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Variaciones hematologicas en pacientes
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antes, durante y después del tratamiento.
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Resumen. Para determinar la relacion entre parametros hematoldgicos,
parasitemia y episodios malaricos, se evaluaron 59 individuos de ambos sexos,
infectados con Plasmodium vivax y 30 controles del estado Sucre. Se extraje-
ron muestras de sangre por puncién venosa y del 16bulo de la oreja el dia del
diagnéstico, a los 8 y 30 dias postdiagnosis. Se realizé hematologia completa,
diagnéstico microscopico y molecular (PCR) y grado de parasitemia. Se en-
contraron diferencias significativas por sexo para la hemoglobina, eritrocitos y
hematocrito (p < 0,01 en los tres analisis). Estos valores en los hombres dis-
minuyeron para el dia 8 del tratamiento con respecto al dia O (p < 0,001;
p = 0,006 y p = 0,025, respectivamente). En las mujeres, se observaron dife-
rencias s6lo entre los controles y los pacientes a las fechas de muestreo para
hemoglobina y hematocrito (p < 0,001). El nimero promedio de los leucoci-
tos para el dia diagndstico se ubicé dentro de los parametros de referencia,
pero significativamente por debajo (p < 0,001) de los del grupo control y de
los obtenidos para durante y después del tratamiento. Los valores de eosindfi-
los se observaron por encima de los parametros normales en los controles y
los pacientes durante y después del tratamiento. Se observé trombocitopenia
el dia diagnostico, pero a la semana del tratamiento los valores aumentaron
significativamente (p < 0,001). La correlacion de los parametros evaluados
con la parasitemia demostré una relaciéon negativa con las plaquetas, y una
positiva con la diferencia de plaquetas entre el dia diagnéstico y dia 8 de tra-
tamiento (p = 0,014). Esta diferencia fue el tinico parametro que se correla-
cioné con los episodios malaricos (p = 0,040). La trombocitopenia demostrd
ser un indicador de malaria aguda.
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Hematologic variations in patient with malaria caused by
Plasmodium vivax before, during and after treatment.
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Abstract. In order to determine the relationship between hematological
parameters, parasitaemia and malaria episodes, we evaluated 59 individuals of
both sexes, infected with Plasmodium vivax and 30 controls from Sucre state.
Blood samples were obtained by venous puncture and from the earlobe at day
of diagnosis, 8 and 30 days post-diagnosis. We carried out hematological anal-
ysis, microscopic and molecular (PCR) diagnosis and the parasitaecmia was
calculated. There were significant differences by sex for hemoglobin, erythro-
cytes and hematocrit (p < 0,01 in all three analysis). These values in males,
decreased by day 8 with respect to day O (p < 0,001; p = 0,006 y p = 0,025,
respectively). In females, significant differences were only seen in hemoglobin
and hematocrit between controls and patients (p < 0,001). The average num-
ber of leucocytes at the day of diagnosis was within the reference values, but
slightly lower compared to the controls and the samples during and after the
treatment. The average proportion of eosinophils was higher than normal for
both, controls and patients, during and after the treatment. Thrombo-
cytopenia was observed at diagnosis, but a week after, the values increased
significantly (p < 0,001). There was an inverse relationship between
parasitacmia and platelet count and a direct relationship between the first
and hemoglobin at day 0, as well as with the difference in platelet counts be-
tween day O and day 8 (p = 0,044 y p = 0,014, respectively). This difference
was the only parameter related to the number of malaria episodes (p =

0,040). Thrombocytopenia showed to be an indicator of acute malaria.
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INTRODUCCION

Los parasitos del género Plasmodium
causan cada ano alrededor de 500 millones
de infecciones y aproximadamente 2,7 mi-
llones de muertes, de las cuales el 90 %
ocurre en nifios del Africa Sub-Sahariana.
En América se estima que viven aproxima-
damente 175 millones de personas que se
encuentran en algtn riesgo de contraer la
enfermedad (1).

Las manifestaciones clinicas de la ma-
laria son bastante pleomorficas y se pueden

extender desde episodios febriles de corta
duracion, si el diagnostico es oportuno y
efectivo, hasta complicaciones sistémicas
severas y muerte (2). Las cuatro especies
del parasito infectantes al hombre pueden
causar anemia severa, pero la mayoria de
las complicaciones a nivel cerebral, hipogli-
cemia, acidosis metabdlica, dificultad respi-
ratoria ¢ insuficiencia renal estan asociadas
a Plasmodium falciparum, aunque en la ac-
tualidad se ha observado un aumento de es-
tas complicaciones durante infecciones con
P. vivax (3). Los cambios hematologicos
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son las alteraciones mas comunmente en-
contradas en la malaria y juegan un papel
importante en la complicacion de la enfer-
medad. La infeccion esta usualmente aso-
ciada a anemia, trombocitopenia y a nume-
rosas alteraciones hematoldgicas y hemato-
poyéticas, cuya gravedad depende de la es-
pecie del parisito que esté implicada, del
grado de parasitemia y del estado inmunita-
rio del individuo (4-6). En areas tropicales
la malaria ha sido reportada como una de
las principales causas de bajos contajes de
plaquetas, y en numerosos estudios se su-
giere que las plaquetas juegan un rol impor-
tante en la patologia de la malaria compli-
cada, especialmente la cercbral (7-8). Los
parasitos de la malaria son también conoci-
dos por perturbar el perfil normal de célu-
las del sistema inmune en sangre periférica,
como leucocitos, linfocitos, células “Natu-
ral Killer” (NK), entre otras (9).

