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RESUMEN

Objetivos. Identificar los genotipos de Plasmodium vivax en poblacion gestante, y no gestante y explorar su asocia-
cién con mediadores inmunes. Materiales y métodos. Se siguieron durante 120 dias dos cohortes de pacientes con
malaria vivax no complicada en Puerto Libertador y Tierralta, Cérdoba, Colombia: 41 gestantes y 46 no gestantes, to-
das tratadas con el tratamiento estandar. Se compararon los genotipos parasitarios (microsatélites Pv3.27, Pv3.502 y
Pv1.501) y la expresion de mediadores inmunes del hospedero (IL-13, IL-10, TNF-alfa, IFN-gamma, IL-8, TGF-beta,
Fox-P3, PD-L1) entre infecciones primarias y recurrentes. Resultados. La frecuencia de recurrencias fue mayor en
gestantes (41,6%), que en no gestantes (8,7%). La diversidad genética parasitaria fue mayor en gestantes, aunque sin
alelos exclusivos. Las recurrencias fueron genéticamente homdlogas (mismos alelos) solo en 23% y 33% de los casos
en gestante y no gestantes, respectivamente. En cuanto a los mediadores inmunes, solo la expresion de Fox-P3 varié
significativamente en gestantes, con mayor expresion en el episodio primario que en el recurrente. Conclusiones.
Las mujeres embarazadas estdn expuestas a una alta frecuencia de recurrencias de malaria vivax, con alta variacién
genética del pardsito, lo que puede afectar el desarrollo de inmunidad protectora efectiva y favorecer desenlaces obs-
tétricos adversos, tanto maternos como neonatales. Estos hallazgos plantean la necesidad de fortalecer y optimizar
las acciones de prevencion y tratamiento de la malaria vivax durante la gestacion.

Palabras clave: Malaria; Plasmodium vivax; Recurrencia; Embarazo; Genotipos; Citoquinas (fuente: DeCS BIREME).

PARASITE GENOTYPES AND HOST IMMUNE MEDIATORS
IN PRIMARY AND RECURRENT MALARIA VIVAX
EPISODES IN COLOMBIA

ABSTRACT

Objective. Few studies in Colombia have compared the Plasmodium vivax genotype in primary and recurrent episodes.
This study aimed to identify these genotypes in pregnant and non-pregnant populations and explore their association
with immune mediators. Materials and methods. Two cohorts (41 pregnant and 46 non-pregnant patients) with un-
complicated P. vivax malaria from Puerto Libertador and Tierralta, Cordoba, Colombia, were followed for 120 days
after standard treatment. Parasite genotypes (microsatellites Pv3.27, Pv3.502, and Pv1.501) and host immune mediator
expression (TNF-alpha, IFN-gamma, IL-8, TGF-beta, Fox-P3, PD-L1) were compared between primary and recurrent
infections. Results. The frequency of recurrences was higher in pregnant women (41.6%) than in non-pregnant indivi-
duals (8.7%). Parasite genetic diversity was higher in pregnant women, although no exclusive alleles were detected. Re-
currences were genetically homologous (same alleles) in only 23% and 33% of cases in the pregnant and non-pregnant
cohorts, respectively. Regarding immune mediators, only Fox-P3 expression varied significantly in pregnant women,
with higher expression in the primary episode than the recurrent one. Conclusion. Pregnant women are exposed to a
high frequency of recurrences with high genetic variation, which may impair the development of effective protective
immunity and lead to adverse maternal and neonatal obstetric outcomes. This highlights the need to strengthen and
optimize prevention and treatment strategies for P. vivax malaria during pregnancy.

Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, Recurrence, Pregnancy, Genotypes, Cytokines (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La infeccién por Plasmodium vivax durante el embarazo se
asocia con enfermedad en la mujer (malaria gestacional),
dafio placentario (malaria placentaria) My desenlaces mater-
nos y perinatales adversos *?. Se estima que, cada afio, mas
de 90 millones de gestaciones en el mundo estan en riesgo
de infeccién por P. vivax . En particular, en el continente
americano, esta especie es responsable de mas del 80% de los
casos de malaria ®, con reportes del noroccidente de Co-
lombia que documentan una frecuencia de malaria gestacio-
nal del 35,8% y malaria placentaria entre 20,9% y 27,7% ).

Los estudios que aporten en el conocimiento de la gené-
tica y la patogenicidad del parasito, asi como en la respuesta
inmune del hospedero, son indispensables para comprender
los procesos fisiopatologicos de esta especie. En general el
conocimiento sobre P. vivax es mucho menos avanzado que
el de P. falciparum. No obstante, los reportes disponibles no
dejan dudas sobre el papel patogénico de P. vivax durante la
gestacion ni sobre los efectos moérbidos que produce en las
gestantes y sus hijos 1359,

