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APRESENTAÇÃO 

A Obra “Interação parasito-hospedeiro 2”, traz ao leitor cinco capítulos de relevada 
importância na área de Imunologia,  Parasitologia e Genética. Entretanto, caracteriza-se 
como uma obra multidisciplinar que vai do estudo de parasitas de interesse humano a 
parasitas de interesses veterinário englobando  os  zoonóticos.

Os capítulos estão  distribuídos em temáticas que abordam de forma categorizada 
e interdisciplinar a relação parasito-hospedeiro,  as pesquisas englobam  estudos de: 
polimorfismos genéticos, fases  do ciclo de vida do parasita,  expressão de citocinas, 
respostas imunológicas, técnicas de biologia molecular ( extração de  RNA, RT-PCR), 
técnicas de parasitologia, técnicas de imunologia, técnicas microbiológicas,   transmissão 
zoonótica, doenças negligenciadas, virulência, patogenicidade, bioinseticida, Infecções 
oportunistas e resistência bacteriana. 

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e 
estudantes pertencentes às área de  Parasitologia Médica e Veterinária  e suas interfaces 
ou áreas afins. Entretanto, é uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma 
forma se interessam pela área. 

Cada capítulo foi elaborado com o propósito de transmitir a informação científica 
de maneira clara e efetiva, em português, inglês ou espanhol. Utilizando uma linguagem 
acessível, concisa e didática, atraindo a atenção do leitor, independente se seu interesse é 
acadêmico ou profissional.

O livro “ Interação parasito-hospedeiro 2”, traz publicações atuais e a  Atena Editora 
traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propícia e confiável para a 
divulgação científica de diversas áreas de pesquisa. 

Alana Maria Cerqueira de Oliveira 
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RESUMEN: La malaria es una enfermedad 
infecciosa causada por especies de parásitos del 
género Plasmodium. Durante la fase eritrocítica, 
del ciclo de vida parasitario, ocurre la ruptura 
de los glóbulos rojos infectados, liberándose 
la hemoglobina y antígenos parasitarios al 
torrente sanguíneo, estimulándose así el 
sistema inmunológico. Para evitar los efectos 
perjudiciales del hemo libre, la haptoglobina 
(Hp) une rápidamente la hemoglobina (Hb), 
formando el complejo Hb-Hp estable. Este 
complejo es reconocido por CD163 y fagocitado 
por el macrófago. El gen haptoglobina posee dos 
alelos, generando tres genotipos que codifican 
para tres proteínas estructural y funcionalmente 
distintas. Considerando que la haptoglobina 
actúa como modulador del sistema inmunitario 
y que la fase eritrocítica del Plasmodium es 
la responsable de la clínica de la malaria, 
estudiamos el posible papel del polimorfismo del 
gen haptoglobina en la expresión de citoquinas 
en respuesta a la estimulación con antígenos 
de Plasmodium vivax. Para ello se realizó un 
ensayo de estimulación ex vivo de muestras 
sanguíneas de individuos sanos, con genotipo 
haptoglobina conocido, con antígenos de P. 
vivax. Finalizada la estimulación, se extrajo el 
ARN total, se sintetizó el ADN complementario y 
se determinó las citoquinas expresadas por RT-
PCR. Los resultados mostraron una expresión 
incrementada de las citoquinas proinflamatorias, 
tipo Th1, en los individuos con el genotipo 
HP2-2 y una mayor expresión de las citoquinas 
antiinflamatorias, Tipo Th2, en los individuos con 
el genotipo HP1-1. En conclusión, la expresión 
de citoquinas está correlacionada con el genotipo 
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de haptoglobina, el cual puede influir en el tipo de enfermedad desarrollada.
PALABRAS CLAVES: Malaria, Plasmodium vivax, Polimorfismo, Haptoglobina, Citoquinas.

