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RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar las principales alteraciones hematolégicas y de los marcadores hepdticos (AST y ALT) en pacientes
infectados con Plasmodium vivax atendidos en el Instituto de Medicina Tropical de Coari, estado de Amazonas, Brasil.
MATERIALES Y METODOS: Se recolectaron muestras de 77 pacientes infectados con P vivax y de 58 individuos control.
El hemograma completo y los dosajes de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) se realizaron
en la Fundacién Hospitalaria de Hematologia y Hemoterapia de Amazonas. Los andlisis estadisticos se hicieron en el
software GraphPad Prism v5.0. RESULTADOS: Se observé que la mayor parte de los pacientes, durante la colecta, presenté
como quejas mialgia (92%), debilidad (87%), disnea (84%), escalofrios (75%) y fiebre (69%), ademds de haber tenido
un aumento en las concentraciones de las enzimas hepdticas AST y ALT. En relacién a las caracteristicas hematoldgicas,
se observaron leucopenia, plaguetopenia y disminucién significativa en la concentracién de la hemoglobina globular
promedio y en el volumen globular promedio. CONCLUSION: Los resultados sugieren que la presencia de esas
alteraciones hematolégicas y el aumento en la carga parasitaria no influyeron en el aparecimiento de casos graves de
la enfermedad; pero, alteraciones en las concentraciones de AST y ALT pueden indicar comprometimiento hepdtico.
Ademds, las redes de interacciones entre los componentes evaluados en la infeccién por P vivax pueden utilizarse como
herramienta de pronéstico en estudios futuros.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the main hematological changes and hepatic markers (AST and ALT) in patients infected
with Plasmodium vivax treated at Instituto de Medicina Tropical de Coari, Amazonas State, Brazil. MATERIALS AND
METHODS: Samples were collected from 77 patients infected with P vivax and 58 control subjects. The complete
blood count and dosages of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were performed
at Fundacé@o Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. Statistical analyzes were performed with
GraphPad Prism v5.0 software. RESULTS: It was observed, during collection, that most of the patients complained
of myalgia (92%), asthenia (87%), dyspnea (84%), chills (75%), and fever (69%), besides having an increase in
the concentrations of the AST and ALT enzymes. About hematological characteristics, leucopenia, thrombocytopenia
and a significant decrease in mean globular hemoglobin concentration and mean globular volume were observed.
CONCLUSION: The results suggest that the presence of these hematological changes and the increase in the
parasite load did not influence the occurrence of severe cases of that disease; but changes in the concentrations
of AST and ALT may indicate hepatic impairment. In addition, the interaction networks among the components
evaluated in P vivax infection can be used as a prognostic tool in future studies.
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INTRODUCCION

La malaria es causada por el protozoario del género
Plasmodium sp., con cinco especies que infectan
al  hombre: Plasmodium falciparum,  Plasmodium
vivax, Plasmodium malarice, Plasmodium ovale y
Plasmodium knowlesi'?3. Tiene un proceso patogénico
diferenciado, que se inicia luego de la inoculacién
del pardsito en la corriente sanguinea por el insecto
vector*®. Es considerada un grande problema de salud
publica en més de 100 paises, siendo la enfermedad
parasitaria de regiones tropicales y subtropicales que
més problemas sociales y econdémicos causa en el
mundo®’#,

Segin estimativas de la  Organizacién  Mundial
de Salud, cerca de 3,3 mil millones de personas
(40% de la poblacion mundial) residen en dreas de
riesgo de transmisién de malaria. De ese contingente,
aproximadamente 214 millones de personas fueron
infectadas el afio 2015, con 438.000 muertes’. En
Brasil, cerca de 140.000 casos fueron informados,
representando un 41,7% de los casos en las Américas.
La Regién Amazénica contribuye con cerca de 99,8%
de los notificaciones, y la principal especia causadora
de la malaria es el P vivax (83,7% de los casos)”'%'".

