericia O 7. Hematuria !
|
0 12. Hemorragia 0 13. Convulsion 0 14. Choque il
|
|
0 19. Confusion 0 21. Anemia 023.CID !



024 Hepatornegalia 025, Esplenaomegalia 076 perdidade pesc O 37 prolacso rectl

023, Ctro. ;Cual?
*5 la persona hatenido fishre indique: 1.1, Dias de fishre: 1.2 Ternperatura
3. COMPLICACIONES
01, NO 02, Gerebral 03, Renal 04 Hepética 05, Pulrmanar 08, Hematoldgica 07 Ota
4. TRATAMEENTO
01, At+urn 02 Ars 0% At-lurn-+Pr 04, Clo 05 Qui b 4.1 Fecha de inicio de
06, Qui oral +Cli OF. Qui W+Diox O&, Qui oral +Cli-+Fi 03, Qui I+ Cli 010, Quiord ratarriero
011, Qui oral +Diox +F 012, Ars rectd 013, Clo-+Py 014, Sintlo 015, Ofro

At Atherreter; LUNE Lumefrartine; Ars: Artesunato; Fri: Pimaguing; Clo: Claroguing; Quic quining; Qi clindamicing; Dox: Doxicicling; . Infravenasa
5. ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS

FACTORES DE RIES GO 1581 & W |FACTORES DE RIESGO 181 2 WO
5.1 Griaders de animales en casa o vecinos 5.1 Vivienda cersa del drea de cultivo

5.2 Griaderos de animales en el sifio de trehajo 516 Mimera de personas en el grupo familiar

5.3 Presencia de mosquitos en el rea 5.1 Transfusiones sanguineas anteriores

518 Famniliares, wecinos o cormpafieros de tabajo con sintornas febhles enlos

5.4Di ihilidad d lecceidnde b
isponibilidad de recolecccidn de basura i 15 dias

5.5 Agua por acueducts en vivienda 5. 13 Fumigaciones reciertes cerca de su vivienda o frabajo

5.6 Buministro de agua continuo & su vivienda 5.20 hyestin de medicamertos para rmalaria

5.7 Uso de argeos en ventana 5.3 Desplazamierta forzoso de su wivienda

5.8 Usaingecicida en su casa 5.2 Lavado de manos: con agua de chomo, agua en recipients
5.9 Uso de repelers 5.23 Lavado de alirmertos: con agua de chorro, agua en recdipients
5.10 Usa de taldillos para darmir .24 Disposicidn de escretas: Aire libre, 1etrina, sanitario

5.11 Usa de toldilo impregnados 5. 25 Casa con piso de fiera

5.12 Cuando fue la ultima impregnacion? 5.27 Usa de calzado en el trabgo

513 Uuvias en los Ofiros 15 dias 5.5 Bajo rendimiento escolar

5.14 Contacto s con aguas estancadas e inundacione s

6. ANTECEDENTES REPRODUCTIVOS

£.1 Mirmero de ermbarazos (ncluido ef ermbarazo actual) £.5 Muertes neonatales
6.2 Macidos wivos &6 Parlos prermatuno s
6.3 Abortos esportanens &7 Bpisodios previos de rmalana durante el errbarazo achual

&% Medicarnentos artimaldicos durante el errbarazo achual, bien cormo

6.4 briretos prevencion o tratarmierto

Para cada warisble responda 1: 8o 2 Mo e indique la cantidad seguida de un guidn

7. PRUEBAS DE LABORATORO

7.1 Herratocrito (%) - 7.7 Meurdfilos (&%) - 7.12 Creatinina serica mg/d
7.2 Hernoglobina @il - 7% Eoandfilos (%) TAZTEO WL
7.3 Rio. Bitroctos ) - 7.9 Bastfilos (%) - TA4TER UL
V4R, Leucoctos frm3) - 7 A0NbnoGitns (%) 7.15 Bilimubina total mg/d!
7.5 Reticulocitos - 7. MUrfocitos (%) - 7.1 Bilirubina directa rogdl

7.6 Plaguetas/rmm

TA7 Queoosa gl
7.13 Proteinas rrddl

7.1% Fodasa alcaling

Marmbre de quien diigencia la encuesta:

ANEXO 2.
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EVALUACION DE CITOQUINAS, QUIMIOCINAS Y MOLECULAS ENDOTELIALES COMO POTENCIALES
BIOMARCADORES PRONOSTICO DE COMPLICACIONES EN PACIENTES CON MALARIA POR PLASMODIUM
VIVAXY PLASMODIUM FALCIPARUM.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

La malaria complicada tiene manifestaciones clinicas que comprometen el funcionamiento de diferentes
organos, afecta principalmente a nifios, mujeres embarazadas y personas con deficiencias
inmunoldgicas. El propdsito de este estudio es evaluar citoquinas, quimiocinas y moléculas endoteliales
como potenciales biomarcadores prondstico de complicaciones en pacientes con malaria por
Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum pacientes del departamento de Cérdoba. Se estudiaran 3
grupos (individuos control, pacientes no complicados y pacientes complicados). A cada grupo de
individuos se les realizardn pruebas de laboratorios de diagndstico (convencional y/o molecular),
bioquimicos, hematoldgicos; con el fin de obtener factores prondstico de omplicaciones en los
pacientes. Por tanto se tomaran dos tubos de sangre con anticoagulante EDTA y dos tubos de sangre en
tubo seco.

