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L.a malaria es una entidad patologica causada por proto-
zoarios del género Plasmodium. En el hombre el parasito
se desarrolla de manera asexual, primero a nivel hepatico
y luego en el tejido sanguineo, dentro de los glébulos
rojos del huésped. S6lo durante esta ultima fase la enfer-
medad presenta manifestaciones clinicas que son varia-
bles, generalmente fiebres intermitentes, escalofrios,
cefalea, sudoracion y dolor muscular, anemia y espleno-
megalia y con menos frecuencia cuadros clinicos compli-
cados, que pueden ser letales, como insuficiencia renal o
pulmonar agudas y encefalopatias.

El individuo afectado desencadena una respuesta inmune
contra el parasito donde es notable su componente de tipo
humoral con produccién de una gran cantidad de anti-
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cuerpos. Estos anticuerpos son capaces de inducir en for-
ma paulatina grados variables de inmunidad en la medida
en que los sujetos se exponen repetidas veces al contacto
con el microorganismol. |

La capacidad protectora de los anticuerpos antimalaricos se
ha demostrado mediante experimentos de transferencia
pasiva 0 con transfusion de los mismos a individuos
susceptibles2. Su mecanismo de accién se comprobd con
ensayos in vitro en los cuales se ha visto el bloqueo de la
invasion por parte del parasito a las células huésped (hepa-
tocitos y glébulos rojos)3. Un importante papel protector
se cumple también con factores solubles de origen celular
denominados citocinas. Las c€lulas mononucleares (linfo-
Cit0S y monocitos) se activan por el estimulo antigénico
del parasito y secretan una serie de factores solubles como
el v -interferén (v-IFN)4, las interleucinas I y II y el factor
de necrosis tumoral (FNT) o caquectina entre otros, los
cuales tienen por accion fundamental contribuir en la inter-



accion celular para la respuesta inmune.

Se ha demostrado que el ¥-IFN posee adicionalmente una
potente accién inhibitoria sobre el desarrollo del
Plasmodium a nivel hepatico3-6. El FNT es una citocina
producida por macréfagos activados que fue descubierta
por su capacidad citotoxica contra células tumorales in
vitro € 1n vivo’; tiene una amplia actividad biolégica
caracterizada por la inhibicion de la lipasa lipoproteica® y
la induccion de hiper e hipoglicemia; se asocia asimismo
- con la induccién de fiebre e hipotermia® al igual que con
el aumento de la adhesividad de los polimorfonucleares y
los macréfagos a las células endoteliales. Por su accion
sobre la lipasa lipoproteica induce caquexia en el huésped;
de alli deriva su nombre de caquectinal®.

Esta citocina se ha encontrado en procesos de choque
endotdéxico y en multples infecciones producidas por
diversos microorganismos!! entre los cuales se encuentra
el Plasmodium. Por su actividad sobre las células endo-
teliales y su posible papel en la inflamacién, reciente-
mente se¢ ha estudiado para determinar su papel en la
malaria complicada, tanto en modelos experimentales
como en ¢l hombrel2.13,

Por su posible interés en los seres humanos se decidié
investigar la produccion del FNT en enfermos con malaria
debida tanto a P. falciparum, que puede producir cuadros
complicados de malaria, como a P. vivax, que por lo
general origina cuadros clinicos de severidad mucho
MEenor.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos experimentales. Se estudiaron 60 indivi-
duos, divididos en 3 grupos que se conformaron de la
siguiente manera: a) 20 pacientes que presentaban malaria
aguda por P. falciparum con cuadro clinico no compli-
cado, y consultaron el Servicio de Erradicacion de la
Malaria (SEM) en la ciudad de Cali; b) 20 pacientes del
mismo Servicio con malaria por P. vivax, y c¢) 20
individuos sanos sin antecedentes de malaria que se consi-
deraron como el grupo control.

Preparacion de las muestras. A cada uno de los
pacientes se le elabor6 una historia clinica y se le tomé
una muestra de 10 ml de sangre en heparina. La muestra
se dividio en 2 fracciones, una de ellas utilizada para la
obtencion de plasma que se fracciond y se almacend en
tubos Eppendorf de 1 ml a -70° C. La otra fraccion de
sangre total se usé en obtener las células mononucleares
para los estudios de liberacion espontanea de FNT in vitro
(linfocitos y monocitos). Las células mononucleares se
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aislaron con la técnica de separacion por gradiente de
centrifugacién sobre ficoll-hypaquel4, luego se lavaron 3
veces con medio esencial minimo (MEM) (Dulbeco)
suplementado con HEPES 25mM, bicarbonato de Na al
5%, L-glutamina al 1% (Sigma), 100 Ul/ml de penicilina
y 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco). Después se
concentraron a 1 x 106 células/ml y 5 ml de la suspension
se pusieron en cultivo en cajas de Petri de 60 x 15 mm
(Falcon, Becton Dickinson Labware, Oakland, California)
desechables estériles en medio MEM suplementado con
10% de suero autdlogo. Luego de una incubacion durante
12 horas a 37° C en una atmdsfera al 5% de CO,, los
sobrenadantes se recolectaron, se centrifugaron a 300 g
por 5 minutos, se fraccionaron y se congelaron inmediata-
mente a -70° C.