Todas las especies de Plasmodium pueden causar recu-
rrencias maldricas, entendidas como la reapariciéon de la
parasitemia, con o sin sintomas asociados, luego de haber
recibido tratamiento antimaldrico especifico ®'). Esas recu-
rrencias pueden ser de tres tipos: A) recrudescencia, causada
por la eliminacion incompleta de los estadios eritrociticos
(falla terapéutica). Suele aparecer dentro de los 28 dias de
iniciado el tratamiento y puede ser causada por cualquier
especie de Plasmodium (*'?. B) Reinfeccion, generada por
la inoculacién de nuevos esporozoitos por el vector. Ocurre
después de los 28 dias de iniciado el tratamiento en pacientes
con curacion completa del episodio inicial, y puede ser cau-
sada por cualquier especie %1213, C) Recaida, causada por
la activacion de los hipnozoitos (estadios hepéticos latentes)
y aparece después de los 28 dias de iniciado el tratamiento
para la malaria por P. vivax o P. ovale, en paciente que tuvie-
ron una resolucién completa del episodio primario (%1214,

Otras fuentes de recaidas sugeridas son estadios eritro-
citicos secuestrados en bazo y médula dsea 1%, esporozoitos
que sobreviven en piel y merozoitos presentes en el sistema
linfatico 9. En pacientes provenientes de zonas no endé-
micas, la diferenciacién entre recrudescencia, reinfeccion
y recaida puede realizarse mediante seguimiento clinico y
parasitologico. No obstante, en residentes de zonas endémi-
cas, esta diferenciacion es limitada, ya que actualmente no se
dispone de herramientas accesibles que permitan distinguir
de manera confiable entre recaidas y reinfecciones 17

La primaquina (8-aminoquinolina) como hipnozoitoci-
da, en combinacion con la cloroquina (4-aminoquinolina),
que actiia como esquizonticida sanguineo, constituye al tra-
tamiento indicado para curar la malaria vivax y prevenir las
recaidas en Colombia y en la mayoria de las zonas endémi-
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MENSAJES CLAVE

Motivacion del estudio. La malaria vivax constituye un
reto relevante en salud publica en Colombia, especialmente
en mujeres gestantes, mds propensas a recurrencias y
complicaciones. Sin embargo, la diversidad genética del
parasito en infecciones primarias y recurrentes, asi como su
relacion con la respuesta inmunitaria del hospedero, ha sido
escasamente estudiada.

Principales hallazgos. Las gestantes presentaron mayor
frecuencia de recurrencias (41%) y una mayor diversidad
genética del parasito en comparacion con las no gestantes.
Asimismo, se observo una mayor expresion de Fox-P3 durante
la infeccién primaria de gestantes, lo que puede modular la
inmunidad protectora.

Implicaciones en salud publica. Fortalecer la prevencion y control
de la malaria por P vivax en el embarazo es crucial para disminuir
recurrencias y mejorar los desenlaces maternos y neonatales.

cas. Sin embargo, la primaquina estd contraindicada duran-
te el embarazo y la lactancia debido al riesgo de hemdlisis
dosis-dependiente en fetos y recién nacidos con deficiencia
no diagnosticada de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa %1%,

La cantidad de recurrencias por P. vivax podria estar in-
fluenciada por la inmunidad adquirida durante el episodio
primario y por la historia inmunoldgica de episodios anterio-
res @), Los pacientes adquieren inmunidad natural después de
la infeccion primaria, y estudios experimentales han demos-
trado que la proteccién inmune es especifica de clon @Y. Sin
embargo, la informacion disponible sobre la respuesta inmu-
ne en las recurrencias maldricas es escasa ®**). En Tailandia
se observo que tanto las citoquinas proinflamatorias como las
antiinflamatorias presentaban niveles mas elevados en pacien-
tes con P, vivax que en individuos sanos. Ademas, en pacien-
tes con recaidas homologas o heterélogas, los niveles de IL-1f
fueron mas altos durante la infeccién primaria, mientras que
los niveles de IL-6 e IL-10 fueron mayores en las recaidas he-
terélogas que en las homdlogas V.

La diversidad genética de P. vivax es mucho mayor que
la de P. falciparum ®**. Genotipicamente, las recurrencias
maldricas pueden ser homdlogas o heterologas: en las ho-
modlogas, los genotipos parasitarios del episodio primario y
la recurrencia son exactamente iguales ?%?”), mientras que
en las heterdlogas se encuentran genotipos parasitarios di-
ferentes en el episodio primario y en la recurrencia ®”. En
Colombia pocos estudios han comparado los genotipos de P.
vivax entre la infeccién primaria y la recurrencia %, y nin-
guno ha sido realizado en poblacién gestante. La respuesta
inmune del hospedero humano a la infeccién plasmodial es
muy compleja, y cuando ocurre durante la gestacion, esta
complejidad es ain mayor debido a los cambios hormonales
e inmunoldgicos que ocurren durante el embarazo, donde
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es necesario mantener un balance entre la respuesta inmune
proinflamatoria y antiinflamatoria ©.

Este estudio tuvo como objetivo comparar los genoti-
pos de P. vivax entre el episodio primario y la recurrencia
en poblacion gestante y no gestante, asi como explorar la
asociacion entre los genotipos parasitarios presentes en esos
episodios malaricos con la expresion de mediadores inmu-
nes proinflamatorios y antiinflamatorios en ambos grupos.