ABSTRACT: Malaria is an infectious disease caused by species of parasites of the genus 
Plasmodium. During the erythrocytic phase of the parasitic life cycle, the infected red 
blood cells rupture, releasing hemoglobin and parasitic antigens into the bloodstream, thus 
stimulating the immune system. To avoid the damaging effects of free heme, haptoglobin 
(Hp) rapidly binds hemoglobin (Hb), forming the stable Hb-Hp complex. This complex is 
recognized by CD163 and phagocytosed by the macrophage. The haptoglobin gene has two 
alleles, generating three genotypes that code for three structurally and functionally distinct 
proteins. Considering that haptoglobin acts as a modulator of the immune system and that the 
erythrocytic phase of Plasmodium is responsible for the symptoms of malaria, we study the 
possible role of the polymorphism of the haptoglobin gene in the expression of cytokines in 
response to stimulation with antigens of Plasmodium vivax. For this, an ex vivo stimulation test 
was carried out on blood samples from healthy individuals, with known haptoglobin genotype, 
with P. vivax antigens. After the stimulation, the total RNA was extracted, the complementary 
DNA was synthesized and the cytokines expressed by RT-PCR were determined. The results 
showed an increased expression of pro-inflammatory cytokines, type Th1, in individuals with 
the HP2-2 genotype and a greater expression of anti-inflammatory cytokines, Type Th2, in 
individuals with the HP1-1 genotype. In conclusion, the expression of cytokines is correlated 
with the haptoglobin genotype, which can influence the type of disease developed.
KEYWORDS: Malaria, Plasmodium vivax, Polymorphism, Haptoglobin, Cytokines.

1 |  INTRODUCCIÓN
La malaria o paludismo es una enfermedad infecciosa causada por parásitos 

pertenecientes al género Plasmodium y transmitida por mosquitos del género Anopheles. 
De las seis especies causantes de la infección en el humano, Plasmodium falciparum es 
la responsable de la mayoría de los casos severos y muerte por malaria a nivel mundial, 
principalmente en el continente africano. Por otra parte, Plasmodium vivax es la especie 
responsable de la morbilidad fuera de África (Milner, 2018). Venezuela es uno de los países 
que ha registrado un incremento drástico en el número de infecciones, de 35500 casos en el 
año 2000 a más de 467000 casos en el 2019, acumulando un 55% de las muertes causadas 
por esta enfermedad en la región de América, y junto a Brasil y Colombia presentan más 
del 86% de todos los casos de la región (WHO, 2020). Los parásitos de la malaria humana 
tienen un ciclo de vida complejo, que alterna entre dos hospedadores: un invertebrado (los 
mosquitos hembras Anopheles spp.), que se comporta como vector y hospedador definitivo, 
y un vertebrado u hospedador intermediario (el hombre).  En el hombre, la infección incluye 
un ciclo pre-eritrocítico y un ciclo eritrocítico, siendo este último el responsable de los 
signos y síntomas clínicos de la malaria (Revisado en Wide et al., 2011). Después de la 
replicación dentro del eritrocito, el parásito de la malaria causa la ruptura de la membrana 
de los glóbulos rojos, liberando así hemoglobina, hemoglobina parcialmente degradada 
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y hemozoína en la circulación (Hunt et al., 2001). La hemoglobina es el transportador 
fundamental de oxígeno en la sangre, pero también es un componente potencial de daño 
tisular debido a su grupo hemo altamente reactivo. Este grupo hemo contiene hierro, el 
cual cataliza la generación de especies reactivas de oxígeno a través de las reacciones 
de Fenton y Haber-Weiss (Sadrzadeh et al., 1984). Para evitar los efectos perjudiciales 
del hemo libre, los hospederos han desarrollado varios mecanismos homeostáticos, 
incluida la enzima haptoglobina (Hp). La haptoglobina puede eliminar rápidamente la 
hemoglobina (Hb) libre de células formando el complejo Hb-Hp estable, que es reconocido 
e internalizado por el receptor CD163 expresado por los monocitos y macrófagos (Shim 
et al., 1965; Lim et al., 1998). La haptoglobina es una proteína tetramérica (α2β2) que se 
caracteriza por la heterogeneidad de la cadena α debido a una duplicación intragénica que 
resultó en dos alelos diferentes, HP2 y HP1 (incluidas dos subvariantes, Hp1F y Hp1S). La 
diversidad en los fenotipos de Hp, determinado por el genotipo, causa diferentes afinidades 
de unión por la Hb libre de células (Hp1.1> Hp1.2> Hp2.2) y por CD163 (Hp2.2> Hp1.2> 
Hp1.1). Además, los polimorfismos en el gen de la haptoglobina (HP) se han asociado con 
diferentes capacidades funcionales y respuestas orgánicas, incluidas alteraciones en la 
regulación inmunitaria, estrés oxidativo y deslocalización del hierro dentro de los monocitos 
(Mendonça et al., 2012).