En la malaria causada por P. falcipa-
rum se reportan frecuentemente alteracio-
nes hematoldgicas progresivas como ane-
mia severa, trombocitopenia, leucocitosis o
leucopenia y raramente coagulacion intra-
vascular diseminada (10); algunas de estas
alteraciones son también comunes en infec-
ciones por P. vivax pero con menos severi-
dad (11).

La estrategia global para el control de
la malaria auspiciada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), privilegia el
diagnostico oportuno de los casos como
preambulo efectivo al tratamiento y control
de la enfermedad. Por muchos afios ¢l exa-
men de la gota gruesa y extendido sangui-
neo, ha sido el método de referencia para
diagnosticar la malaria (12). Pero, a pesar
de ser una prueba sencilla y de bajo costo,
se requiere de personal bien entrenado para
la coloracion y la diferenciacion morfol6gi-
ca de los pardsitos. Ademds, el tiempo que
se requiere para un diagndstico preciso, so-
bre todo en el caso de parasitemias bajas
muy comunes en areas endémicas, ha im-

pulsado el desarrollo de técnicas alternati-
vas (13,14). Los avances en el diagnostico
de la enfermedad que se utilizan actual-
mente son métodos basados en microscopia
de fluorescencia, amplificacion y deteccion
de dacidos nucleicos y téenicas de inmu-
noensayo (13). La aplicacion de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), ha sido
expandida para el estudio de la infeccion de
malaria. Las infecciones mixtas que pueden
ser detectadas por PCR son mds frecuentes
de las que se reportan por microscopia y
juegan un papel modulatorio en la severi-
dad de la enfermedad (15-17). Los métodos
basados en PCR han demostrado ser muy
valiosos para los estudios de diversidad ge-
nética de parasitos, ya que aportan mas in-
formacion sobre la epidemiologia de la ma-
laria (18,19). La principal ventaja de usar
estas técnicas, es su alta sensibilidad (de-
tectan hasta 5 pardsitos/uL de sangre) y es-
pecificidad (hasta 100%), lo que ayuda en el
seguimiento del paciente y en la ubicacion
de casos asintomaticos (20).

Las caracteristicas de los cambios he-
matolégicos durante la malaria han sido ex-
tensamente estudiadas en la infeccion por
P. falciparum y en regiones del continente
africano, mientras que pocos trabajos han
evaluado los parametros hematolégicos du-
rante el curso de una infeccién por P. i-
vax, ademas estds variaciones van a estar
influenciadas por las caracteristicas demo-
graficas de las regiones, el grado de ende-
micidad de la enfermedad y la inmunidad
desarrollada por los individuos ante la mis-
ma. Un mayor entendimiento de las varia-
ciones que pudieran estar produciéndose
permitiria un manejo mas adecuado de las
posibles complicaciones de la enfermedad;
ademas, la prediccion de estos cambios per-
mitiria establecer una temprana interven-
cion terapéutica con el fin de prevenir la
ocurrencia de importantes complicaciones.
Es por esto que, en este estudio, se planted
realizar un seguimiento para evaluar los
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cambios hematol6gicos a pacientes infecta-
dos por P. vivax provenientes de zonas en-
démicas del estado Sucre, diagnosticados
por métodos moleculares y convencionales,
antes, durante y después del tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron 59 individuos de ambos
sexos (38 hombres y 21 mujeres), con eda-
des comprendidas entre los 3-67 anos, posi-
tivos a malaria causada por Plasmodium <i-
vax provenientes de dos zonas endémicas
del estado Sucre, Venezuela, La Esmeralda,
municipio Rivero y El Paujil, municipio Ca-
jigal, con o sin sintomatologia de la enfer-
medad, los cuales fueron encontrados por
basqueda activa y pasiva. Ademas, se esco-
gieron al azar 30 individuos sanos (con
diagnédstico negativo de malaria por micros-
copia y PCR), como controles de los para-
metros hematolégicos, los cuales manifes-
taron no haber sufrido malaria en los alti-
mos 6 meses y no haber padecido ningiin
sintoma clinico en los dltimos meses. Estos
individuos habitaban en la misma casa o en
casas cercanas a los pacientes diagnostica-
dos con malaria, y ademas fueron evaluados
por la técnica microscopica y molecular
para descartar infeccion con malaria.

El estudio recibié la aprobaciéon de la
comision de bioética y bioseguridad del
Instituto de Investigaciones en Biomedicina
y Ciencias Aplicadas de Universidad de
Oriente y fue conducido de acuerdo a las
normas establecidas para el trabajo en hu-
manos segiin la declaracion de Helsinki
(21). Los pacientes fueron informados del
propoésito del mismo y a todos se les solicito
consentimiento previa informacion.

