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RESUMEN

Objetivos: Determinar la respuesta inmune
humoral contra la proteina recombinante r200L, de
Plasmodium vivax en personas infectadas y expuestas
alaenfermedadresidentes en el municipio deTierralta

- Cordoba. Relacionar variables sociodemograficas
(género, edad, malarias previas), con la respuesta
inmune humoral contra la proteina r200L generada
por Plasmodium vivax. Materiales y Métodos: El
muestreo se realizd por conveniencia, tomando
84 muestras, 42 correspondieron a los pacientes
infectados con P. vivax, en el municipio de Tierralta-
Cdordoba y 42 muestras de habitantes expuestos a la
infeccidn, el procedimiento fue realizado mediante la
técnica de Enzimoinmunoensayo (ELISA), la cual fue
relacionada con las caracteristicas sociodemograficas
(género, edad, malarias previas), de la poblacién
estudio. Resultados: En la poblacidon de pacientes y
expuestos se evidencié que la respuesta inmunitaria
fue mayor en titulos de 1:800, presentdndose en
algunos pacientes titulos altos de anticuerpos hasta
1:3200. Conclusiones: Existe antigenicidad natural
contra la proteina r200L de P. vivax en la poblacién
estudiada sin encontrarse ninguna relaciéon directa
con las variables sociodemograficas estudiadas de la
poblacién.

Palabras Clave: Malaria, Plasmodium vivax, Tierralta,
Inmunidad

ABSTRACT

Objectives: To determine the humoral immune
response to recombinant protein r200L of
Plasmodium vivax in malarial infected and exposed
individuals to residing in Tierralta - Cérdoba. Linking
demographic variables (gender, age, previous
malarial); with the humoral response to protein
produced by Plasmodium vivax r200L. Materials and
Methods: The sampling was done for convenience,
taking 84 samples, 42 were for patients infected
with P. vivax, and 42 samples from people exposed
to infection, all collected in Tierralta-Cordoba, the
procedure was done using the technique of enzyme
immunoassay (ELISA), the antibodies titre was related
todemographic characteristics (gender, age, previous
malarial), of the study population. Results: In both
populations, the patient and exposed it became clear
that the immune response was higher in the titles
of 1:800, in some patients presenting high titles of
antibodies to 1:3200. Conclusions: There is natural
antigenicity to protein r200L of P. vivax in the study
population and found not direct relationship with
sociodemographic variables studied population.
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INTRODUCCION

El paludismo o malaria es una de las
enfermedades infecciosas mds serias a nivel
mundial, siendo responsable de mis de 2
millones de muertes y 500 millones de casos
clinicos al afio; representando la principal
enfermedadtrasmitida porvectores.Se presenta
en mas de 100 paises, principalmente en las
regiones trépicas mas pobres de Africa, Asia y
Latinoamérica y mas del 40% de la poblacién
global (>2 mil millones de personas) se
encuentraenriesgodecontraerla.Latransmision
ocurre solamente mediante la picadura de
mosquitos hembras del género Anopheles,
gue se encuentran presentes por debajo de los
1600 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.),y
que estén infectadas con el parasito del género
Plasmodium; solo 4 especies afectan al hombre
(P. falciparum, P.vivax, P. malariae, P. ovale) (1).
Colombia es uno de los paises mas afectados
por esta enfermedad, convirtiéndose en unode
los problemas de mayor importancia en salud
publica (2).