Considerando que la Hp posee una función inmunomoduladora, ejercida a través de 
la unión del complejo Hb-Hp al receptor de superficie CD163, se analizó el posible papel 
del polimorfismo del gen haptoglobina en la expresión de citoquinas en respuesta a la 
estimulación con antígenos de Plasmodium vivax.

2 |  MÉTODOS

Población de estudio
En la presente investigación, se incluyeron 21 individuos aparentemente sanos, 

no relacionados, procedentes de zonas sin transmisión de malaria, sin antecedentes de 
infección malárica y transfusión sanguínea no infectados, sin infección por Plasmodium 
spp y con genotipo haptoglobina conocido. Estos individuos fueron clasificados de acuerdo 
al genotipo HP en tres grupos: 

Grupo 1 (n=6). Individuos con el genotipo homocigoto HP1-1 
Grupo 2 (n=7). Individuos con el genotipo heterocigoto HP2-1
Grupo 3 (n=8). Individuos con el genotipo homocigoto HP2-2
Previo a la toma de las muestras, a los individuos participantes se les solicitó la firma 

de un consentimiento. Cada individuo fue instruido acerca del estudio y del empleo que 
se le daría a la muestra. Este consentimiento fue aprobado por el comité de Bioética del 
Instituto Venezolano de Investigación Científica (IVIC).
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Preparación del antígeno crudo de P. vivax
El antígeno crudo de P. vivax se obtuvo a partir de sangre total de tres pacientes 

infectados, con una parasitemia promedio de 21870 parásitos/mL de sangre. Estas 
muestras de sangre presentaban los estadíos sexuales y asexuales del parásito. 
Posteriormente, se eliminó la hemoglobina mediante tratamiento con saponina al 0.2% 
(p/v) y por congelamiento/descongelamiento. Luego se resuspendieron los glóbulos rojos 
infectados y no infectados en PBS (0.02 mM; pH 7.2) + Inhibidor de proteasa (PMSF; 1 
mM). A continuación, se realizaron 20 ciclos de sonicación, de 1 minuto cada uno a 100 
vatios y a 4 °C. Después de completar la sonicación del antígeno, se procedió a centrifugar 
a 12.000 g durante 10 minutos, para obtener el sobrenadante, que contiene el antígeno. 
Finalmente, el antígeno se almacenó a -70 °C hasta su uso. La concentración del antígeno 
se determinó mediante el método de Bradford modificado (Bradford, 1976).

Ensayo ex vivo de estimulación con antígenos de P. vivax 
Debido a que en condiciones de reposo o de no estimulación la producción de 

citoquinas es baja e indetectable, se procedió a realizar un ensayo ex vivo en sangre total 
utilizando antígenos de P. vivax. El ensayo consistió en la estimulación de la muestra de 
sangre venosa anticoagulada, obtenida de los diferentes individuos, con antígenos de P. 
vivax, siguiendo un protocolo cinético de activación considerando los diferentes tiempos de 
expresión de cada citoquina incluida en el experimento.

La sangre obtenida de cada individuo fue mezclada en una proporción 1:4 en medio 
RPMI completo (medio RPMI 1640 suplementado con 1 % de Glutamina, 1 % de penicilina 
y 10 % de suero fetal bovino), y se transfirieron 500 µL a tubos de 1.5 mL estériles. 
Posteriormente, se procedió a realizar la estimulación con el antígeno crudo de P. vivax a 
una concentración de 1 µg/ml.  Tras la estimulación se procedió a incubar las muestras en 
tubos estériles por un tiempo no mayor a 24 horas (h), a 37ºC y 5% de CO2. Con respecto 
a los tiempos de incubación, se consideró la vida media de cada citoquina y los estudios 
realizados previamente en el laboratorio. Por consiguiente, fueron considerados cuatro 
tiempos fundamentales de incubación: tiempo de activación temprana (90 minutos y 4 h) y 
tiempo de activación tardía (8 y 24 h).  Una vez transcurridos los tiempos de incubación se 
procedió a la extracción del ARN total.