MATERIALES Y METODOS

Lugar y poblacién de estudio

Esta investigacion se ejecutdé en Puerto Libertador
(7°53'17"N 75°40'25"W) y Tierralta (8°1022"N 76°03'34"W),
en el departamento de Cérdoba, Colombia. Ambos pertene-
cen al segundo foco de transmision de malaria en Colombia
(Uraba-Bajo Cauca-Sina-San Jorge), donde P. falciparum y
P, vivax cocirculan, aunque P. vivax predomina, con un 65%
de los casos ¢'*?. Aproximadamente el 51% de los casos de
malaria vivax reportados en Colombia provienen de esta
region. Entre los afios 2000 y 2023, se registraron 674 294
casos acumulados, con un indice anual de P, vivax (nimero
de casos por cada 1000 habitantes) de 13,9 2.

Disefio del estudio

Sellevé a cabo un estudio descriptivo, prospectivo y longitu-
dinal, con dos cohortes: 41 mujeres gestantes y 46 hombres
y mujeres no gestantes, todos voluntarios con diagndstico
de malaria no complicada causada exclusivamente por P. vi-
vax. La infeccion fue detectada mediante gota gruesa (GG) y
confirmada por PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR). La
inclusién de participantes fue progresiva entre 2016 y 2019,
tanto en el puesto de diagndstico de malaria del hospital lo-
cal, como en la consulta prenatal.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

Se invitaron a participar mujeres embarazadas de cualquier
edad gestacional, asi como hombres y mujeres no gestantes,
que presentaron infeccién tnica por P, vivax confirmada por
GG y qPCR, que fueron clasificados como casos de mala-
ria no complicada y que consultaron voluntariamente en el
hospital local entre 2016-2019. Todos los participantes con-
sintieron su participaciéon voluntaria mediante la firma del
consentimiento informado y en casos de menores de edad,
también se firmd el asentimiento informado.

Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellas gestantes con antecedentes de comor-
bilidades compatibles con el sindrome TORCHS, segun re-
gistro en la historia clinica, asi como los pacientes (gestantes
o no gestantes) que hubieran recibido algin antimaldrico

distinto del tratamiento estandar prescrito en el hospital lo-
cal. También se excluyeron aquellos que retiraron el consen-
timiento, desarrollaron alguna complicacién malarica du-
rante el seguimiento o reportaron embarazo en el transcurso
del estudio dentro de la cohorte de no gestantes.

Tratamiento antimaldrico

El tratamiento suministrado a los voluntarios de este estu-
dio fue el recomendado por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y las autoridades sanitarias de Colombia para
la malaria no complicada por P. vivax. En pacientes no ges-
tantes, se administré la combinacién de cloroquina durante
tres dias (dosis total de 25 mg/kg) mas primaquina durante
14 dias (dosis diaria de 0,25 mg/kg). En gestantes, se prescri-
bi6 unicamente cloroquina (dosis total de 25 mg/kg dividida
en tres dias), debido a la contraindicacién de la primaquina
durante el embarazo “**%). El tratamiento fue entregado por
el personal del puesto de diagndstico de malaria del hospital
local, y su administracién fue no supervisada.

Recoleccion de muestras y seguimiento

El dia de ingreso al estudio (dia 1), antes de la administra-
cion de la primera dosis del tratamiento antimaldrico, se rea-
liz6 venopuncioén a cada voluntario para obtener una mues-
tra de sangre periférica, para preparar: a) dos laminas de GG
para el diagnostico microscopico de la malaria; b) tres circu-
los de papel de filtro Whatman® No. 3 para la extraccion de
ADN para la confirmacién de la infeccion tnica por P. vivax
mediante qPCR y para la genotipificacion de los parasitos
con los microsatélites; c) dos viales, cada uno con 100 pL del
paquete leucocitario mezclado con 900 pL de TRIzol (Invi-
trogen), conservados en nitrogeno liquido hasta su uso en la
extraccién del ARN para la cuantificacion de la expresion de
los mediadores inmunes.

El seguimiento para la deteccién de las recurrencias se
realiz6 en los dias 28, 60, 90 y 120 después del inicio del
tratamiento antimaldrico. En cada seguimiento se evalu6 la
sintomatologia malarica y se efectud venopuncién para co-
lectar las mismas muestras obtenidas el dia de ingreso. Las
visitas no programadas de los voluntarios entre los dias 2 y
120, también fueron consideradas para la deteccion de las
recurrencias; es decir, si algin voluntario presenté GG po-
sitiva o sintomatologia maldarica en dias diferentes al 28, 60,
90 o 120, también se considerdé como recurrencia maldrica
y, ese dia, se colectaron las mismas muestras de sangre del
dia de ingreso.

Diagndstico de la infeccion plasmodial

Las laminas de GG fueron tefidas con colorante Field y lei-
das por un técnico microscopista experimentado del hospi-
tal local, siguiendo las recomendaciones de la OMS ©*. Para
el célculo de la parasitemia se realizé un recuento de para-
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sitos en un total de 200 leucocitos y se usé la constante de
8000 leucocitos/pL

La confirmacion de la infeccién tnica por P. vivax se hizo
mediante qPCR, con el uso del protocolo y los cebadores y
sondas para el gen 18S, que fueron disefiados por investiga-
dores de Edmonton, Canadd ©. La extraccién del ADN a
partir del papel de filtro se hizo mediante el método de Sapo-
nina-Chelex previamente descrito por otros investigadores ®®.