El ciclo sanguineo ocurre de forma rdpida,
remodelando la estructura de las células infectadas
y haciéndolas  mds rigidas'?'®.  Las alteraciones
hematolégicas, principalmente en la malaria grave,
pueden tener un impacto negativo en la patogénesis
de la enfermedad, alterando el pronéstico del huésped/
paciente. Las principales alteraciones observadas en los
individuos con malaria pueden ser la anemia grave,
los trastornos de la coagulacién, la trombocitopenia
prominente y los cambios numéricos o funcionales de
los leucocitos involucrando al bazo'™.

El aumento de las enzimas hepdticas en la infeccién
por P wvivax es sugestivo de comprometimiento
hepdtico'®. El relato de aumento, principalmente de
las transaminasas alanina  aminotransferasa  (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST), pueden evidenciar la
necrosis de los hepatocitos durante el ciclo inicial de la
infeccién en el huésped humano'®'.

Asf, este estudio tuvo como obijetivo evaluar
las  principales alteraciones hematolégicas y de
los marcadores hepdticos (AST y ALT) en pacientes
diagnosticados con malaria vivax atendidos en el
Instituto de Medicina Tropical de Coari (IMTC), estado
de Amazonas, Brasil.

MATERIALES Y METODOS
POBLACION DEL ESTUDIO

El estudio se realizé en el IMTC (Instituto de Medicina
Tropical de Coari, vinculado a la Secretaria Municipal
de Salud de Coari y a la Fundacién de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado). La poblacion del
estudio abarcé a adultos de ambos sexos, con edades
variando enfre 18 y 65 afos. Los datos epidemiolégicos
y clinicos se obtuvieron por cuestionario estructurado,
en el periodo de febrero a julio de 2012.

ASPECTOS ETICOS

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacién de la Fundacién Hospitalaria de Hematologia
y Hemoterapia de Amazonas (Hemoam) el 31 de octubre
de 2011, con el protocolo CAEE N°0014.0.112.000-11,
de acuerdo con la Resolucién N°466/12 del Consejo
Nacional de Salud para investigaciones involucrando a
seres humanos.

MUESTREO

La muestra estuvo compuestas por 77 pacientes con
cuadro de malaria aguda no grave, causada por P vivax,
atendidos en el IMTC; y 58 individuos encuadrados en el
grupo control (GC), elegidos aleatoriamente, con andlisis
de plasmodios negativo, con edad entre 18 y 65 afos.
Los pacientes e individuos del GC fueron negativos para
los virus de la hepatitis B, la hepatitis C y el HIV por
pruebas serolégicas (inmunoensayo quimioluminiscente
automatizado — ARCHITECT i2000SR Plus, Abboftt
Diagnostics), en el Laboratorio de Serologia de la
Hemoam.

DIAGNOSTICO Y CONTEO DE LA PARASITEMIA

El diagnéstico de la malaria de los pacientes
infectados con P vivax se realizé con la prueba de la gota
gruesa de sangre, como recomendado por el Ministerio
de Salud'®. La monoinfeccién por P vivax se confirmé por
la reaccién en cadena de la polimerasa via transcriptasa
reversa (RT-PCR)'". La parasitemia se estimé por andlisis
semicuantitativo, con resultados expresados en: +/2 (40—
60/100 pardsitos por campo); + (1 parésito/campo);
++4 (2-20 pardsitos/campo); +++ (21-200 pardsitos/
campo); y ++++ (+200 pardsitos/campo). Con los
datos en cruces, la parasitemia en milimetro cibico puede
estimarse conforme descrito por el Ministerio de Salud'®:
+/2 = 200-300 pardsitos, + = 301-500 pardsitos; ++
= 501-10.000 pardsitos; +++ = 10.001-100.000
parésitos; ++++ = 100.000 o mds pardsitos.

EVALUACION CLINICA DE LOS PACIENTES

Los pacientes incluidos fueron evaluados, luego del
diagnéstico, por enfermero y/o médico del IMTC. Los
resultados obtenidos en la anamnesis y en el examen
fisico fueron insertados en el cuestionario propio del
estudio.