Extracción de ARN total empleando TRIzol®Reagent
La extracción del ARN fue realizada con TRIzol® Reagent siguiendo el protocolo 

establecido por la casa comercial (Life Technologies Corporation).
Síntesis del ADN complementario 

Una vez obtenido el ARN, se procedió a la síntesis del ADN complementario (ADNc), 
por retro transcripción, empleando el estuche de GoScript™ Reverse Transcriptase 
(Promega, USA). Para cada muestra, se preparó una mezcla de reacción en la cual se 
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añadió 500 ng/ µL de ARN, 0.5 µg de oligo dT y se completó hasta un volumen de 9 µL 
con agua libre de nucleasas. Posteriormente, esta mezcla se incubó a 70ºC por 5 minutos, 
transcurrido este tiempo se colocó en hielo por 5 minutos. 

Para la síntesis de la hebra de ADN, se añadió a cada tubo con la mezcla anterior 
10 µL de la siguiente mezcla de reacción:  4 µL de Buffer de reacción 5X, 4 µL de MgCl2 
(25mM), 1 µL de la mezcla de nucleótidos dNTP (10mM) y 1 µL de un inhibidor de RNAsas 
(40 U/µL). Finalmente, se agregó a cada tubo 1µL de la enzima Transcriptasa reversa y se 
incubó la reacción de acuerdo al siguiente programa: 5°C durante 5 min, 4°C por 1h y 70°C 
durante 15 min.

Determinación por PCR de la expresión de algunas citoquinas 
La determinación de la expresión de las citoquinas IL-1A, IL-1B, IL-12, IL-10, IL-4, 

TGF-b y TNF-α y del gen constitutivo GAPDH (Gliceraldehido 3-fosfato-deshidrogenasa) se 
realizó por PCR, utilizando los iniciadores diseñados con el software Primer 3 (http//:frodo.
wi.mit.edu). La expresión de IL-6 se realizó utilizando los iniciadores descritos previamente 
en la literatura (Jang et al., 2006) (Tabla 1). 

Para la determinación de la expresión de GAPDH y de cada una de las citoquinas 
se empleó la siguiente mezcla de reacción: 1X de PCR buffer, 10 μM de cada iniciador 
(sentido y anti-sentido), 0.2 mM de la mezcla de nucleótidos, 1.5 mM de MgCl2 y 2 U/
mL de la enzima Taq Polimerasa (Platinum, Invitrogen) y 1 μL de la muestra de ADN 
complementario. La amplificación fue realizada de acuerdo al siguiente programa: 95ºC 
por 5 minutos, 32 ciclos de: desnaturalización a 95ºC por 30 segundos, hibridación (según 
la temperatura descrita en la Tabla 1) por 40 segundos y una extensión a 72ºC por 30 
segundos, finalmente se realizó un ciclo adicional de extensión a 72ºC por 5 minutos. Los 
productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5 %, teñidos con bromuro de etidio. 
La corrida electroforética se realizó por 40 minutos a 100 voltios. Como referencia se utilizó un 
marcador de tamaño molecular de 100 pb (Lucigen). 