Genotipificacion de parasitos

La amplificacién de los microsatélites Pv3,27, Pv3,502 y
Pv1,501 se hizo por PCR semianidada segiin Koepfli y co-
laboradores ®”), con algunas modificaciones: 1X PCR buffer
(Qiagen), 3 mM (Pv3,27) o 3,5 mM (Pv3,502, Pv1,501) de
MgCl, (Qiagen), 200 uM de cada desoxinucledtido trifosfato
(dNTP) (Takara Bio), 0,25 uM de cada cebador y 0,067 TU/
pL de Taq DNA polimerasa recombinante (Fermentas). Para
confirmar la adecuada amplificacion, se corrieron 2 pL de
cada producto en electroforesis en gel de agarosa al 2%, te-
nido con GelRed™ (Biotium) y se visualizaron las bandas en
transiluminador UV.

El anélisis del tamaiio de los productos amplificados se rea-
liz6 por electroforesis capilar en un analizador genético 3500
(Hitachi Applied Biosystems), con el estandar interno GeneS-
can 600 LIZ (Applied Biosystems) y las condiciones de fabrica
para microsatélites. Los productos de PCR se diluyeron en agua
Milli-Q, 1:10 (Pv3,502) o 1:20 (Pv1,501 y Pv3,27). Los datos de
la electroforesis se analizaron con GeneMapper ID-X Software
v1.5 (Applied Biosystems) y los electroferogramas se exami-
naron visualmente. Los picos por encima de 300 unidades de
fluorescencia relativas (UFR), se consideraron verdaderas am-
plificaciones. Los alelos se agruparon manualmente segtin su
tamano, asi: grupos de 4 pb para Pv3,27; 7 pb para Pv1,501 y 8
pb para Pv3,502 8. Se establecié infeccion policlonal cuando
en un locus se observo mas de un pico yla altura del pico menor

era superior a 33% de la altura del pico predominante .

Clasificacion de recurrencias y comparacion del
genotipo parasitario

Se considerd recrudescencia cuando se detectaron parésitos por
GG o qPCR entre los dias 4 y 28 después de iniciado el trata-
miento antimaldrico. Se consider¢ recaida/reinfeccion cuando
se detect6 parasitemia (GG o qPCR) en alglin momento entre
los dias 29 y 120 después de iniciado el tratamiento.

Para la comparacién de los genotipos parasitarios entre
los aislamientos del dia de la recurrencia (detectados entre
el dia 4 y 120 después de iniciado el tratamiento) y los del
episodio primario (detectados el dia de ingreso o dia 1), se
consideraron recurrencias genéticamente homdlogas, cuan-
do se detectaron exactamente los mismos alelos en todos
los microsatélites en ambos momentos (episodio primario
y recurrencia), y cuando se detectaron variantes alélicas en
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al menos un microsatélite, se clasificaron como recurrencias
genéticamente heterdlogas ®19.

Cuantificacion relativa de la expresion de
mediadores inmunes

Primero, se hizo la extraccion del ARN total a partir del pa-
quete leucocitario homogenizado en TRIzol (Invitrogen),
mantenido a temperatura de refrigeracion y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Luego, se hizo la cuantificacion
relativa de la expresion de IL-13, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-
8, TGF-B, Fox-P3, PD- L1 con el estuche comercial Express
OneStep Superscript® qRT-PCR kit (Invitrogen), en el siste-
ma StepOnePlus real-time PCR (Applied Biosystems), con el
protocolo previamente reportado “V.

Analisis estadistico

Se utilizd Microsoft Excel v.10 y GraphPad Prism v.8 para el
andlisis. Ninguna variable cuantitativa tuvo distribucién pa-
ramétrica, ni homogeneidad de varianzas, segin Shapiro-Wi-
lk y Levene, respectivamente, por lo tanto, las diferencias entre
los grupos no pareados (gestantes vs. no gestantes y con recu-
rrencias vs. sin recurrencias) se evaluaron con U Mann-Whit-
ney y entre los grupos pareados (episodio inicial vs. recurren-
cia) con Wilcoxon. Las variables cualitativas se compararon
con Chi-cuadrado. Para analizar la diversidad genética, se
calculd el numero de alelos por locus, el alelo predominante,
el porcentaje de muestras policlonales y la heterocigosidad es-
perada (He) (He = [n/(n - 1)] [1 - Zpi2]; n, nimero de alelos
por locus y pi, frecuencia del alelo i en la poblacion). La signi-
ficancia estadistica siempre se considerd con p menor de 0,05.

Consideraciones éticas

Este estudio se considerd de riesgo minimo (Resolucion
8430 de 1993) y fue aprobado por el Comité de Bioética del
Instituto de Investigaciones Médicas de la Facultad de Me-
dicina de la Universidad de Antioquia (acta 012 del 23 de
agosto de 2018).