La inmunidad natural producida en la malaria
es compleja y poco entendida, variando de
acuerdo a la edad, endemicidad, el estadio
y especie del parasito, y ciertos marcadores
genéticos; siendo la poblacién infantil, mujeres
embarazadas, entre otros, mas vulnerables para
adquirirlay por tanto susceptibles a una malaria
severa con un alto indice de mortalidad. En
la regién del alto sind especialmente en el
municipio de Tierralta- Cérdoba, existen ciertas
condiciones sociodemograficas que hacen de
esta, una zona de alta endemicidad para la
malaria. Las manifestaciones clinicas en zonas
de alta transmisiéon son mas frecuentes en
nifos y jovenes, mientras que las infecciones
asintomaticas son mas comunes en individuos
mayores. Esto indica que la inmunidad es
adquirida gradualmente y esta relacionada con
la edad en la que ocurre la primera exposicién,
ya que los niflos no alcanzan a desarrollar
mecanismos inmunes cuando entran en
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contacto con el parasito, aumentando el riesgo
de adquirir paludismo clinicamente manifiesto
(3). Sin embargo, en regiones donde la malaria
es endémica, como en la poblacién de Tierralta-
Cérdoba en las cuales los individuos tienen
algin grado de inmunidad, las infecciones
graves son poco comunes; sélo una pequefia
proporcién de infecciones puede alcanzar una
parasitemia elevada que conduzca a un cuadro
complicado de la enfermedad (4).

La realizacion de este estudio es de gran
importancia debido a que en el pais, y
particularmente en Tierralta-Cérdoba, existen
pocas investigaciones sobre la respuesta
inmune en personas infectadas y expuestas ala
malaria, ya que se ha demostrado cierto grado
de inmunidad desarrollada en poblaciones
de dreas endémicas después de multiples
exposiciones a la infeccién, que puede estar
relacionada con la disminucién de la frecuencia
de episodios paludicos y la reduccién de la
gravedad de las manifestaciones clinicas (5).

El trabajo tiene como objetivo general
determinar la respuesta inmune humoral contra
la proteina recombinante r200L de Plasmodium
vivax, en personas infectadas y expuestas a la
enfermedad residentes en el municipio de
Tierralta — Cérdoba y como objetivo especifico
relacionar variables sociodemograficas (género,
edad, malarias previas) con la respuesta inmune
humoral contra la proteina r200L generada por
Plasmodium vivax.

MATERIALES Y METODOS

La investigaciéon corresponde a un estudio
descriptivo de corte transversal que se realizd en
el municipio de Tierralta-Cérdoba, Colombia.

El muestreo se realizd por conveniencia,
tomando 84 muestras de la poblacién estudio,
42 correspondientes a pacientes infectados
con P. vivax, que acudian a la Direccion
regional de Salud, en el municipio de Tierralta,
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Cérdobay 42 muestras de habitantes expuestos
a la infeccion (viven en una zona altamente
endémica para malaria), teniendo en cuenta
las consideraciones éticas y los criterios de
seleccion.

Los criterios de inclusién para la seleccidon de
los pacientes fueron: pacientes que presentaran
gota gruesa positiva para P. vivax, hombres
y mujeres mayores de 18 afios de edad y
la aceptacion y firma del consentimiento
informado; para los individuos expuestos
los criterios de inclusion fueron: individuos
expuestos al Plasmodium, gota gruesa negativa
para Plasmodium spp., hombres y mujeres
mayores de 18 anos de edad y la aceptaciéon y
firma del consentimiento informado.

Las personas incluidas en el muestreo fueron
caracterizadas teniendo en cuenta las siguientes
variables: edad, género, nimero de episodios
previosdemalaria. Porcadapacienteeindividuo
expuesto a Plasmodium, fueron colectados
7ml de sangre sin anticoagulante, después
de la valoracién clinica y el cumplimiento de
los criterios de inclusidon establecidos para el
proyecto de investigacion.

Para la determinacién de la antigenicidad de la
proteina r200L en individuos tanto expuestos
como infectados con P.vivax, se realizd ELISA.
Las placas fueron sensibilizadas con la proteina
a 1.0 pg/ml diluido en buffer bicarbonato, luego
se dispensaron 100ul por pozo, quedando a
una concentracion final de 100 ng/pozo, se
incubaron toda la noche a 49C. Al dia siguiente
se descartd la solucién contenida en las placas
y se realizd el bloqueo con 200 pl/pozo con
PBS 1X/Tween20 0.05% / BSA(Albumina sérica
bovina) al 1% y se incubdé durante 2 horas a
temperatura ambiente. El tamizaje se realizd
con una dilucién 1:200, las muestras positivas a
esta dilucién fueron tituladas, para la titulacién
se realizaron diluciones 1:200, 1:400, 1:800,

1:1600, y 1:13200 con PBS 1X/Tween20
0.05%/BSA (Albumina sérica bovina) al 1%.