A cada paciente se le tomaron mues-
tras de sangre en tres ocasiones diferentes,
dia diagnéstico (sin tratamiento) y a los
ocho y treinta dias de haber sido diagnosti-
cados. En cada ocasion se le extrajeron 5
mL de sangre por puncion venosa de la re-

gion antecubital que fue colocada en tubos
con anticoagulante EDTA, y 2 gotas por
puncion del 16bulo de la oreja para la prepa-
racion de la gota gruesa y extendido. A los
controles se les tomé muestra en una sola
ocasion. Las muestras con anticoagulante
se usaron para la determinacion inmediata
de los parametros hematologicos y poste-
riormente fueron guardadas a -20°C hasta
la realizacion de la extraccion de ADN.

Todos los pacientes recibieron el trata-
miento convencional aplicado por el orga-
nismo competente (Malariologia), el cual
consisti6 en cloroquina a dosis de 10
mg/kg de peso por dia durante dos diasy 5
mg/kg al tercer dia; y primaquina a razén
de 0,25 mg/kg de peso por dia durante ca-
torce dias.

Inmediatamente después de la recolec-
cion, las muestras fueron analizadas para
determinar los parametros hematolégicos
(hemoglobina, hematocrito, eritrocitos/ul,
leucocitos/uL, plaquetas e indices hemati-
métricos) en un equipo hematolégico auto-
matizado marca Coulter modelo T-890; el
recuento diferencial de glébulos blancos se
realiz6 manualmente segin la técnica de
microscopia 6ptica (22). Todos los resulta-
dos que presentaron alguna alteracion fue-
ron verificados por téenicas manuales.

Todas las laminas de gota gruesa y ex-
tendido sanguineo fueron analizadas por
microscopia Optica por personal entrenado
en el area y por PCR de doble ronda de
acuerdo a la técnica de Snounou y col. (15)
para lo cual se extrajo ADN del parasito con
el estuche de extraccion de ADN gendémico
Wizard (Promega Corp., Madison, WI, USA),
de la siguiente manera: 300 ul. de sangre
fueron lavados con 1 mL de PBS y luego
mezclados con proteinasa K (0,2 mg/mL),
incubados 2 horas y centrifugados, el sedi-
mento fue mezclado con 900 uL de solu-
cién lisante de células, incubado por 10 mi-
nutos, para luego ser centrifugado. Al sedi-
mento obtenido se le anadieron 300 uL de
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lisante de ndcleos y se incubé durante 10
minutos, luego se agregaron 100 ul. de so-
lucion precipitante de proteinas y se mez-
cl6 vigorosamente durante 20 segundos. El
sedimento con proteinas fue eliminado por
centrifugacion y el ADN obtenido fue preci-
pitado con isopropanol, lavado con etanol
70%, secado e hidratado con buffer (10 mM
Tris- 1 mM EDTA, pH 8). Posteriormente se
realiz6 la amplificacion de la secuencia que
codifica la subunidad pequefia del ARN ri-
bosomal (18 ssrARN), con un par de pri-
mers género especificos en la primera ron-
da de amplificaciéon (rPLUS y rPLU6). Una
alicuota de 1 uL del producto obtenido se
usé para la segunda ronda de amplificacion
en el cual se detectaron especies separada-
mente usando primers especie especificos
para P. vivax (rVIV1 y rVIV2) y P. falcipa-
rum (rFAL1 y rFAL2). En la primera ampli-
ficacién se observé un producto de aproxi-
madamente 1,2 Kb. El tamano del producto
obtenido en la segunda amplificacion fue de
205 pares de bases para P. falciparum y 120
pb para P. vivax. Todas las reacciones se
llevaron a cabo en un volumen total de 20
L usando: buffer de PCR 1X (2 mM MgCl,,
50 mM KCIl, 10 mM Tris-HCI1, pH 8,3, 0,1
mg/ml-! gelatina), 125 uM de cada desorri-
bonucledtido trifosfato, 250 nM de cada oli-
gonucledtidos, 0,75 U de Taq polimerasa
(Promega Corp.). Se incluyeron, como con-
troles positivos, muestras de pacientes diag-
nosticados con malaria causada por P. vi-
vax y P. falciparum, asi como agua como
control negativo. El programa usado para la
amplificacion fue el siguiente: primer paso
a 95°C por 5 minutos, 24 ciclos con un paso
de desnaturalizacién a 95°C por 1 minuto,
un paso de apareamiento a 58°C por 2 mi-
nutos, y un paso de extensiéon a 72°C por 2
minutos. Para la segunda reaccion de am-
plificacion se utilizé6 el mismo programa
pero con 30 ciclos. Los productos amplifi-
cados fueron observados luego de electrofo-
resis en gel de agarosa al 2% tenido con

bromuro de etidio y visualizados en un
transluminador de luz ultravioleta.

El grado de parasitemia se determind
en gota gruesa en base a 500 leucocitos
presentes con objetivo de 100 X (23). Se
calcul6 el ntimero de parasitos por microli-
tro mediante la siguiente férmula:

__ pxL
500 leucocitos

donde P es el niimero de parasitos por ul. de
sangre; p, el nimero total de parasitos y L,
el namero de leucocitos por ul. de sangre.