RESULTADOS

Un total de 41 mujeres gestantes (23 de Tierraltay 18 de Puer-
to Libertador) y 46 hombres y mujeres no gestantes (31 de
Tierralta y 15 de Puerto Libertador) con malaria vivax no
complicada, diagnosticada por GG y confirmada por qPCR,
participaron en este estudio. Las gestantes tuvieron una edad
promedio de 21 afios (rango: 14-42 afios) y 22% (9/41) se en-
contraban en el primer trimestre, 54% (22/41) en segundo
trimestre y 24% (10/41) en tercer trimestre. En el grupo de no
gestantes, 63% (29/46) eran hombres y 37% (17/46) mujeres,
con edad promedio de 28 afios (rango: 8-84 afos). La edad y
la parasitemia tanto en el momento del ingreso como de la
recurrencia fue similar entre gestantes y no gestantes (tabla 1).
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Tabla 1. Edad y nivel de parasitemia en el episodio primario y la recurrencia de la cohorte de gestantes y no gestantes con malaria no complicada por

P, vivax.
Gestantes (n=41) No gestantes (n=46)
Variables p (M-W)
Min Max Med RIC Min Max Med RIC

Edad (afios) 14 4 19 17-23 8 84 21 14-43 0,670
Parasitemia (p/ul.) en 63 33400 4180  1600-8032 720 29500 2403 1738-4815 0,296
episodio inicial

Parasitemia (p/pL) en 286 21782 1670  1110-4841 1150 20530 2130 1173-15348 0,753

episodio recurrente

Min: minimo, Max: maximo, Med: mediana, p/uL: parasitos/microlitro, RIC: rango intercuartilico, p (M-W): valor de p de prueba U de Mann-Whitney.

Entre las 41 gestantes estudiadas, 4,9% (n=2) presenta-
ron recrudescencias (parasitemia detectada entre el dia 4 y
28 después de iniciado el tratamiento antimaldrico), mien-
tras que el restante 95,1% (n=39) fueron clasificados como
éxitos terapéuticos (sin parasitemia, ni sintomas malaricos
entre los dias 4 y 28 después de iniciado el tratamiento). En
la cohorte de no gestantes, 4,3% (n=2) tuvieron recrudescen-
cia y 95,7% (n=44) fueron éxitos terapéuticos.

El seguimiento de 120 dias permitié detectar 21 recai-
das/reinfecciones en el total de participantes con éxito tera-
péutico (n=83), es decir, deteccidon de parasitemia entre los
dias 29 y 120 después de iniciado el tratamiento, para una
prevalencia de recaidas/reinfecciones de 25,3% (21/83). Sin
embargo, en la cohorte de gestantes la prevalencia de recai-
das/reinfecciones fue de 43,6% (17/39), mientras que en la
cohorte de no gestantes fue de 9,1% (4/44).

En la tabla 2 muestra los datos de diversidad genética
de P, vivax, con cada microsatélite analizado y en cada co-
horte estudiada, tanto en el episodio primario como en la

recurrencia. Las siguientes variables mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre gestantes y no gestantes,
tanto en el episodio primario como en el recurrente: porcen-
taje de éxito de amplificacion, nimero de alelos diferentes
detectados y porcentaje de infecciones policlonales. Ademas,
en la cohorte de gestantes, las siguientes variables mostraron
diferencias entre el episodio primario y la recurrencia: nad-
mero de alelos diferentes detectados, alelo predominante y
porcentaje de infecciones policlonales. En la cohorte de no
gestantes se encontraron diferencias significativas en el nd-
mero de alelos detectados, el porcentaje de infecciones po-
liclonales y la He entre el episodio primario y el recurrente.
Adicionalmente, el nimero de alelos detectados fue sig-
nificativamente mayor en las gestantes que en los no gestan-
tes, tanto en el episodio primario como en la recurrencia, y
en las gestantes, ademas, el alelo predominante detectado en
el episodio primario fue totalmente diferente al alelo predo-
minante detectado en la recurrencia; mientras que, en los no
gestantes, algunos alelos predominantes fueron iguales entre

Tabla 2. Diversidad genética parasitaria detectada con los tres microsatélites en cada cohorte estudiada (gestantes y no gestantes) y en cada episodio

evaluado (episodio primario y recurrencia).

Datos por microsatélite

1,501 3,502 3,27 1,501 3,502 3,27 Mediana por cohorte D
Episodio primario (ingreso, dia 1) Gestantes n=41 No gestantes n=46 Gestante  No gestante
% de éxito de amplificacion 95 90 93 63 80 91 93 80 Si
# de alelos detectados 19 9 34 9 6 26 19 9 Si
Alelo predominante (pb) 106 144 336 85 144 288 - - No
% de muestras policlonales 17 17 49 24 7 54 17 24 Si
Heterocigosidad esperada (He) 0,95 0,93 0,98 0,92 0,80 0,95 0,95 0,92 No
Episodio recurrente Gestantes n=19 No gestantes n=6 Gestante  No gestante
% de éxito de amplificacion 95 79 95 83 83 100 95 83 Si
# de alelos detectados 8 8 23 2 3 8 8 3 Si
Alelo predominante® (pb) 120 168 288 368 85 128152168 260 288 - - No
% de muestras policlonales 37 11 58 0 17 33 37 17 Si
Heterocigosidad esperada (He) 0,98 0,95 0,98 0,96 1,00 0,98 0,98 0,98 No

D: diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre gestantes y no gestantes evaluada con las pruebas U de Mann-Whitney o Chi al cuadrado, segtn correspondiera

a una variable cuantitativa o cualitativa.