Una vez terminado el tiempo de incubacidn,
se lavaron las placas 3 veces por inmersién
con PBS 1X pH 7.2-7.4/Tween20 0.05%, y se
sacudieron sobre papel toalla sin dejar secar
los pozos. Posteriormente, se agregaron 100 pl
por pozo de las diluciones correspondientes,
se incubaron a temperatura ambiente durante
1 hora. Una vez terminado el tiempo de
incubacién, se lavaron las placas 6 veces
con PBS 1X pH 7.2-7.4/Tween20 0.05%, y se
sacudieron sobre papel toalla sin dejar secar
los pozos. Al mismo tiempo, se hizo una
diluciéon 1:5000 del conjugado anti-Human IgG
polivalente marcado con Fosfatasa Alcalina en
PBS 1X/Tween20 0.05%/ BSA (Albuimina sérica
bovina) al 1%. De la cual se adicioné 100ul
por pozo, se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora. La dilucién del sustrato p-NPP
(para-Nitrofenilfosfato) (1 tableta de p-NPP por
cada 5 ml de buffer dietanolamina) se realizé 15
minutos antes de que se terminara el tiempo de
incubacién. Luego del tiempo de incubacidn,
se lavaron las placas 6 veces con PBS 1X pH
7.2-7.4/Tween20 0.05%, y se sacudieron
sobre papel toalla sin dejar secar los pozos.
Finalmente, se dispensaron 100 pl por pozo del
sustrato y se incubd 45 minutos a temperatura
ambiente, protegiendo la placa de la luz. La
lectura se realizé en un Lector de ELISA a una
longitud de onda de 405 nandmetros.

La informacién colectada a partir de las
caracteristicas sociodemograficas de los
pacientes y expuestos (género, edad,
antecedentes de malarias previas), y de los
titulos de anticuerpos, que cumplieron los
criterios para éste estudio, fueron almacenadas
en una base de datos realizada en Excel, de la
cual se obtuvieron frecuencias y comparaciones
basadas en las tablas y gréficas realizadas para
cada una de las relaciones.
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RESULTADOS

Enla determinacién de los titulos de anticuerpos
contra la proteina r200L de Plasmodium vivax
tanto en pacientes como en personas expuestas
se evidencid que la respuesta inmunitaria fue
mayor en titulos de 1:800, presentandose en
algunos pacientes titulos altos de anticuerpos
hasta 1:3200. (Figura 1)

Al evaluar la respuesta inmunitaria humoral
de los pacientes con infeccion por P. vivax,
se demostré que la mayoria de pacientes, un

38%, presento titulos de anticuerpos en 1:800;
sin embargo ésta poblacion de pacientes estd
presentando titulos de anticuerpos altos contra
la proteina r200L evidencidndose hasta Ia
dilucién 1:3200. (Figura 2)

En la respuesta inmunitaria humoral de las
personas expuestas a P. vivax, se demostré que
en su mayoria (85.70%) presentaron titulos
de anticuerpos 1:800; siendo una respuesta
inmunitaria alta para estas personas que estan
en exposiciones repetidas al parasito. (Figura 3).
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Figura 1. Titulos de anticuerpos contra la proteina r200L en pacientes y expuestos
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Figura 2. Titulos de anticuerpos contra la proteina r200l en pacientes con infeccién por p. vivax
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Figura 3. Titulos de anticuerpos contra la proteina r200L en personas expuestas

En las caracteristicas sociodemograficas en la
poblacién total estudiada, se encontré que 55
(65,40%) eran de sexo Masculino y 29 (34,50%)
correspondieron al total de Mujeres (Tabla 1)

En la clasificacion de la poblacién total
estudiada segun los rangos de edades, se
presentd un mayor porcentaje en personas entre
los 18 y los 30 aiios de edad, representado en
47 personas (55,90%). (Tabla 2)

Otra de las caracteristicas sociodemograficas
gue se estudiaron en el proyecto, fue el nimero
de malarias previas, obteniendo que sélo una
persona (2,30%) se sometid al estudio sin haber
presentado antecedentes de malaria; el 83.30%
presentaron de 1 a 10 episodios malaricos.
(Tabla 3).