Anilisis estadistico

Para determinar las relaciones estadis-
ticas entre las variables hematolégicas eva-
luadas, el sexo, la edad, ¢l grado de parasi-
temia y el namero de episodios previos a la
enfermedad de los individuos estudiados, se
realizaron analisis de variancia (ANOVA)
simple y maltiples y andlisis de regresion li-
neal, todo con un nivel de confianza de
95%, utilizando el programa computarizado
SPSS versién 11.5 (24).

RESULTADOS

Los 59 (100%) pacientes evaluados
fueron positivos a malaria causada por P. vi-
vax para el dia diagnéstico, tanto por mi-
croscopia Optica como por PCR; a los 8 dias
de haber iniciado el tratamiento todos re-
sultaron negativos por microscopia (0%) y
22 (37,29%) seguian siendo positivos por
PCR, 30 dias después del diagndstico, 3
(5,08%) de los pacientes estaban positivos
por microscopia y 6 (10,17%) por PCR (Ta-
bla I). El ANOVA de todos los parametros
hematoldgicos segin el sexo s6lo demostro
diferencias significativas entre los valores
de hemoglobina, eritrocitos y hematocrito
(p < 0,001; p < 0,001 y p < 0,001 respecti-
vamente). Por ello, los andlisis para estos
parametros se realizaron en cada sexo por
separado. Por otro lado, no se encontraron
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TABLA I
SEGUIMIENTO DE PACIENTES POSITIVOS A MALARIA CAUSADA POR Plasmodium ‘vg"vax
POR MICROSCOPIA OPTICA Y PCR DE DOBLE RONDA PROVENIENTES DE ZONAS ENDEMICAS
DEL ESTADO SUCRE, ANTES, DURANTE Y DESPUES DEL TRATAMIENTO

Técnica Pacientes
Inicio tratamiento Durante tratamiento Después tratamiento
(Dia 0) (Dia 8) (Dia 30)
Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Microscopia Optica 59 0 0 59 3 56
PCR de doble ronda 59 0 22 37 6 53

diferencias significativas entre ninguno de
los parametros y la edad de los individuos
estudiados.

Los niveles de hemoglobina mostraron
diferencias significativas entre el grupo con-
trol y los pacientes, en los de sexo masculino
se observo una disminucion de la hemoglobi-
na para el dia 8 de tratamiento con respecto
al dia 0, aunque el promedio no fue signifi-
cativamente menor al grupo control, sin em-
bargo, en las mujeres, los valores del dia O y
8 estuvieron por debajo de los controles
(p = 0,004 y p = 0,020). En los individuos
de sexo masculino también se observé una
disminucion en el nimero eritrocitos y los
consiguientes valores de hematocrito el dia
8 del tratamiento (p = 0,006 y p = 0,025),
similar a lo observado para la hemoglobina.
En las mujeres, en cambio, no se observaron
diferencias significativas para el contaje eri-
trocitario, pero si entre el valor de hemato-
crito para el grupo control y el de los pa-
cientes en las distintas fechas de muestreo
(p < 0,001) (Tabla II).

Los indices hematimétricos (volumen
corpuscular medio, hemoglobina corpuscu-
lar media y concentracion de hemoglobina
corpuscular media) no mostraron diferen-
cias estadisticamente significativas en los
pacientes a distintas fechas de muestreo ni
con el grupo control (Tabla II).

Los valores obtenidos para los leucoci-
tos en el dia diagnéstico se encontraban

dentro de los rangos de referencias pero
significativamente por debajo (p < 0,001)
de los obtenidos en las otras fechas de
muestreo y para el grupo control; aunque
se observaron 8 individuos con leucopenia
(valores menores a los 4 X 10° /ul). Esta
reduccién fue principalmente debida a la
caida significativa en el niimero absoluto de
linfocitos y la proporcion de segmentados
eosindfilos, pero contrarrestada en parte
por un ligero aumento en el nimero absolu-
to de segmentados neutroéfilos (p < 0,001;
p = 0,0029; p < 0,001 respectivamente).
Sin embargo, al comparar los valores de leu-
cocitos estos no mostraron diferencias signi-
ficativas a los del grupo control para durante
y después del tratamiento (Tabla II).

Por su parte, la proporcion de segmen-
tados eosinéfilos mostré una disminucion
significativa en los pacientes para el dia del
diagnéstico, que gradualmente fue aumen-
tando para el dia 8 del tratamiento y 30
postratamiento para asemejarse a la pro-
porcion observada en el grupo control (p =
0,003, Tabla II).