* En la recurrencia hubo mas de un alelo predominante en los microsatélites Pv3,502 y Pv3,27.
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episodio primario y recurrencia. Sin embargo, ningun alelo
fue exclusivamente detectado en alguna cohorte, todos los
alelos fueron compartidos.

El total de recurrencias malaricas fue mas del doble en
las gestantes (46%, 19/41) que en no gestantes (13%, 6/46),
para una razon de 3,5:1. En las gestantes, las recurrencias
fueron de tipo recaida/reinfeccion en 89% de los casos
(17/19) y del tipo recrudescencia en 11% de los casos (2/19),
para una razoén de 8,1:1. Mientras que en no gestantes, las re-
currencias fueron recaidas/reinfecciones en 67% de los casos
(4/6) y recrudescencias en 33% de los casos (2/6), para una
razén de 2:1. Adicionalmente, las recrudescencias tuvieron
una razon de 1:3 entre gestantes y no gestantes (11%:33%) y
las recaidas/reinfecciones tuvieron una razon de 1,3:1 entre
gestantes y no gestantes (89%:67%) (tabla 3).

No fue posible comparar el genotipo parasitario entre el
episodio primario y el recurrente en dos de las 19 gestantes
con recurrencia malarica (11%), porque no se obtuvo una
adecuada amplificacién de los microsatélites en alguno de
los dos episodios. En las restantes 17 gestantes con recurren-
cia se encontré que 23% tenian recurrencias homologas al
episodio inicial y 77% tuvieron recurrencias heterélogas. Por
su parte, en los seis episodios recurrentes detectados en la
cohorte de no gestantes, se encontrd que 33% correspondian
a recurrencias homologas y 67% a recurrencias heterélogas.
En resumen, en ambas cohortes las recurrencias heterélogas
son ampliamente predominantes, pero el predominio es ma-
yor en gestantes (3,3:1) que en no gestantes (2:1) (figura 1).

No se pudo determinar la expresién de los mediadores
inmunes en la totalidad de las muestras, porque en algunos
casos no se logré colectar la muestra en TRIzol o no se pudo
lograr una amplificacién adecuada. En la tabla 4 se muestran
la comparacion de la expresion de los mediadores inmunes
entre el episodio inicial y la recurrencia de ambas cohortes,
en las muestras que se lograron analizar. El inico mediador
inmune que mostré diferencias significativas en la expresion
entre el episodio primario y la recurrencia fue Fox-P3 y sola-
mente en la cohorte de gestantes, quienes mostraron niveles
significativamente mayores de Fox-P3 en el episodio inicial,
comparado con la recurrencia (tabla 4).

La comparacién de la expresion de los mediadores in-
munes entre gestantes y no gestantes tanto en el ingreso
(episodio primario) como en la recurrencia se presentan
en la tabla 5. En resumen, en el ingreso las gestantes mos-

traron niveles significativamente mayores en la expresion
de TNF-q, IFN-y, IL-8, IL-13 y TGF-P que en no gestan-
tes, mientras PD-L1 tuvo mayor expresion los no gestantes
que en gestantes. En el episodio recurrente, la expresion de
TGEF-P fue significativamente mayor en las gestantes que en
las no gestantes y los demds mediadores inmunes tuvieron
una expresion similar en ambas cohortes (tabla 5).

Para explorar la asociacion entre el perfil de mediadores
inmunes con el genotipo parasitario del episodio primario y
la recurrencia, se compararon los datos de los participantes
que tenian la informacion completa pareada de la genotipifi-
cacidn parasitaria (los tres microsatélites) y de los mediado-
res inmunes en el ingreso y la recurrencia, que correspondi6
solamente a 9 de las 19 gestantes con recurrencia y 2 de los
6 no gestantes con recurrencia. Con esta comparacion no se
pudo evidenciar ninguna diferencia estadisticamente signi-
ficativa entre en la expresion de los mediadores inmunes en-
tre aquellos que tenia recurrencias homdlogas y heterdlogas
(datos no mostrados).

DISCUSION

Este estudio compard los genotipos de P, vivax entre el episo-
dio primario y la recurrencia en poblacién gestante, y no ges-
tante y; asimismo, exploré la asociacion entre esos genotipos
parasitarios con la expresion de mediadores inmunes proin-
flamatorios y antiinflamatorios. Los hallazgos mostraron que
las recurrencias de la malaria vivax son considerablemente
mas frecuentes en gestantes que en no gestantes, 46% frente
a 13%, respectivamente. En las gestantes hubo mayor diversi-
dad genética parasitaria, tanto en el episodio primario como
en el recurrente, asi como un predominio de recurrencias he-
terologas al episodio primario. Asimismo, las gestantes mos-
traron mayores niveles de mediadores inmunes proinflamato-
rios y antiinflamatorios en el episodio primario, y un descenso
significativo de Fox-P3 en la recurrencia; mientras que en los
no gestantes, los mediadores inmunes permanecieron relati-
vamente estables entre el episodio inicial y la recurrencia.
Estos hallazgos confirman la alta diversidad genética de P
vivax en Colombia, tanto en poblacién gestante como no ges-
tante ®>#-19, A pesar de que los alelos predominantes en cada
microsatélite estudiado no fueron exclusivos de las gestantes, si
se encontro en las gestantes alelos predominantes exclusivos del
episodio primario o de la recurrencia, lo cual es consistente con

Tabla 3. Frecuencia y tipo de recurrencias malaricas en la cohorte de gestantes y no gestantes.