PRUEBAS HEMATOLOGICAS

Para la evaluacién hematolégica se realizé el recuento
global de los leucocitos (GB), las células rojas (GR), las
plaguetas (PLAQ), la determinaciéon del hematocrito
(HT), la dosificacién de hemoglobina (HB) y los indices
hematimétricos en el contador hematolégico ABX Micros
60 (HORIBA).

PRUEBAS BIOQUIMICAS — TRANSAMINASAS (AST Y ALT)

los dopajes de las concentraciones de las
transaminasas (AST y ALT) se realizaron con los kits
Aspartato  Aminotransferasa  AEROSET ¢8000 (Abbott
Laboratories) y Alanina  Aminotransferasa  AEROSET
c8000 (Abbott Laboratories), con método automatizado
utilizando  equipamiento  ARCHITECT ¢8000 System
Clinical Biochemistry Analyzer (Abbott Diagnostics).



ANALISIS ESTADISTICOS Y REDES DE INTERACCIONES

Los andlisis estadisticos de los datos se realizaron
con el software GraphPad Prism v5.0 (San Diego,
California, EE.UU.). Inicialmente se realizaron pruebas
para verificar la normalidad de los datos a través de la
prueba de Shapiro-Wilk. Todos los datos presentaron una
distribucién no paramétrica y, por lo tanto, los andlisis
comparativos de los valores entre dos o tres grupos
de datos se hicieron con la prueba de Mann-Whitney
o Kruskal-Wallis, respectivamente. La significacién
estadistica se definié en ambos casos en p < 0,05.

la elaboraciéon de los redes (networks) y la
demostracién de las interacciones complejas entre
los pardmetros evaluados se realizé a partir de la
asociacién de estos marcadores en cada grupo clinico.
Se realizé la prueba de correlacién de Spearman
para evaluar la correlacién significativa entre el valor
absoluto y las concentraciones de los componentes,
con la ayuda del software estadistico. Con los datos
generados después del andlisis de correlacién, se realizd
la construccién de las redes con el software Cytoscape
v3.3.1 (Cytoscape Consortium San Diego, California,
EE.UU.) La forma y el espesor de las lineas se ajustaron

para representar los tipos de correlaciones existentes
(positivas o negativas), ademds de la intensidad de estas
correlaciones.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS, PARASITARIAS
Y CLINICAS DE LOS PACIENTES DIAGNOSTICADOS
COM MALARIA VIVAX

El promedio de edad fue superior en el grupo
de pacientes (37,06 + 14,32) en relacién al GC
(29,41 + 8,45) (p = 0,003). Con relacién al género,
se observd predominio del sexo masculino (69%) en
los pacientes con malaria, notédndose lo inverso en el
GC, en donde se observdé mayor predominancia del
sexo femenino (67%) (p < 0,0001). Se observé que
la mayoria (51%) de los individuos relaté haber tenido
entre dos y cinco reinfecciones (Tabla 1). La parasitemia
de +/2 e ++ fue observada en mds de dos tercios
de los pacientes (74%) con sintomatologia bdsica de
malaria. La mialgia fue la quejo mds frecuente entre
los pacientes (92%), siguiendo la astenia (97%), cefalea
(84%), escalofrios (75%) y fiebre (69%) al momento de
la colecta (Tabla 2).

Tabla 1 — Datos epidemiolégicos de los pacientes con malaria vivax y GC atendidos en el IMTC, estado de Amazonas,

Brasil, en el periodo de febrero a julio de 2012

Caracterfsticas demogrdficas y epidemiolégicas

Grupo control (N = 58)

Pacientes con R vivax (N = 77)

Masculino/femenino
Edad (promedio = DP)
NUmero de episodios previos de malaria
NUmero de infecciones
Primoinfectado
<5 infecciones

>5 infecciones

19/39 53/24
29,41 + 8,45 37,06 + 14,32
- 5,57 = 6,77 (1-40)

- 15 (19%)
- 39 (51%)
- 23 (30%)

DP: Desvio estandar.