Al evaluar el contaje plaquetario, se
observd que para el dia diagndstico existia
trombocitopenia en una proporcion signifi-
cativa de los pacientes (con 33 pacientes
con valores por debajo de las 150 x 103
/ul); pero luego de una semana de haber
iniciado el tratamiento, los valores aumen-
taron significativamente (p < 0,001), en-
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TABLA 11
COMPARACION DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS EVALUADOS EN PACIENTES
INFEC’I:ADOS CON MALARIA CAUSADA POR Plasmodium vivax PBOVENIENTES DE ZONAS
ENDEMICAS DEL ESTADO SUCRE, ANTES, DURANTE Y DESPUES DEL TRATAMIENTO,
COMPARADO CON CONTROLES SANOS
Variable Controles Inicio del Durante el Después del p
tratamiento tratamiento tratamiento
(Dia 0) (Dia 8) (Dia 30)

Eritrocitos (10°/ul) 431 = 0,36 4,35 + 0,53 4,17 = 0,56 4,49 = 0,39 0,0026
Hemoglobina (8/dL) 12,66 = 1,20 12,41 £ 1,92 12,06 = 1,66 13,12+ 1,61  0,0038
Hematocrito (%) 41,12 324 38,86 +589 37,71 =496 40,41 =433  0,0175
VCM (fL) 95,60 =529 89,08 = 623 90,49 = 6,65 89,97 + 6,39  0,4853
HCM (Pg) 2052 £2,62 2853 +222 2905+262 2924+254 03019
CHCM (%) 30,83 = 1,36 32,03 = 1,23 32,07 = 1,02 32,46 = 0,88 0,0556
Plaquetas (103/ul) 278,72 = 77,39 145,47 = 70,24 265,02 = 75,79 239,00 = 62,52 00,0000
Leucocitos (103/ul.) 8,01 = 2,03 7,01 = 2,34 8,24 = 2,58 8,10 = 2,23 0,0007
Linfocitos (103/uL) 4,80 + 1,41 2,98 + 1,28 4,46 = 1,40 444 139  0,0000
Neutréfilos (103/ul) 4,27 + 1,75 4,96 = 2,00 4,60 = 1,84 4,68 1,48  0,0000
Eosinéfilos (103/uL) 0,60 = 0,47 0,31 = 0,39 0,48 + 0,58 0,56 + 0,53 0,0003

contrandose so6lo 2 pacientes con un nime-
ro de plaquetas inferior al valor normal y
manteniéndose ligeramente por debajo del
promedio del grupo control para el dia 30
(Tabla II).

La correlacion de todos los parametros
hematoldgicos evaluados con la densidad de
parasitos en sangre (=1.130,5 parasitos/ul)
demostré una relacion lineal inversa con el
namero de plaquetas (cc = -0,259; r? =
7,02%; p = 0,044), asi como una relacion
positiva con la diferencia de plaquetas entre
el dia diagnostico y los 8 dias de tratamien-
to (cc = 0,259; 12 = 6,72%; p = 0,049). Por
otro lado, la diferencia entre el niimero de
plaquetas fue el Gnico parametro que se co-
rrelacion6 con el namero de episodios de
malaria que habian sufrido los individuos
estudiados (cc = -0,268; 2 = 7,21%; p =
0,040). El niimero de episodios sufridos an-
teriormente por los individuos estudiados
se ubico entre 1 a 13, de los cuales 14 indi-
viduos presentaron 1 6 2 episodios previos,

35 habian sufrido de 3 a 4 episodios ante-
riores y 10 individuos mas de 5 episodios de
la enfermedad.

DISCUSION

En el presente trabajo se observé que
22 pacientes continuaron arrojando un re-
sultado positivo por PCR a los 8 dias de ha-
ber iniciado su tratamiento, lo que pudo de-
berse a que se estuviera detectando ADN de
parasitos no viables. En este sentido, varios
trabajos de investigacion han senalado la
persistencia de ADN en sangre durante el
tratamiento y la incapacidad de la técnica
para distinguir entre organismos viables y
no viables (25,26). Kain y col. (27) investi-
garon la desaparicion de los parasitos du-
rante el tratamiento de malaria causada por
P. falciparum y encontraron que la PCR
continuaba positiva entre 6-8 dias postrata-
miento comparado con la microscopia, que
se hace negativa, en promedio, a los 4 dias
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de aplicado el tratamiento. En este mismo
ambito Srinavasan y col. (28) notaron que
la PCR detecté ADN de parasitos circulan-
tes no vivos después de la terapia en indivi-
duos infectados con P. falciparum.

Para la tercera toma, después de haber
culminado el tratamiento, se encontraron 6
muestras positivas por PCR y 3 de estas es-
taban también positivas por microscopia,
esto pudiera ser debido a una reinfeccién,
ya que estos pacientes permanecieron en el
area endémica, sin llegar a descartar que se
pudieran presentar recaidas, siendo repor-
tados largos periodos de latencia en infec-
ciones por P. vivax (29). Para poder estar
seguros de si se trata de una recaida o una
reinfeccion se deberia hacer una genotipifi-
cacion del parasito a fin de determinar si la
cepa de la infeccién inicial es idéntica o di-
ferente a la encontrada el dia 30 postrata-
miento (30-32). La presencia de individuos
positivos por PCR en las tres ocasiones en
que fueron evaluados también pudiera indi-
car la existencia de parasitos resistentes a
la terapia antimalarica. Sin embargo, la re-
sistencia en infecciones por P. vivax se ha
generado de manera mas lenta a nivel mun-
dial en comparacién con los casos de mala-
ria causada por P. falciparum y aunque exis-
ten en la actualidad informes de casos de
cepas de ésta especie resistentes, en el con-
tinente americano son raros y para poder
comprobarlo se requiere de estudios mas
minuciosos y un seguimiento adecuado dia-
rio al paciente durante la aplicacion de la
terapia (33).