Análisis estadístico
Con el programa Image Lab™ (Bio-Rad Laboratories, Inc - 2015) se determinó 

la intensidad de fluorescencia de GADPH para cada una de las muestras y en base a 
estas intensidades se normalizaron las intensidades de fluorescencia de cada una de las 
citoquinas determinadas (relación citoquina/GADPH). Los resultados se expresaron como 
intensidades de fluorescencia. Finalmente, todos los datos de expresión de citoquinas 
obtenidos en cada grupo se compararon empleando el Test de Kruskal-Wallis (comparación 
entre los tres genotipos) y el Test de Mann-Whitney (comparación entre los dos alelos), 
considerando significativo un valor de p<0,05 en el análisis de la expresión de cada una de 
las citoquinas.
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Gen Iniciadores Temperatura 
Hibridación

Tamaño Producto 
amplificado

GAPDH F-GAGCCACATCGCTCAGACAC
R-CATGTAGTTGAGGTCAATGAAGG 58 ° C 159 pb

IL1B F-AATGACGCCCTCAATCAAAG
R-TCTTGGGCAGTCACATACAA 54° C 182 pb

IL6 F-AGTCTACTCCCTGCTGTCTGAATA
R-GGTATACCTAGAGTACCTCCAGAA 50 ° C 643 pb

TNFα F-TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT
R-TGGGCTACAGGCTTGTCACT 57 ° C 185 pb

IL10 F-CCAAGCTGAGAACCAAGACC
R-AAGGCATTCTTCACCTGCTC 57 ° C 150 pb

IL4 F-TGAACAGCCTCACAGAGCAG
R-GCGAGTGTCCTTCTCATGGT 56 ° C 152 pb

TGFB1 F-GTACCTGAACCCGTGTTGCT
R-CAACTCCGGTGACATCAAAA 55 ° C 181 pb

IL12A F-CACTCCAGACCCAGGAATGT
R-GGTAAACAGGCCTCCACTGT 57 ° C 177 pb

Tabla 1. Iniciadores utilizados para determinar la expresión de GAPDH y citoquinas, con su 
correspondiente temperatura de hibridación.

3 |  RESULTADOS

Ensayo ex vivo de expresión de citoquinas por RT-PCR:
En la figura 2 se muestra la representación gráfica de la expresión total de citoquinas, 

independientemente del genotipo HP, de todos los individuos incluidos en respuesta a la 
estimulación con antígenos de P. vivax. Las citoquinas fueron clasificadas en tres grupos: 
proinflamatorias (IL-1A, IL-1B, TNF-α e IL-6), adaptativas (IL-4 e IL-12) y reguladoras (IL-10 
y TGF-β). Como se puede observar, las citoquinas proinflamatorias IL-1B, TNF-α e IL-6, y la 
citoquina reguladora TGF-β presentaron una mayor intensidad de expresión.
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Figura 2. Expresión de algunas citoquinas en respuesta a la estimulación con antígenos de Plasmodium 
vivax. La normalización de la intensidad de fluorescencia de cada banda fue medida y comparada con la 

intensidad del control interno GADPH. La relación de la intensidad Citoquina/GADPH se realizó para cada 
una de las citoquinas. Posteriormente las mismas fueron graficadas y comparadas entre sí. El eje de las 

ordenadas corresponde a la relación Citoquina/GADPH (intensidad de fluorescencia normalizada) y el eje 
de las abscisas corresponde a cada una de las citoquinas estudiadas. 

Al comparar la intensidad de expresión del ARN mensajero de los tres grupos, se 
observó en el grupo de citoquinas adaptativas (IL-4 e IL-12) una expresión significativamente 
incrementada de IL-4 en comparación con IL-12 (p= <0,0001) (Figura 3).

Figura 3. Comparación de la expresión de las citoquinas adaptativas (IL-4 e IL-12), producidas por 
la estimulación con antígenos de Plasmodium vivax. Se representa la intensidad de expresión del 

ARN mensajero de las citoquinas IL-4 e IL-12 de los individuos incluidos en el estudio. El eje de las 
ordenadas corresponde a intensidad de expresión (intensidad de fluorescencia normalizada) y el eje de 

las abscisas corresponde a cada una de las citoquinas.
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Comparación de la expresión de citoquinas entre los grupos de individuos 
clasificados de acuerdo al genotipo HP