Tipo de recurrencia Gestantes No gestantes Total p®)
Recrudescencia (entre dias 4 y 28) 2/19 (11%) 2/6 (33%) 4 (16%) 0,184
Recaida/reinfeccion (entre dias 29 al 120) 17/19 (89%) 4/6 (67%) 21 (84%) 0,004

Recurrencias totales 19/41 (46%)

6/46 (13%) 25 (29%) <0,001

p (x%): valor p de la prueba Chi al cuadrado para la comparacién entre gestantes y no gestantes.
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Eje Y: representa el nimero de cada voluntario con recurrencia. Eje X: dia de seguimiento.
Figura 1. Momento de deteccion de la recurrencia y comparacion del genotipo parasitario entre el ingreso y la recurrencia en cada cohorte estudiada

A. Cohorte de gestantes: episodio primario, no evaluada (2/19), recurrencia heteréloga (13/17), recurrencia homéloga (4/17). B. cohorte de no gestan-
tes: Episodio primario, recurrencia heteréloga (4/6), recurrencia homéloga (2/6).
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Tabla 4. Comparacion de la expresion relativa de los mediadores inmunes en sangre periférica maternal entre el ingreso y la recurrencia en cada

cohorte estudiada.

Gestantes (n=34)

Ingreso (n=34)

Recurrencia (n=13)

Mediador (UR) Ingreso / p (M-W)
Mediana RIC Mediana RIC recurrencia
TNF-a 3,16 0,24-11 0,45 0,27-3,74 7,0 0,316
IFN-y 8,27 1,82-16 6,67 4,79-7,76 1,2 0,249
IL-8 1,33 0,60-2,70 2,28 0,10-28 0,6 0,764
IL-13 19,81 5,80-32 13,62 2,55-42 1,5 0,650
TGF-p 6,51 0,52-21 1,98 1,01-29 3,3 0,986
IL-10 0,17 0,07-0,70 0,1 0,03-0,52 1,7 0,199
PD-L1 0,5 0,06-4,60 1,52 0,44-18 0,3 0,090
Fox-P3 0,7 0,29-2,08 0,26 0,09-0,80 2,7 0,020
No gestantes (n=30)
Mediador (UR) Ingreso (n=30) Recurrencia (n=2) Ingreso / o (W)
Mediana RIC Mediana RIC recurrencia

TNF-a 0,03 0.,1-0,18 0,14 0,01-0,26 0,2 0,891
IFN-y 3,21 0,80-7,01 2,77 1,03-4,51 1,2 0,896
IL-8 2,67 1,28-5,84 3,59 0,56-6,62 0,7 0,901
IL-13 1,88 0,64-3,20 1,24 0,76-1,72 1,5 0,541
TGF-p 0,02 0,01-0,17 0,23 0,01-0,44 0,1 0,904
IL-10 - - - -

PD-L1 80,32 38-190 76,06 17,52-135 1,1 0,640
Fox-P3 0,79 0,30-1,24 2,46 0,89-4,02 0,3 0,225

RIC: rango intercuartilico, UR: unidades relativas de expresion. Ingreso/recurrencia: razén entre la mediana del ingreso y recurrencia, p (M-W): valor p de la prueba U de

Mann-Whitney.

estudios colombianos previos en no gestantes, que muestran
haplotipos parasitarios exclusivos de las recurrencias .

En ambas cohortes fueron prevalentes las infecciones
policlonales en episodios primarios y recurrencias, lo que
coincide con estudios colombianos previos en gestantes 449
y no gestantes ®#49, y con estudios internacionales que re-
saltan que las infecciones por P, vivax tiene alta complejidad
genética [25]. Las gestantes mostraron mayor frecuencia de
infecciones policlonales en la recurrencia que en el episodio
inicial, mientras que los no gestantes mostraron mayor poli-
clonalidad en el episodio primario que en la recurrencia. Esto
se podria explicar porque las gestantes tienen mayor probabi-
lidad de presentar recurrencias multiclonales debido a que no
reciben la primaquina que acttia sobre los hipnozoitos.