La anemia observada en los pacientes
evaluados en el estudio no fue muy marca-
da, lo que pudo ser debido al diagndstico
temprano y oportuno de la infeccion, ya
que la mayoria de los casos fueron obteni-
dos en una busqueda activa. Muchos auto-
res, sefialan que un retardo en el diagnoésti-
co influye en el agravamiento de la anemia,
ademads del hecho que la anemia causada
por P. vivax no es muy intensa, debido a

que s6lo parasita eritrocitos jovenes, sin
embargo existen reportes de casos de ane-
mia severa pero con menores complicacio-
nes que la malaria causada por P. falcipa-
rum (34).

La Organizacion Mundial de la Salud
define como anémicas a las personas con
una concentracion de hemoglobina por de-
bajo de 11 g/dL si son ninos entre 6 meses
y un ano; 12 g/dL entre los 6 y 14 afos; 13
¢/dL en los hombres y 12 g/dL en mujeres.
La anemia se ha reconocido siempre como
una complicacién frecuente de la infeccion
maldrica, en vista de que parte del ciclo del
parasito se lleva a cabo en los eritrocitos
del hospedero, y esta es de mayor importan-
cia en los ninos que viven en las regiones
endémicas (35).

La anemia presente en casos de mala-
ria se produce como consecuencia de varios
mecanismos involucrados, en general se ha-
bla de dos grandes grupos de factores, los
que aumentan la destruccién de los globu-
los rojos y los que disminuyen su produc-
cién. Se ha encontrado que no hay correla-
cion entre la intensidad de la anemia y la
destruccion estimada de globulos rojos pa-
rasitados que sufriran lisis por accion de la
ruptura de los esquizontes maduros. Por
esto, se considera que la destruccién de eri-
trocitos no parasitados no solo es real sino
que podria contribuir significativamente al
establecimiento de la anemia (2). Por otro
lado, también se ha comprobado que en la
malaria existe acortamiento de la vida me-
dia del eritrocito que compromete tanto a
los parasitados como a los no parasitados,
debido a la respuesta inflamatoria produci-
da por el organismo. Ademas se debe tomar
en cuenta que un namero no determinado
de eritrocitos parasitados puede ser removi-
do de la circulacion por células fagociticas
(30).

En la anemia relacionada con la mala-
ria también se ha observado una inadecua-
da respuesta eritropoyética con alteracién
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en el ntimero de reticulocitos producidos,
lo que se traduce en una menor produccion
de eritrocitos. En la médula 6sea de pacien-
tes analizados se ha visto una inadecuada
maduracion de los precursores eritroides,
los cuales presentan alteraciones citoesque-
léticas que conducen a una marcada diseri-
tropoyesis (37).

Fue notable la disminucién del name-
ro de eritrocitos y por ende del hematocrito
y concentracion de hemoglobina, observada
a la semana de haber iniciado el tratamien-
to en los individuos de sexo masculino, lo
cual podria ser debido a la influencia del
tratamiento aplicado sobre los glébulos ro-
jos, pudiendo ocurrir una mayor destruc-
cion de los eritrocitos parasitados que los
no parasitados por parte del sistema de re-
ciclaje eritrocitico y la persistencia de in-
munocomplejos circulantes que pueden
causar hemolisis (38, 39). Greenberg y col.
(7) y Llanos y col. (2) senalaron que la ane-
mia a menudo persiste dias a semanas des-
pués del tratamiento de la malaria aguda,
atn después de una eliminacion exitosa del
parasito. Al igual que en esta investigacion
Taha y col. (6) observaron una caida de los
valores de hematocrito, hemoglobina y con-
taje de globulos rojos varios dias después de
iniciada la terapia antimaldrica en pacien-
tes con malaria en Kuwait.

El hecho de no encontrar diferencias
significativas entre los indices hematimétri-
cos durante el tiempo de estudio apoya los
senalamientos de que la anemia encontrada
durante la infeccién maldrica es de tipo
normocrémica y normocitica (6, 40, 41).

Los valores de leucocitos estuvieron
dentro de los parametros de referencia pero
significativamente por debajo de los valores
de leucocitos del grupo control, lo que con-
cuerda con la mayoria de los estudios que
evaliian ¢l contaje de leucocitos en malaria
causada por P. vivax, los cuales reportan
valores de normales a bajos. Los casos re-
portados de leucocitosis son menores y ge-