En la figura 4 se muestra la intensidad de fluorescencia de la expresión de las 
citoquinas TNF-alfa, IL-1A, IL-1B, IL-4, IL-12, IL-6, IL-10 y TGFβ, en relación a la expresión 
del gen constitutivo GADPH, en cada uno de los grupos de individuos clasificados de acuerdo 
al genotipo HP. Al comparar el promedio de la intensidad de fluorescencia, se observó que 
las citoquinas IL-1A e IL-6 presentaron una intensidad de expresión mayor en el grupo de 
individuos HP2-2 con respecto a los grupos HP1-1 y HP1-2, aunque esta diferencia no 
fue estadísticamente significativa. Asimismo, las citoquinas IL-4 y TGF-β presentaron una 
intensidad de expresión mayor en el grupo HP1-1 con respecto al grupo HP2-2 y HP1-
2.  Siendo la diferencia de expresión de la citoquina IL-4 significativamente mayor en el 
grupo de individuos homocigotos para el genotipo HP1-1 en comparación con el grupo de 
individuos homocigotos para el genotipo HP2-2 (8.773 vs. 7.982, p=0,0426). Por otra parte, 
se observó una expresión significativamente disminuida de la citoquina IL-4 en el grupo 
de individuos homocigotos para el genotipo HP2-2 con respecto al grupo de individuos 
con el genotipo heterocigoto HP1-2 (7.982 vs. 8.433, p=0,0289). Cabe destacar, que en el 
grupo de los individuos con el genotipo heterocigoto HP1-2 las citoquinas presentaron una 
intensidad de expresión intermedia con respecto a los grupos de individuos con genotipo 
homocigoto.  
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Figura 4. Expresión de algunas citoquinas en respuesta a la estimulación con antígenos de Plasmodium 
vivax, en los diferentes grupos de estudio. El eje de las ordenadas corresponde a la relación Citoquina/

GADPH (intensidad de fluorescencia normalizada) y el eje de las abscisas corresponde a cada uno de los 
grupos clasificados de acuerdo al genotipo HP.

Comparación de la expresión de citoquinas entre los grupos de individuos 
clasificados de acuerdo al alelo HP

Se realizó un análisis comparativo de la expresión del ARN mensajero para cada 
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citoquina entre los grupos de individuos clasificados de acuerdo al alelo HP:  individuos con 
al menos un alelo HP1 e individuos con al menos un alelo HP2.

En el grupo de individuos con al menos un alelo HP2 se observó una expresión 
disminuida de la citoquina IL-4, con respecto al grupo de individuos con al menos un alelo 
HP1, siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p= 0,0099). (Figura 5). 

Figura 5. Expresión de IL-4 en respuesta a la estimulación con antígenos de Plasmodium vivax, entre 
los grupos de individuos clasificados de acuerdo al alelo HP. El eje de las ordenadas corresponde a la 

relación Citoquina/GADPH (intensidad de fluorescencia normalizada) y el eje de las abscisas corresponde 
a cada uno de los grupos clasificados de acuerdo al alelo HP.

4 |  DISCUSIÓN
Durante la fase eritrocítica los plasmodios (merozoitos) causan la ruptura de los 