La frecuencia de recaidas/reinfecciones detectada en las
gestantes fue muy alta (41%, 17/41), incluso mayor que la re-
portada en otros estudios colombianos: 29% con seguimien-
to de 120 dias ¥ y 18% a 24% con 180 dias de seguimiento
@847 E] uso de la qPCR ademds de la microscopia para la
deteccion de la infeccion en este este estudio, puede explicar
esa mayor frecuencia de recurrencias.
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La recurrencias heterdlogas fueron mucho mas frecuentes
que las homdlogas, tanto en gestantes como en no gestantes,
lo cual es consistente con el alto niimero de infecciones poli-
clonales detectadas en ambas cohortes y coincide con otros
estudios que reportan que las recurrencias heterdlogas son
generalmente policlonales y ocurren en la mayoria de zonas
endémicas “*®. Estos hallazgos también concuerdan con
otro estudio colombiano que incluyé pacientes con P. vivax
residentes en Turbo (municipio endémico) y Medellin (mu-
nicipio no endémico) y reportd que los aislamientos de las in-
fecciones recurrentes eran genéticamente diferentes a los ais-
lamientos de la infeccién inicial ®. Pero contrastan con otro
trabajo llevado a cabo en Turbo que reporté que 93% de las
infecciones recurrentes por P, vivax era homélogas @%.

Hasta donde conocemos, este es el primer trabajo que explo-
rala asociacion entre el perfil inmune del hospedero con el geno-
tipo parasitario en los episodios primario y recurrente, tanto en
gestantes como en no gestantes de Colombia. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el nivel de expresion
delos mediadores inmunes entre infeccién inicial y recurrente, ni
entre recurrencias homologas y heterdlogas. Por tanto, no hubo
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Tabla 5. Comparacién de la expresion relativa de los mediadores inmunes en sangre periférica entre la cohorte de gestantes y no gestantes, en el

momento del ingreso y la recurrencia maldrica.

Ingreso (n=64)

Gestantes (n=34)

No gestantes (n=30)

Gestante/no

Mediador (UR) p (M-W)
Mediana RIC Mediana RIC gestante
TNF-a 0,87 0,18-3,92 0,03 0,01-0,26 29 <0,001
IFN-y 8,25 6,50-9,97 3,37 0,79-7,11 2,4 <0,001
IL-8 5,20 1,20-9,16 1,61 0,72-2,35 3,2 0,006
1L-13 17,31 4,91-29 1,88 0,76-3,22 9,2 <0,001
TGF-p 4,22 0,27-16 0,02 0,01-0,17 210 <0,001
PD-L1 0,34 0,06-4,61 81,24 46-202 0,004 <0,000
Fox-P3 0,82 0,31-2,14 0,75 0,29-1,17 1,1 0,312
Recurrencia (n=15)
Mediador (UR) Gestantes (n=13) No gestantes (n=2) Gestante/no p (MW)
Mediana RIC Mediana RIC gestante
TNF-a 0,45 0,22-3,74 0,14 0,01-0,27 3,2 0,153
IFN-y 6,16 5,02-7,52 2,77 1,03-4,52 2,2 0,121
IL-8 0,97 0,30-4,01 3,59 0,56-6,62 0,2 0,923
IL-13 14,69 3,51-46 1,24 0,76-1,72 11,8 0,153
TGF-p 2,48 0,97-35 0,23 0,01-0,45 10,8 0,044
PD-L1 2,80 0,41-19 76,06 18-135 0,03 0,181
Fox-P3 0,25 0,08-0,89 2,46 0,89-4,02 0,1 0,102

RIC: rango intercuartilico, UR: unidades relativas de expresion, Gestante/no gestante: razon entre mediana de las gestantes y las no gestantes, p (M-W): valor p de la prueba

U Mann-Whitney.

asociacion del perfil inmune del hospedero con los genotipos
plasmodiales en la infeccién inicial y recurrente; pero, qui-
zas, esto se debe al escaso tamafio muestral disponible para
el analisis, pues hay estudios que informan la existencia de
diferencias entre los niveles de mediadores inmunes en la re-
currencia, segiin sea, genéticamente homologa o heterdloga
al episodio inicial @22,

Como fortaleza se resalta la aproximacion multifacética
al problema en las gestantes, teniendo como grupo de com-
paracion una cohorte de no gestantes. De igual manera, se
aceptan como limitaciones el tamafio de muestra relativa-
mente pequerio, la baja cantidad de marcadores moleculares
usados, y el desconocimiento del estado nutricional de los
participantes y de su estado de infeccién con otros parasi-
tos como los intestinales, que son condiciones que pueden
modular la respuesta inmune. Sin embargo, estas limitacio-
nes no invalidan los hallazgos del estudio, pues las compa-
raciones se hacen entre pacientes de la misma region, que
estan expuestos a condiciones socioeconémicas similares, en
general, precarias como en casi todas las zonas endémicas
de malaria del mundo, por lo que se espera que su estado
nutricional y de infeccion con pardsitos intestinales también
sea similar.

En conclusion, las gestantes estdn expuestas a alta fre-
cuencia de recurrencias con alta variacion genética, lo cual
puede afectar el desarrollo de inmunidad protectora efecti-
va y generar desenlaces materno-neonatales adversos. Esto
plantea la necesidad, no solo de fortalecer las acciones de
prevencion de la malaria por P. vivax en la gestante, sino
también de optimizar el tratamiento antimalarico y encon-
trar alternativas al esquema hipnozoitocida disponible ac-

tualmente en casi todas las zonas endémicas de malaria.
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