neralmente estan asociados a malaria com-
plicada (10, 42, 43). Investigaciones recien-
tes establecieron la asociacion entre leuco-
penia periférica y la malaria y entre leucoci-
tosis y casos severos de malaria. McKenzie y
col. (44), en trabajos realizados comparan-
do el contaje de leucocitos de individuos sa-
nos ¢ infectados con P. falciparum y P. vi-
vax, en poblaciones de Thailandia y Perd,
encontraron que el contaje de leucocitos
fue menor en pacientes infectados con
P. falciparum que en los infectados con P.
vivax, pero que en ambos grupos el contaje
fue menor que en los individuos no infecta-
dos (controles), sin embargo, en todos los
casos el ndamero de glébulos blancos se
mantuvo dentro de los parametros de refe-
rencia. Estudios previos realizados en Asia
por Erhart y col. (45) no hallaron diferen-
cias entre los contajes de glébulos blancos
durante infecciones con P. vivax y P. falci-
parum en residentes de regiones endémi-
cas. Estos autores observaron que al inicio
de la infeccién, el recuento de leucocitos
disminuy6 de forma brusca al mismo tiem-
po que se iniciaba la fiebre y la infeccion se
hacia detectable por microscopia. Otros in-
vestigadores han sefialado que la leucope-
nia en casos pocos severos de malaria, es in-
terrumpida por leucocitosis transitoria du-
rante o entre los paroxismos febriles. Por
otro lado Jadhav y col. (46), en un estudio
realizado en India, senalaron que aunque
no encontraron diferencias estadisticamen-
te significativas entre el contaje de leucoci-
tos y segmentados neutrofilos de pacientes
con malaria, pudieron observar que los re-
cuentos de leucocitos menores a 4.000 c¢é-
lulas fueron mas comunes en los pacientes
con malaria causada por P. vivax, mientras
que los contajes por encima de 11.000 célu-
las fueron mas frecuentes en los pacientes
que tenian malaria causada por P. falcipa-
rum.

En este mismo dmbito, Kassa y col. (9)
encontraron que, en individuos de la region
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de Etiopia, la media del total de leucocitos
fue menor en los que sufrian malaria causa-
da por P. vivax y P. falciparum con respec-
to al grupo control, pero la diferencia solo
fue significativa en los pacientes con P. fal-
ciparum, sin que existieran diferencias sig-
nificativas entre los individuos infectados
con las dos especies, reportdndose también
un contaje absoluto menor en los diferentes
subtipos de linfocitos de éstos pacientes.
En la presente investigacion se observé un
ligero aumento del promedio de segmenta-
dos neutréfilos en los individuos evaluados
para el dia diagnostico con respecto a los
controles, lo que se supone estuvo asociado
a la etapa aguda de la infeccion malarica.
En este trabajo, se observaron valores
bajos de linfocitos durante la malaria aguda,
pero los valores aumentaron al aplicar ¢l tra-
tamiento adecuado. En este sentido, se han
senalado dos mecanismos potenciales que
pueden explicar la deplecion de los linfocitos
en sangre periférica durante la fase aguda de
la infeccién, como son el secuestro de los
mismos en los nédulos linfaticos o en otras
partes del cuerpo y/o la muerte anormal de
las células a través de la apoptosis. En el pri-
mer caso se ha evidenciado el aumento de
citoquinas que inducen la expresion de mo-
léculas de adhesion en plasma de personas
infectadas con malaria aguda por P. vivax y
P. falciparum, y se cree que la aparicion y
desaparicion observada de estas moléculas
durante la fase aguda de la enfermedad, se
puede deber a los movimientos rapidos de
las células en sangre y en 6rganos linfoides,
lo cual puede traer como resultado altera-
ciones en la proporcion y el contaje de las
células inmunitarias en sangre periférica.
Con respecto a esto, ha sido demostrada la
presencia de linfocitos T reactivos en célu-
las esplénicas durante y después de la infec-
cién con malaria aguda, mientras que estas
células no fueron detectadas en sangre peri-
férica, indicando que se retiraron a otros
tejidos del cuerpo (47). Por otro lado, el se-

gundo mecanismo sugerido se ha observado
en células inmunitarias en estudios hechos
con modelos animales y humanos, pero atin
no se ha demostrado el mecanismo exacto
en que puede ocurrir la muerte apoptdtica
de las células ni el impacto que esta tiene
en la disminucién de la poblacion de linfoci-
tos (9, 46).

Kurtzhals y col. (48) senalaron que la
infeccion por Plasmodium estd usualmente
asociada a un bajo contaje de ecosindfilos,
seguido por una eosinofilia persistente en
una proporcion de pacientes después de la
cura. Sin embargo, se puede observar que el
grupo usado como control en este estudio
conformado por individuos aparentemente
sanos de las mismas zonas endémicas pre-
sentaban el promedio de eosindfilos por en-
cima de los valores de referencia (0,2-0,35 x
103/ul)), lo cual podria deberse a que una
de las zonas, especificamente la poblacion
de El Paujil, esta afectada por la presencia
de la llamada palometa peluda (Hylesia me-
tabus), la cual produce cuadros alérgicos en
la mayoria de las personas (49), sin dejar de
lado el hecho de que estas personas tam-
bién pudieran estar infestadas con helmin-
tos intestinales que aumentan el namero de
eosinéfilos (50), lo cual no fue descartado
en este estudio. Por otro lado, no se puede
descartar que el aumento de los eosindfilos
en los pacientes con malaria observado en
este estudio durante y después del trata-
miento pudiera estar influenciado por una
respuesta indirecta del organismo ante el
tratamiento aplicado, ya que se ha docu-
mentado la produccion de efectos secunda-
rios como las alergias. Estos mismos inves-
tigadores sefialaron varias causas posibles
de la eosinofilia: como una respuesta direc-
ta al parésito, indirecta a la droga antimala-
rial o una liberacion refleja de los eosin6fi-
los seguida de una suspension temporal de
la médula 6sea. Al parecer, aunque el Plas-
modium induce produccién de eosindfilos,
la liberacién de éstos a partir de la médula
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Osea es bloqueada, o las células son consu-
midas en los tejidos inflamados (48).