Procedimientos de estudio

Si usted acepta participar, seran tomados los datos clinicos registrados en su historia clinica con el fin de
conocer los procedimientos realizados, diagndstico y tratamiento de su enfermedad. Ademas se tomara
una muestra de sangre con elementos seguros, que no significaran ningln riesgo para su bienestar.

Beneficios

El beneficio mas que individual es colectivo, su participacién es una generosa contribucion al desarrollo
de la ciencia, cuyas aplicaciones seran futuras, a través del desarrollo de mejores estrategias para
mejorar el manejo clinico con malaria y evitar el desarrollo de cuadros complicados de la enfermedad y
asi mejorar la calidad de vida de los pacientes, minimizando el ausentismo laboral y escolar, altos costos
al sistema de salud, millones de muertes de nifios y adultos alrededor del mundo; y a la vez impactar
positivamente al desarrollo socioecondmico de los paises afectados.

Riesgos

No aplica

Confidencialidad

Guardaremos privacidad acerca de los registros que puedan identificarlo hasta donde nos lo permita la
ley. Su informacion serd manejada bajo un cédigo asignado en el estudio, y solo el investigador y
personal autorizado, tendran acceso a ellos. Usted no sera identificado por nombre en ningun informe
publicado ni en presentacion de resultados.

Personas a contactar

Si tiene alguna pregunta acerca de este estudio o acerca de lo que debe hacer en caso de que se sienta
alguna molestia durante el estudio, puede comunicarse con el investigador responsable.
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Nombre del investigador: Maria Fernanda Yasnot Acosta

Direccién: Carrera 6 #76-103, Universidad de Cérdoba, Facultad de Ciencias de la salud.
Grupo de Investigaciones Microbioldgicas y biomédicas de Cordoba (GIMBIC)
Teléfono: (Tan et al.)-7860319 o fax 7860319

Nombre del Investigador: Catalina Tovar Acero/Mayra Raciny Aleman

Direccion: Carrera 6 #76-103, Universidad de Cérdoba, Facultad de Ciencias de la salud.
Grupo de Investigaciones Microbioldgicas y biomédicas de Cérdoba (GIMBIC)
Teléfono: 3145976629/3005627135

Terminacion del estudio

Usted entiende que su participacién es VOLUNTARIA. En cualquier momento usted puede retirar su
consentimiento para participar en este estudio.

Aceptacion

Los componentes sanguineos de su cuerpo que vienen en la muestra que usted generosamente dona,
seran utilizados en los procedimientos aqui descritos, pero pueden ser almacenados para futuros
estudios de investigacion que estén relacionados con temas microbioldgicos y biomédicos, previo aval
del Comité de Etica para investigacién en Humanos de la Facultad de Salud de la Universidad de
Cérdoba.

¢Usted acepta que sus componentes sanguineos sean usados en futuras investigaciones?

S| NO

SU FIRMA (O HUELLA DIGITAL) INDICA QUE USTED HA DECIDIDO PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN
ESTE ESTUDIO HABIENDO LEIDO (O ESCUCHADO) LA INFORMACION ANTERIOR. S| EXISTE ALGUNA PARTE
DE ESTE DOCUMENTO QUE NO ENTIENDA, O REQUIERE INFORMACION ADICIONAL, PREGUNTE A UNA
DE LAS PERSONAS ENCARGADAS DEL PROCEDIMIENTO ANTES DE FIRMAR.

El presente consentimiento se diligencia a los dias del mes de del
afio

Nombre del voluntario:

No. Documento identidad: Firma o huella:
Testigo 1 (Nombre) Firma o huella:
Testigo 2 (Nombre) Firma o huella:
Investigador (Nombre) Firma:

Este procedimiento de consentimiento informado esta ajustado a las normas de ética médica vigentes en Colombia, a la
declaracidon de Helsinki y sus enmiendas, a la guia para Buenas Practicas Clinicas (ICH E6) y a la aprobacion del Comité de ética
para investigacion en Humanos de la facultad de ciencias de la salud de la Universidad de Cérdoba.
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