Tabla 2 — Caracteristicas parasitarias y pardmetros clinicos de los pacientes con malaria vivax y GC atendidos en el
IMTC, estado de Amazonas, Brasil, en el periodo de febrero a julio de 2012

Caracteristicas parasitarias

Pacientes con P vivax (N = 77)

Parasitemia Pardsitos/mm? N %
200-300 +/2 20 26
301-500 + 18 23
501-10.000 ++ 37 48
10.000-100.000 +4++ 2 3

Pardmetros clinicos

N %
Fiebre durante la colecta sanguinea 52 69
Mialgia en los Gltimos tres dias 71 92
Disnea los ¢ltimos tres dias 64 84
Escalofrios los dltimos tres dias 58 75

Debilidad los Gltimos tres dias

67 87




ALTERACIONES HEMATOLOGICAS Y HEPATICAS (AST
Y ALT) EN PACIENTES INFECTADOS POR Plasmodium

vivax

Como sumarizado en la tabla 3, en los pacientes
con malaria vivax, se observé disminucién significativa
de la GB, de la concentracion de hemoglobina
corpuscular promedio (MCHC), del volumen corpuscular
medio (VCM), de PLAQ y de la variacién en el
tamafio de las plaquetas (PDW), ademds del aumento
significativo del volumen plaquetario medio (VPM).
Ademds, el andlisis de los marcadores hepdticos
demostré aumento significativo de la  transaminasa
AST (p = 0,0093), siendo significativamente superior
en el grupo de pacientes con malaria vivax cuando
comparado al GC. No se observé significado estadistico
en los niveles de ALT entre los grupos estudiados.

ASPECTOS HEI\/\ATOLC,)GICOS’Y HEPATICOS (AST Y
ALT) EN LOS SUBGRUPOS CLINICOS DE PACIENTES
COM MALARIA VIVAX

Las alteraciones hematolégicas y de los marcadores
hepdticos (AST y ALT) fueron analizadas también en los
subgrupos de pacientes con malaria vivax. Inicialmente,
los pacientes fueron separados en grupos, de acuerdo
con la parasitemia (baja [+/2 e +] y alta [++ e +++])
y el nimero de infecciones (primoinfectado, =5
infecciones y >5 infecciones). En relacion a la

parasitemia, se observé una disminucién significativa de
HT, HB y GR en los pacientes con alta carga parasitaria.
Se comprobé un aumento significativo (p = 0,0197) en
la variacién del PDW de los pacientes primoinfectados
en relacién a los individuos con mds de una infeccién

(Tabla 4).

INTERACCIONES ENTRE LOS  MARCADORES
HEMATOLOGICOS Y HEPATICOS (AST Y ALT) EN LA
MALARIA VIVAX

Los individuos no infectados presentaron una red con
varias interacciones entre los marcadores hematolégicos
y hepdticos (AST y ALT) evaluados. El hematocrito, la
hemoglobina y los glébulos rojos estaban fuertemente
asociados, mientras que hubo una fuerte correlacién
entre el VCM y la MCHC, ademds del ALT y del AST.
Los demds marcadores se correlacionaron de forma
moderada y débil, con la presencia de correlaciones
negativas entre PLAQ, VPM, PDW, GB, VCM vy
variacién en el tamafo de los hematies (RDW) en el
GC (Figura 1A). Cuando se observaron los datos de
correlacion de los pacientes con malaria vivax, se
noté la pérdida de correlaciones moderadas entre
los marcadores y la ausencia de interaccién del PDW
con los demds componentes analizados. Ademds, el
grupo infectado con P vivax presenté aumento en las

interacciones GB, GR, HB, VCM y PLAQ (Figura 1B).