Tabla 1. Caracteristica Sociodemograficas (Género)
de la poblacién total estudiada.

Poblacién HOMBRES MUIJERES TOTAL
PACIENTES 28 14 42
EXPUESTOS 27 15 42
TOTAL 55 29 84
PORCENTAIJE 65,40% 34,50% 100%

En la relacidn del género con los titulos de
anticuerpos obtenidos en los pacientes vy
expuestos, se observd que la mayor respuesta
inmunitaria presentada en ambos géneros fue
hasta en titulos de 1:800, sin embargo, tantos
hombres como mujeres mostraron respuesta
inmunitaria humoral hasta titulos de 1:3200.
(Figura 4) (Figura 5).

Tabla 2. Clasificacion de la poblacién total segun el rango de edades.

Edad 18-30 31-50 51-70 TOTAL
PACIENTES 25 10 7 42
EXPUESTOS 22 17 3 42
TOTAL 47 27 10 84
PORCENTAIJE 55,90% 32,10% 11,90% 100%
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Tabla 3. Porcentaje de Malarias Previas en los pacientes.

Malarias Previas 0 1-10 11-20 >21 TOTAL
PACIENTES 1 35 5 1 42
PORCENTAIJE 2,30% 83,30% 11,90% 2,30% 100%
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Figura 5. Relacion género vs titulos de anticuerpos en personas expuestas.

Relacionando la edad con el titulo de
anticuerpos en pacientes se demostré que en
su mayoria ésta poblacidon presenté titulos de
1:400 y 1:800; en el rango de edades (18 — 30
anos) fue donde mas se evidencié respuesta
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inmunitaria humoral en titulos de 1:800 y
1:3200, las personas con edades entre los 31y
50 afios mostraron respuesta inmune hasta en
titulos 3:200. (Figura 6).
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Figura 6. Relacién género vs titulos de anticuerpos en pacientes.

En la relacidon de la edad con el titulo de
anticuerpos en personas expuestas, se demostré
que en todas las edades de las personas
expuestas se esta presentando titulos altos
contra la proteina r200L hasta en titulos de
1:800. (Figura 7)

Otra de las caracteristicas sociodemograficas
a relacionar fueron los episodios de Malarias
previas con los titulos de anticuerpos en
los pacientes, se observd que la respuesta
inmunitaria en pacientes con antecedentes de
malaria de 1 a 10 fue alta hasta titulos en 1:3200.
Sélo un paciente refirié haber presentado mas
de 21 episodios de malarias previamente, con
respuesta inmunitaria hasta 1:400. (Figura 8)
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Figura 7. Relacion género vs titulos de anticuerpos en personas expuestas
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DISCUSION

La inmunidad natural producida en malaria
es compleja y poco entendida, variando de
acuerdo a la edad, endemicidad, estadio,
especie parasitaria, y ciertos marcadores
genéticos (3), en este trabajo de investigacion
fue posible evidenciar que la proteina r200L
esta siendo antigénica de manera natural,
tanto en la poblacidén de pacientes como en
la de expuestos; encontrandose que el titulo
de anticuerpos con mayor predominio dentro
de estas poblaciones fue de 1:800, lo que
demuestra que la mayoria de la poblacidn
positiva estd presentando titulos de anticuerpos
tres veces por encima del punto de corte frente
a esta proteina,y se demostré la produccion
de respuesta inmune humoral hasta en titulos
de 1:3200; la literatura cita que en areas
donde la malaria es endémica, la inmunidad
clinica relativa es gradualmente adquirida
por individuos repetitivamente expuestos a la
picadura del mosquito infectado, la inmunidad
inhibiria la invasién y multiplicacion del
parasiton (6).