Cultivo de la linea celular L,,,. Las células de la
linea Ly,, son fibroblastos de ratdn sensibles a la accién
toxica del FNT. Las células se mantuvieron en cultivo en
medio MEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) inactivado previamente por calentamiento a
56° C por 30 min. La monocapa celular formada en
cultivos de 5 dias se desprendié con una solucidn de
tripsina-EDTA 0.25% (Gibco) y se subcultivé a 372 C en
una atmosfera al 5% de CO..

Bioensayo. Las células L, se cultivaron en micro-
placas estériles de 96 pozos, fondo plano (Nunc,
Denmark) en una concentracién de 2 x 105 células/ml, en
un volumen de 100 pl de medio de cultivo. Luego de una
incubacion por 24 horas a 37° C se colocaron 50 ul de
una dilucién 0.25 de ciclohexamida (1 mg/ml, Sigma) en
MEM suplementado con 10% de SFB inactivado, como
bloqueador metabdlico. Para la elaboracion de la curva
estandar, se¢ hicieron diluciones seriadas de un FNT
recombinante humano (10 mg/ml); 50 ul de cada una de
las diluciones del estiandar y 50 pl de cada uno de los
sobrenadantes del cultivo de mononucleares de los dife-
rentes grupos se montaron por cuadruplicado. Se incuba-
ron por 24 horas a 37° C en una atmdésfera al 5% de CO.,.
Para control celular, 4 pozos s¢ incubaron con medio de
cultivo unicamente.

Posteriormente el medio se removié de las placas y las
c€lulas se fijaron por incubaciéon durante 30 minutos a
temperatura ambiente con una solucidén de formaldehido
(37% v/v) al 10% en acetato de sodio. Luego de descartar
la solucion fijadora se colorearon con una solucién de
azul de naftol al 0.05% (NBB 0.05%, en 9% écido
acéuco, 0.1M acetato de sodio) durante 1-2 horas a
temperatura ambiente. El sobrenadante se descartd y las
placas se lavaron 3 veces por inmersiéon en agua de cho-
rro. El exceso de agua se removid por absorcién en toa-
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llas de papel y se utilizaron 150 pl de una solucion de
"NaOH 50 mM para visualizar la reaccion. La densidad
optica se determindé a 630 nm en un espectrofotometro
Titertek Multiskan (Flow, Laboratories). El punto final
de 1a lectura correspondié al 60% de citotoxicidad con
respecto a las células control. Los calculos para determi-
nar la actividad de los sobrenadantes se analizaron en una
curva de regresion lineal y se graficaron en papel
logaritmico (Figura 1).

RESULTADOS

Cuadro clinico y parasitemia. Ninguno de los
individuos del grupo control presentaba evidencia de
procesos infecciosos en €l momento del examen clinico y
toma de la muestra. Todos tenian cuadro hematico con
leucograma dentro de limites normales. Casi todos los
pacientes maldricos mostraron fiebre, escalofrio, mialgias
y cefalea, sintomas que motivaron la consulta al SEM.
Sin embargo, ninguno de ellos hizo cuadro clinico
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Figura 1. Niveles de produccién de FNT expresados en pg/ml en el
sobrenadante de cultivo de células sanguineas mononucleares de
pacientes maldricos e individuos normales.
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complicado por lo cual todos se manejaron ambulatoria-
mente y se medicaron con los esquemas terapéuticos del
SEM. Las parasitemias oscilaron entre menos de 0.1% y
5.0% en extendido periférico en el grupo de enfermos con
infeccién por P. falciparum y entre menos de 0.1% y
9.2% en los portadores de P. vivax.

Produccion de FNT. Las células mononucleares
obtenidas en los individuos del grupo control, liberaron
espontianeamente in vitro cantidades de FNT que oscilaron
entre 41-380 pg/ml de sobrenadante de cultivo, mientras
que los sujetos maldricos presentaron niveles entre 17.5-
5000 pg/ml en los infectados con P. falciparum y 22.5-
5000 pg/ml, en los que tenian P. vivax. Se consideraron
niveles significativamente elevados, los que fueran supe-
riores a 380 pg/ml o sea niveles superiores a la media
aritmética mas tres desviaciones estandar.