eritrocitos parasitados, lo que trae como consecuencia la liberación al torrente sanguíneo 
de componentes eritrocitarios (hemoglobina) y parasitarios (hemozoína) (Karunaweera et 
al., 2003). La exposición antigénica activa al sistema inmunológico, con la liberación de 
citoquinas proinflamatorias y óxido nítrico, los cuales son importantes para controlar la 
infección aguda en la fase sanguínea. Simultáneamente la Hb liberada se une a la Hp 
plasmática para disminuir sus efectos tóxicos y evitar el estrés oxidativo generalizado (Quaye, 
2008). En condiciones basales la Hp se encuentra en una concentración aproximadamente 
mayor a 400 molar respecto a la Hb libre (Bowman & Kurosky, 2002), sin embargo, la 
respuesta de fase aguda inducida por el parásito induce un incremento en su síntesis, 
acción que es mediada por la IL-6 (Oliviero & Cortese, 1989). Además, La Hp posee una 
función inmunomoduladora, que es ejercida a través de la unión del complejo Hb-Hp al 
receptor de superficie CD163, que se encarga de su remoción del plasma, respuesta que 
depende del fenotipo de la haptoglobina (Guetta et al., 2007; Langlois & Delanghe, 1996). 
Basado en ello, en el presente estudio se estableció el posible papel del polimorfismo del 
gen de haptoglobina en la expresión de citoquinas en respuesta a la estimulación con 
antígenos de Plasmodium vivax.
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Al analizar expresión de citoquinas, ante la exposición al antígeno de P. vivax, 
independientemente del genotipo haptoglobina, se observó intensidades de fluorescencia 
incrementada de IL-1B, IL-6, y TNF-α.  En múltiples estudios, se ha demostrado que la infección 
por P. vivax induce una fuerte respuesta inflamatoria, mediada por citoquinas, tales como 
TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-12, IL-6 e IL-8, observándose en algunos estudios concentraciones 
más altas que las descritas durante la infección por P. falciparum (Longley et al., 2016). Las 
citoquinas proinflamatorias han sido implicadas en el control de la parasitemia. Se ha descrito 
que la eliminación del parásito, durante la infección por P. vivax, va depender de la presencia 
de células efectoras, tales como los macrófagos, los cuales eliminan los parásitos intracelulares 
vía óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), activándose la producción de óxido nítrico, a través 
de IFN-γ y TNF-α (Jain et al., 2010). Además, de la producción de IFN-γ y TNF-α, durante la 
infección malárica son producidas otras citoquinas, como la IL-12 e IL-18, que van actuar 
juntas para eliminar los parásitos. Finalmente, los episodios febriles, son causados por 
la liberación de agentes pirogénicos, como las citoquinas TNF-α, IL-1β e IL-6, que van 
actuar sobre la termorregulación corporal (Costa et al., 2018). Los resultados obtenidos 
indican que la infección palúdica induce la expresión de citoquinas proinflamatorias, que 
eliminan el parásito o promueven la eliminación de eritrocitos infectados por el mismo, en 
concordancia con lo descrito en la literatura. 

En relación a la intensidad de expresión de IL-1A, ésta se observó disminuida con 
respecto al resto de las citoquinas proinflamatorias. Esto podría explicarse por el hecho de 
que IL-1α forma parte de un grupo de citoquinas conocidas como “Citoquinas de función 
dual”, las cuales se caracterizan por ser expresadas de forma constitutiva, cumpliendo 
funciones de homeostasis en células de reposo no hematopoyéticas (Moltz, 1993), tales 
como células epiteliales del tracto gastrointestinal, el riñón, el hígado y los queratinocitos 
de la piel (Rider et al., 2013; Kong et al., 2006). Por esta razón, es posible que, al utilizar 
sangre total, no se encuentren presentes las principales fuentes de IL-1α.

Varios estudios sugieren que la resolución exitosa de la infección de la malaria 
depende de la capacidad del hospedero para inducir concentraciones adecuadas de 
citoquinas proinflamatorias y reguladoras durante las etapas claves de la infección.  Por 
lo tanto, simultáneo a la respuesta inflamatoria, la infección aguda por P. vivax induce la 
expresión de citoquinas regulatorias (Hojo-Souza et al., 2017). En el presente estudio, al 
analizar la expresión de las citoquinas reguladoras, se observó una expresión significativamente 
incrementada de TGF-β. Si bien, TGF-β está incluida en el grupo de citoquinas reguladoras, 
estudios realizados en modelos de infección por Plasmodium sp. han demostrado que 
posee una función dual, la cual es dependiente de la concentración en el microambiente y 
del estadío de la infección. En los estadios más tempranos de la infección TGF-β promueve 
mecanismos tipo Th1, destinados a controlar el crecimiento parasitario, mientras que 
en los estadios tardíos inhibe tales mecanismos para limitar la patología asociada a la 
inflamación (Wahl, 1994). Puede decirse entonces que actúa de forma coordinada con 
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las citoquinas proinflamatorias en las etapas tempranas de la infección (antes de 6 días). 
Por esta razón, es posible que la expresión incrementada de TGF-β, observada en este 
estudio, está asociada con su función de controlar el crecimiento parasitario, considerando 
que el tiempo máximo de estimulación contemplado en el ensayo fue de 24h.  Con respecto 
a la expresión de las citoquinas adaptativas, en el presente estudio se observó una expresión 
significativamente incrementada de IL-4 con respecto a IL-12.  