Camacho y col. (51) en un trabajo rea-
lizado en pacientes con malaria aguda por
P. falciparum observaron un comportamien-
to similar al hallado en esta investigacion,
encontrando que durante la fase aguda de
la infeccion los pacientes, en general, no
presentaron eosinofilia, pero a la semana de
haber iniciado la terapia hubo un desarrollo
de la misma que persistié por aproximada-
mente dos semanas después. Varios estu-
dios han sugerido que la eosinofilia no se
desarrolla sino hasta varias semanas des-
pués del inicio de la terapia y que ésta se
mantiene de 4-8 semanas después de culmi-
nada la misma (52). En este trabajo obser-
vamos un comportamiento similar con un
pico de eosinofilia a la semana de iniciado
el tratamiento que se prolongd y aument6
en promedio semanas después de haber cul-
minado el mismo.

La trombocitopenia encontrada el dia
diagnostico no fue muy marcada, hecho que
concuerda con numerosos estudios realiza-
dos en infecciones por P. vivax, donde se
hallaron trombocitopenias leves a modera-
das, con pocos casos de trombocitopenia
severa, y que para el dia 8 de iniciado el tra-
tamiento ya habia desaparecido. Sin embar-
go, investigaciones recientes en Venezuela
reportan cada vez mas casos de trombocito-
penia severa asociada a P. vivax, principal-
mente en ninos (53). Trabajos de investiga-
cién han senalado que la miaxima de trom-
bocitopenia ocurre entre el primer al sexto
dia de la infeccion, y gradualmente retor-
nan las plaquetas a la normalidad entre 5 a
7 dias después de que cesa la parasitemia
(3, 54, 55). La trombocitopenia ocurre tan-
to en infecciones con P. falciparum como
en infecciones con P. vivax, aunque la ten-
dencia a contajes plaquetarios mas bajos se
observa en pacientes con P. falciparum. Sin
embargo, Jadhav y col. (45) han encontra-
do, en investigaciones realizadas en India,

con personas infectadas con ambas especies
por separado, que la trombocitopenia no
sirve para distinguir cual especie estd cau-
sando la infeccion, es decir, no permite dis-
tinguir entre los dos tipos de malaria ni
tampoco predecir la severidad de la enfer-
medad. Las anormalidades de las plaquetas
de personas con malaria son tanto de tipo
cuantitativas como cualitativas. Las causas
de la trombocitopenia en la malaria no es-
t4an totalmente dilucidadas, pero se ha plan-
teado que pudieran estar involucrados va-
rios mecanismos, entre éstos, un efecto liti-
co directo de los pardsitos sobre las plaque-
tas, o un efecto de destrucciéon inmunoldgi-
ca por asociaciones especificas a anticuer-
pos IgG-plaquetas que producen lisis de las
mismas. Ademas, se cree que la elevacion
de los niveles del factor estimulante de co-
lonias de los macréfagos, que ha sido obser-
vado en estos pacientes, produce un incre-
mento en su actividad, que media la des-
truccion de plaquetas por fagocitosis (8,
41, 56, 57). Por otro lado, la trombocitope-
nia parece estar asociada con concentracio-
nes elevadas en suero de citoquinas pro y
antiinflamatorias, aunque su papel no se ha
dilucidado por completo, pero se ha encon-
trado que el estrés oxidativo, también esta
involucrado de alguna manera (45, 58).
Estos factores apoyan la relacion negativa
encontrada entre el nimero de plaquetas y
la cantidad de parasitos en sangre, fenome-
no que ya ha sido observado consistentemen-
te en una serie de investigaciones con infec-
ciones por P. falciparum y mas recientemen-
te en infecciones con P. vivax (5, 40, 51).
La relacion encontrada entre la dife-
rencia del ndmero de plaquetas y el grado
de parasitemia, asi como con el nimero de
episodios previos de malaria que ha sufrido
el individuo pareciera indicar una mejoria
en la modulacién de la respuesta inmune
responsable de la disminucién de las pla-
quetas en individuos constantemente ex-
puestos a la malaria, o una respuesta com-
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pensatoria del efecto de los parasitos sobre
las mismas.

En conclusion, es interesante el hallaz-
go de individuos positivos por PCR 30 dias
después del diagnéstico que estaban negati-
vos a la microscopia, lo que demuestra que
individuos infectados pueden pasar desaper-
cibidos y ser reservorios de los parasitos, sin
embargo, no se puede diferenciar entre
reinfecciones o recaidas pues se requieren
estudios a mayor profundidad sobre genoti-
pificacion de los parasitos, sin dejar de lado
la sospecha de resistencia al tratamiento lo
cual seria un buen punto para estudios pos-
teriores. Por otro lado, de los parametros
hematolégicos evaluados la trombocitope-
nia demostré ser un indicador de malaria
aguda y no tratada y cuya disminucion se
encontré asociada directamente al grado de
parasitemia de los individuos infectados.
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