Con base en este parametro 50% de los enfermos
malaricos infectados tanto por P. falciparum como por P.
vivax, presentaron niveles significaivamente altos de

FNT (Figura 1).

Quimica sanguinea. Todos los individuos del grupo
control presentaron niveles normales en la quimica
sanguinea y en el fibrindgeno. No se observo correlacion
entre los niveles de FNT y los valores de quimica
sanguinea, en los pacientes maldricos (Cuadro 1).
Unicamente 4 de los enfermos con FNT alto mostraron
hipoglicemia leve (58-66 mg/dl), pero todos los
miembros del grupo control, asi como los infectados con
niveles de FNT, tenian cifras normales de glicemia.

- A 32 de los 40 pacientes malaricos se les determinaron

los niveles de colesterol en suero. Aunque 25 de e¢llos
(78%) presentaron valores por debajo de lo normal,
solamente en 9 (31.2%) hubo niveles altos de FNT,
mientras que en los 16 restantes (46.8%) el factor
conservd cantidades normales. Por otro lado, en 5 de los 7
pacientes con colesterol normal, se vieron niveles
elevados de produccion del FNT.

Con respecto a los triglicéridos, 60% de los individuos
malaricos mostraban niveles normales y tinicamente en 8
(26.6%) se hallaron niveles altos de FNT; el 40% restante
tuvo niveles altos de triglicéridos sin que se presentara
correlacion con las cantidades del factor. En casi todos los
pacientes malaricos (90%) la creatinina fue normal y no
hubo correlaciéon con los niveles de FNT. En 3 de los
enfermos malaricos hubo valores de creatinina levemente
aumentados (1.4 mg/dl) y sélo uno de ellos presentd alza
en el FNT (3000 pg/ml).



Cuadro 1
Quimica Sanguinea vs. FNT.

Pacientes FNT normal FNT alto

(%) (380 Pg/ml) (Pg/ml)
Glicemia/ FNT
Normal
70-100 mg/dl 75 19 562
Baja
70 mg/dl 25 - 25.0
Colesteroll FNT
Normal
0.5-1.2 mg/dl 22 6.4 15.5
Bajo 78 46.8 51.2
Triglicéridos/FNT
Normal
170 mg/dl 60 334 26.6
Alto 40 20.0 20.0
Creatinina/ FNT
Normal
0.5-1.2 mg/dl 90 4_5.0 45.0
Alta 10 6.9 3.1
Fibrindogeno/ FNT
Normal
1200-40 mg% 44 257 16.3
Alto 56 20.0 36.0

A 36 de los 40 pacientes malaricos s¢ les determiné el
fibrindgeno en plasma citratado. En 20 (56%) se vieron
cifras altas de fibrindgeno (> 410 mg%), en 13 se obser-
varon niveles altos del factor. Los 16 enfermos restantes
tenian cantidades normales de fibrindgeno y 10 de ellos
niveles normales de FNT. No se observd ninguna
correlacion entre las parasitemias y los valores de quimica
sanguinea y fibrinégeno en los pacientes malaricos.

DISCUSION

En este estudio se demuestra la liberacion espontanea in
vitro del FNT a partir de cultivos de células mononu-
cleares provenientes de sangre de enfermos con malaria. A
pesar de que normalmente los macréfagos liberan niveles
basales del factor, la presencia de €ste en altas con-
centraciones en los sobrenadantes de los cultivos men-
cionados indica que quizas las células de los pacientes se
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estimularon in vivo por ¢l parasito a tal grado que
pudieron continuar su secrecion in vitro sin necesidad de
estimulacién adicional.

La produccion de FNT ha sido previamente demostrada en
cultivos 1n vitro de macréfagos provenientes de animales
y humanos no malaricos incubados en presencia de
antigenos de diferentes especies de Plasmodium?3.

Aunque en este estudio se¢ encontraron niveles altos del
factor en sobrenadantes de cultivos provenientes de per-
sonas infectadas tanto con P. falciparum como con P.
vivax, s6lo se produjeron en 50% de los “enfermos de
ambos grupos. El seguimiento de algunos de los indi-
viduos durante 48 horas consecutivas, con toma de
muestras de sangre a intervalos de 6 horas, demostro la
existencia de una gran variabilidad en la liberacion del
factor entre una y otra toma de células de un mismo
sujeto. Estos titulos de produccion oscilantes en periodos
tan cortos, podrian sugerir que 1a produccion aumentada de
FNT depende posiblemente de la estmulacién también
oscilante de los macréfagos por parte de los antigenos del
parasito in vivo.