Tabla 3 — Caracteristicas hematolégicas y hepdticas de los pacientes con malaria vivax y GC atendidos en el IMTC,
estado de Amazonas, Brasil, en el periodo de febrero a julio de 2012

Coracteristicas Grupiconfrol Pociente5fon P vivax o
(N= 58) (N =77)
Hematoldgicas (media = DP)
HT (%) 38,81 = 4,93 38,43 = 5,54 0,8224
HB, niveles g/dL 13,13 = 1,66 13,11 = 1,87 0,9982
GB (unid. x 10%/mm?) 597 + 1,66 4,54 + 1,47 < 0,000]
GV (unid. x 10¢/mm?) 4,12 = 0,64 4,15 = 0,60 0,5754
VCM (fL) 94,47 = 7,16 89,09 = 19,24 0,0272
HCM (pg) 31,96 = 2,76 31,78 = 2,96 0,3571
CHCM (g/dl) 33,73 £ 1,13 34,19 = 1,16 0,0373
RDW (%) 13,99 + 1,92 13,66 + 2,40 0,9486
PLAQ (unid. x 10¢/mm?) 237,30 + 84,04 118,30 + 58,71 < 0,0007
VPM (fL) 7,37 = 2,24 8,44 + 2,42 0,0007
PDW (%) 14,30 = 2,31 13,41 = 2,32 0,0111
Hepdticas (promedio = DP)
AST (U/L) 20,14 = 8,84 55,27 £ 252,40 0,0093
ALT (U/L) 20,66 = 15,18 42,87 = 167,50 0,4493

* Test no paramétrico Mann-Whitney; DE: Desvio estdndar; HT: Hematocrito; HB: Hemoglobina; GB: Glébulos blancos; GR: Glébulos rojos; VCM:
Volumen corpuscular medio; CMH: Concentracién media de hemoglobina; CHCM: Concentracién de hemoglobina corpuscular media; RDW:
Variacién en el tamafio de las hematies; PLAQ: Plaquetas; VPM: Volumen plaquetario medio; PDW: Variacién en el tamafo de las plaquetas; AST:

Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa.
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A Grupo control

Correlaciones positivas

——— Correlacién débil (r = < 0,35)
——— Correlacién moderada (r = 0,36-0,67)
Correlacién fuerte (r = = 0,68)

B Pacientes con P vivax

Correlaciones negativas

————————————————————————— Correlacién débil (r = < 0,35)

------- Correlacién moderada (r = 0,36-0,67)
= = = = Correlacién fuerte (r = = 0,68)

Los componentes hematolégicos (HT: Hematocrito; HB: Hemoglobina; GB: Glébulos blancos; GR: Glébulos rojos; VCM: Volumen corpuscular
medio; CMH: Concentracién media de hemoglobina; CHCM: Concentracién de hemoglobina corpuscular media; RDW: Variacién en el tamafio
de los hematfes; PLAQ: Plaquetas; VPM: Volumen plaquetario medio; PDW: Variacién en el tamafio de las plaquetas) y hepdticos (AST: Aspartato
aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa) fueron analizados en sangre total y suero de pacientes infectados con R vivax e individuos control
sin la enfermedad. Cada linea de ligacién representa una correlacién significativa entre un par de marcadores. Las lineas continuas representan
correlaciones positivas, mientras las lineas punteadas representan correlaciones negativas (p < 0,05). El grado de significancia se representa por
la espesura de la linea. Las correlaciones se obtuvieron por medio del test de Spearman; los valores de 'r" y "p" fueron utilizados para clasificar las
conexiones como débil (r < 0,35, p < 0,05), moderada (r = 0,36-0,67, p = 0,001) o forte (r = 0,68, p < 0,0001). La ausencia de la linea indica
la no existencia de correlacién.

Figura 1 — Redes de interacciones entre los marcadores hematoldgicos y hepdticos en el grupo control y pacientes con P vivax

atendidos en el IMTC, estado de Amazonas, Brasil, en el periodo de febrero a julio de 2012

DISCUSION

Lla malaria es una enfermedad febril aguda, con
proceso patogénico diferenciado y relacionado @
los factores biolégicos del parésito y del huésped. En
este trabajo, se describieron las alteraciones clinicas,
hematolégicas y hepdticas (AST y ALT) causadas por
la infeccién por P vivax en pacientes diagnosticados
con malaria y que no habian iniciado el tratamiento
recomendado por el Ministerio de Salud.