Al establecer las comparaciones, considerando el genotipo HP, se observó que 
el grupo de individuos con genotipo homocigoto HP1-1 y con al menos un alelo HP1 
presentaban una mayor expresión de IL-4 respecto al grupo con genotipo homocigoto HP2-
2. De igual manera, el grupo homocigoto para el genotipo HP2-2 mostró una expresión 
significativamente disminuida de IL-4 respecto al grupo con el genotipo heterocigoto HP1-
2. Finalmente, a pesar de no hallarse una diferencia significativa, se observó que las 
citoquinas inflamatorias, IL-A, IL-1B, IL-6 y TNF-α, presentaron una intensidad de expresión 
mayor en los individuos HP2-2 y una mayor intensidad de expresión de la citoquina TGFβ 
en los individuos HP1-1. En concordancia con lo descrito previamente, ya que macrófagos 
estimulados vía CD163 por complejos Hp2-2 expresan citoquinas tipo Th1, mientras que 
aquellos estimulados por complejos Hp1-1 expresan citoquinas tipo Th2 (Guetta et al., 
2007).  Después del desafío antigénico, las células T cooperadores CD4+ vírgenes (Th) 
se diferencian hacia células Th1 o Th2, y los mecanismos involucrados en este proceso 
dependen de citoquinas. La IL-4 juega un papel esencial promoviendo la diferenciación a 
células Th2, mientras que inhibe la diferenciación de células Th1 (Zamorano et al., 2003). 
En contraste, la IL-12 induce a las células T CD4+ vírgenes a diferenciarse en células 
Th1 (Sun et al., 2015). Los linfocitos TCD4+, son importantes en el control de las formas 
sanguíneas de la malaria mediante la producción de citoquinas. Además, las células 
TCD4+ y los anticuerpos son requeridos para reducir la parasitemia y mediar la eliminación 
de los parásitos durante la fase crónica. Al inicio de la infección las células Th1 secretan 
IFN-γ, que favorece la producción de óxido nítrico por los macrófagos, reduciendo la 
carga parasitaria, mientras que las células Th2 inducen la producción de anticuerpos IgG1, 
favoreciendo la inmunidad mediada por anticuerpos, y en consecuencia la reducción de la 
parasitemia y la resolución de la infección latente (Taylor-Robinson et al., 1993; Fonseca et 
al., 2007; Carpenter et al., 2007). La presencia incrementada de IL-4 indica que el control 
de la parasitemia, durante la infección aguda, es dependiente de las Th2, pero estas 
células son requeridas durante la fase crónica de la infección para promover la respuesta 
de anticuerpos (Stevenson and Riley, 2004).  Por lo tanto, la producción simultánea de 
las diferentes citoquinas, proinflamatorias y reguladoras (IL-6, TNF, IL-2, IL-10, IFN-γ 
e IL-4), mantendrán un equilibrio entre el control de la infección y las manifestaciones 
clínicas causadas por la malaria. En consecuencia, la alteración en la producción de estas 
citoquinas rompe este equilibrio, influyendo en la patogenia, la gravedad de la enfermedad 
y los episodios recurrentes de malaria por P. vivax (Costa et al., 2018).
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Finalmente, estudios de asociación entre el polimorfismo del gen de haptoglobina 
y malaria han demostrado, que el genotipo de la haptoglobina puede no influir en la 
susceptibilidad a la infección por malaria o el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, el 
genotipo de la haptoglobina puede influir en el tipo de enfermedad desarrollada, por lo que 
los individuos Hp2-2 expresan tipos más complicados y graves de malaria (Alfred & Gwakisa, 
2013). En consecuencia, la menor actividad antioxidante y el aumento de la reactividad 
inflamatoria del fenotipo Hp2-2 (perfil de citocinas Th1) podrían reducir la parasitemia, pero 
la respuesta inflamatoria (Th1) exacerbada cuando no se controla influiría en la patogenia 
de la enfermedad y los episodios recurrentes de malaria por Plasmodium vivax.
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