En otros estudios realizados por el Instituto de
inmunologia del Valle y la Fundacién Centros
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de primates (7), en Buenaventura, principal
puerto en la costa pacifica de Colombia vy
un area endémica en malaria, se demostro la
alta capacidad antigénica, determinada por
los niveles de anticuerpos producidos tanto
en pacientes infectados con P. vivax como en
los individuos asintomaticos con anterioridad
expuestos a la infeccion por P. vivax y con
frecuencia tenian anticuerpos contra ésta
proteina recombinante, éstos resultados
también mostraron concordancia con estudios
seroepidemiolégicos realizados en Brasil con
fragmentosdelaregion N terminal dela proteina
r200L(8). Es de gran importancia la identificaciéon
de que estas poblaciones residentes en las areas
endémicas para malaria, estan presentando
altos titulos de anticuerpos contra la proteina
r200L de P.vivax, siendo blanco para losfuturos
ensayos clinicos como candidata a vacuna para
la enfermedad malarica.

En la caracterizaciéon de los pacientes, se
demostré que hubomayorrespuestainmunitaria
en hombres que en mujeres, en ambas
poblaciones de pacientes y de expuestos; sin
embargo auln no se ha descrito una relacién
directaentreelgéneroylarespuestainmunitaria
contra la malaria.
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Las relaciones de edad con los titulos de
anticuerpos, mostraron que la poblacién tanto
de pacientes como de expuestos de edades
comprendidas entre los 18 y los 30 afios de
edadpresentaronlamejorrespuestainmunitaria
hasta en titulos 1:3200 en los pacientes; pero
no existe relacidon directa entre la edad de la
poblacién estudiada y el titulo de anticuerpos;
la inmunidad es adquirida gradualmente y esta
relacionada con la edad en la que ocurre la
primera exposicidon, sin embargo en regiones
como Tierralta — Cérdoba donde la malaria es
endémica los individuos de cualquier edad
tienen algun grado de inmunidad (3).

En este estudio se determind que los pacientes
que refirieron haber presentado episodios
malaricos entre 1 y 10, fueron los que mayor
respuesta inmunitaria presentaron; el titulo
de anticuerpos para la proteina r200L de
la poblacién en relacién con el ndmero de
malarias previas no tiene una relacién directa,
esto se puede evidenciar en que no existe un
aumento de estos a medida que se han tenido
mayores episodios de enfermedad paludica.

CONCLUSION

Existe antigenicidad natural contra la proteina
r200L de P. vivax en la poblacién estudiada,
esto se pudo establecer al evaluar el titulo de
anticuerpos que presentabantantolos pacientes
como las personas expuestas a la enfermedad.

La infeccién natural puede proveer ventajas
para el refuerzo de la respuesta de anticuerpos
inducidas por la vacunacién, ya que una vez
se induce la respuesta inmunitaria a partir
de la aplicacién de una vacuna, si existe una
memoria inmunitaria parcial, que fue producida
naturalmente, la intensidad de la respuesta sera
mucho mayor, de la que se produciria si no
existiera una memoria previa.

No se encontré ninguna relaciéon directa
entre el titulo de anticuerpos y las variables

sociodemograficas estudiadas, (género, edad,
antecedentes de malaria); lo que demuestra que
la respuesta inmune humoral en estos pacientes
no estd ligada a una condicidon especifica del
mismo.

Los resultados presentados proporcionan
evidencia de que la proteina r200L de P. vivax es
una opcién potencial a vacuna en infecciones
por P. vivax, la cual presenta caracteristicas
similares a otras péptidosy proteinas candidatas
a vacuna en malaria, sin embargo no se puede
lograr una proteccion sdélida con una sola
proteina del pardsito, y se necesitaria emplear
en conjunto de proteinas multiantigénicas para
generar una mejor respuesta en la poblacién.
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