La sintomatologia bdsica de la  malaria fue
observada en los pacientes estudiados, y las quejas més
frecuentes fueron mialgia, debilidad, cefalea, escalofrio
y fiebre. Para Costa et al.?, los signos y sintomas de
la malaria estdn constituidos principalmente por una
triada clésica compuesta por fiebre-escalofrio-cefalea.
Sin embargo, Rosas?' alerté sobre la familiaridad de
estos sinfomas con otras enfermedades febriles, como el
dengue, la fiebre Chikungunya y la fiebre por Zika virus.
En el estudio de Franklin et al.??, realizado en la ciudad
de Manaus, estado de Amazonas, se observé que los
pacientes infectados con P vivax fueron acometidos
principalmente por fiebre, mialgia, escalofrio y cefaleq,
lo que corrobora con los hallazgos del presente estudio,
con excepciéon de fiebre y cefalea, que fueron poco
reportadas. A pesar de que los pacientes incluidos en

este estudio no presentan sintomatologia de malaria
grave, estudios recientes han asociado la infeccién
por P vivax con casos graves y complicaciones en la
malaria??%24,

Los cuadros anémicos son comunes en pacientes
con malaria grave ocasionada por P vivax. En general,
los valores de HT, HB y GR estdn disminuidos en estos
individuos'”?32%, En algunos casos, los pacientes son
sometidos a transfusién de concentrados de hematies
debido a la gravedad de la anemia?®. Aunque la literatura
indique los procesos anémicos en la malaria, en este
estudio, el GR, el HT, la HB y los indices hematimétricos
presentaron valores similares entre los grupos estudiados,
con excepcién del VCM, que fue menor en el grupo
de pacientes con malaria vivax. El cuantitativo similar
de estos componentes entre los grupos puede sugerir
el mantenimiento de las interacciones estudiadas. Los
valores de HT, HB y del nimero de eritrocitos fueron
menores sélo en los individuos con alta carga parasitaria,
lo que ya es conocido y descrito en la literatura'”?3. Se
sabe que el aumento de la carga parasitaria puede
acarrear disminucién en el nimero de GR, debido a la
ruptura de esas células durante los ciclos asexuados,
al secuestro de hematies infectados por el bazo y a la
formacién de rosetas?’2827,



Los valores de GB fueron menores en el grupo de
pacientes con malaria. Los datos de la literatura describen
la reduccién en el cuantitativo de GB en pacientes con
malaria®®?', Sin embargo, en individuos con malaria
grave infectados con P vivax, se observé un aumento en
el nimero de leucocitos?. En el estudio de Tangpukdee
et al.®?, se expuso que los GB fueron menores que los
GR en individuos con P vivax, con aproximacién de los
valores normales observados en el grupo no infectado,
después del tratamiento, lo que viene contra los datos
observados en este estudio. La disminucién de los GB
se observa al inicio de la infeccién, con leucocitosis
transitoria durante los paroxismos febriles de la malaria,
estando relacionada con la carga parasitaria®34.

La trombocitopenia se describié en las muestras
de pacientes con malaria en el presente estudio, con
disminucién del VPM y aumento de la PDW, incluso en el
grupo de pacientes primoinfectados. La plaquetopenia es
comin en la patogénesis de la malaria, principalmente
en la infeccién por P vivax'/%. Los pacientes infectados
con P vivax, en general, presentan una disminucién en el
numero de PLAQ, debido a la activacién de la cascada
de coagulacién, ademds de los procesos inflamatorios
inherentes a la enfermedad® 3. Este descenso en el
cuantitativo de PLAQ y en la PDW, asociado al aumento
del VPM, pueden explicar el aumento de las correlaciones
en el andlisis de red entre los componentes asociados
a las PLAQ, con pérdida de interaccion de la PDW
con los demds marcadores hematolégicos y hepdticos
estudiados.

los datos de este estudio sugieren ademds un
compromiso hepdtico en estos pacientes, con aumento
de las enzimas hepdticas AST y ALT. Datos similares fueron
observados por Onyesom y Onyemakonor'®y Elbadawi
et al.¥’, que describieron el aumento de las enzimas
en pacientes de Nigeria y en mujeres embarazadas de
Suddn infectadas con P falciparum. El relato de aumento
de las transaminasas AST y ALT se observé en pacientes
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