Las células mononucleares podrian por ejemplo ser
estimuladas por antigenos que se liberen durante la
ruptura de esquizontes y la reinvasion de nuevos globulos
rojos. S1 asi fuera el mecanismo de produccion, la presen-
cia de niveles elevados permanentemente dependeria del
grado de asincronia del parasito y/o una alta concentracion
de tales antigenos en el suero. Sin embargo, en el pre-
sente estudio no se encontré ninguna correlacion entre el
porcentaje de parasitemia, la especie de parasito y los
niveles de FNT. Los enfermos con parasitemias altas por
P. falciparum al igual que por P. vivax mostraron grados
variables en la produccion del factor. Adicionalmente, en
€stos sujetos s¢ observaron niveles variables de trigli-
céridos y glucosa sin que se pudiera observar correlacion
con la produccion de FNT, como ha sido demostrado por
otros3.9,

En modelos experimentales se ha visto que los ratones
infectados con cepas virulentas de P. berghei, desarrollan
malaria cerebral con cuadros neurolégicos parecidos a los
que se hallan en el ser humano!3. En el modelo expe-
rimental se demostré que los ratones con cuadros clinicos
neurolégicos tenian niveles elevados del FNT, en com-
paracion con los que no desarrollaban complicaciones. La
inyeccion intravenosa de anticuerpos monoclonales contra
el FNT a ratones de este modelo previno el desarrollo del
cuadro neuroldgicol2. Recientemente se observd una inte-
resante correlacion entre niveles circulantes del FNT vy
nifios africanos que tenian malaria cerebrallé, En el estu-
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dio se aprecié una correspondencia notoria entre el grado
de severidad del cuadro neurolégico y los niveles de FNT.
I os nifios con niveles circulantes del factor superiores a
los 500 pg/ml al ingreso, €ran mayoria; presentaban
cuadros muy severos de la enfermedad y murieron rapi-
damente a pesar del tratamiento inmediato, mientras que
casi todos los nifios con niveles inferiores, se recupe-
raron. Estos hallazgos indican un papel probable no sélo
patogénico de FNT sino eventualmente prondstico de sus
niveles en la evolucién de la enfermedad.

En el presente estudio, de manera curiosa tanto las células
de individuos infectados por P. falciparum como con P.
vivax mostraban niveles altos de produccién del factor in
vitro, sin que se evidenciaran diferencias significativas
entre la capacidad de estimulacién de una especie u otra.
Ninguno de los pacientes con P. falciparum, a pesar de
presentar parasitemias altas (5%), hicieron cuadros graves
de malaria, como malaria cerebral. Vale la pena mencio-
nar que las complicaciones neuroldgicas en el ser huma-
no, se deben tan sélo a P. falciparum 'y que generalmente
P. vivax no produce manifestaciones severas.

Estos pacientes tenian niveles s€ricos muy bajos del FNT
(datos no presentados), lo cual podria indicar que a pesar
de que in vitro se produjeron entre 5-10 veces los niveles
normales del factor, las complicaciones s6lo se desarro-
llaron cuando la estimulacién de los macréfagos y los
niveles del factor fueron exageradamente altos. Este podria
-ducir un efecto continuo de lesién endotelial a nivel
cerebral y/o generalizado que desencadenaun desequilibrio
homeostitico irreversible que termina en las lesiones
clisicas descritas en malaria cerebral: taponamiento capi-
lar por glégulos rojos parasitados, necrosis endotehal,
hemorragias anulares o petequiales, edema cerebral, hipo-
xia y muertel’.

A pesar de los hallazgos en los nifios africanos, la
asociacién entre niveles de FNT y malaria cerebral en
enfermos de otras latitudes, bajo condiciones y edades
distintas, continda siendo de gran inter¢s, debido al
control genético que existe sobre la respuesta inmune.
Adicionalmente, porque la administracién de anticuerpos
monoclonales o cualquier otro agente bloqueador del FNT
podria tener un efecto salvador en pacientes que soOlo
logran atencién médica en estados muy avanzados de la
enfermedad.
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SUMMARY

The tumor necrosis factor (TNF) is a cytokine released by
activated macrophages. It may play an important role in
either protection or pathology in malana. ‘Mononuclear
cells of a group of 40 infected patients with Plasmodium
falciparum or P. vivax were evaluated for espontancous
release of TNF in vitro. High levels of the factor were
observed in 50% of these supernatants. No correlation
was found between TNF values and parasitemia, blood
chemistry or fibrinogen levels.
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