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Resumen. En una poblacién de nifios Warao menores de 15 afios con una
tasa de prevalencia de tuberculosis (TBC) de 3190/100.000 se plante6 como
objetivo, estudiar ciertos parametros de la respuesta inmunitaria en una po-
blacion de 107 nifios, de éstos, 32 presentaban TBC (27 PPD positivos y 5 PPD
negativos) y 75 eran controles sin clinica de TBC (45 PPD positivos y 30 PPD
negativos). Se evaluaron la inmunidad humoral, celular y algunos aspectos de
la inmunidad innata. Entre los nifios pacientes y controles, no se encontraron
diferencias significativas en los componentes C3 y C4 del complemento. En
cuanto a la inmunidad humoral, el grupo de pacientes present6 un alto por-
centaje de nifios con niveles totales de IgA e IgG elevados (13,8% y 79,3%, res-
pectivamente) en comparacion con los nifios controles (0% y 69,2%). En el
grupo control, un alto porcentaje de nifios presentaron niveles totales de IgM
e IgAs elevados (69,2% y 56,16%, respectivamente) en comparacion con los
pacientes (48,3% y 31,25%). El 100% de los nifios presenté altos niveles séri-
cos de IgE. Los estudios de la respuesta celular retardada mostraron que los
nifios de mayor edad presentaron las mayores medidas de induraciones. Los
nifios menores de 7 afos presentaron similar reactividad positiva al PPD inde-
pendientemente de la presencia o no de cicatriz de BCG. Un alto porcentaje
de nifios sin y con cicatriz (46,8% y 27,6% respectivamente) presentaron me-
didas de induraciones a la tuberculina de 0 mm. La reactividad a Candida
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mostré un 80% de nifios con estados de anergia no especifica. Sin embargo, el
mayor porcentaje de nifios con TBC estaba vacunado y presentaba positividad
a la prueba de tuberculina. En conclusién, en los nifios Warao se observé un
aumento en los niveles de los componentes C3 y C4 del complemento y una
hipergammaglobulinemia. Los resultados de los isotipos mostraron que, la
disminucion de IgAs podria ser un marcador de enfermedad activa, mientras
que el aumento de IgM un marcador de infeccién reciente. La policlonalidad
fue independiente de la reactividad al PPD.

Study of the immune response in Warao children from an area
with high prevalence of tuberculosis.
Invest Clin 2003; 44(4): 303 - 318
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Abstract. The present study was carried out in a Warao childhood popu-
lation with extremely high tuberculosis (TB) rate of 3190/100,000 in 0-15
years old children. One hundred seven serum and saliva samples were tested,
32 from patients with active TB (27 positive and 5 negative for the tuberculin
skin test, TST) and 75 apparently healthy contact children (45 positive and 30
negative for the TST). The innate, immunoglobulin and cellular responses
were studied. The results showed that both, patients and controls, had a high
percentage of children with increased levels of complement C3 and C4 com-
ponents. A high percentage of children with increased total serum IgA and
1gG (13.8% and 79.3% respectively) was observed in children with TB in com-
parison to control children (0% and 69.2%). A high percentage of control chil-
dren had increased levels of IgM and slgA (69.2% and 56.16%, respectively) in
comparison to patients (48.3% and 31.25%). Both groups showed children
with increased levels of IgE. The results concerning to the cellular immune re-
sponse to PPD and the BCG vaccination status showed that there was a corre-
lation between an increase in PPD reactivity and age. The PPD reactivity in
children less than 7 years old was similar and also independent of the BCG
vaccination status. A significant number of children without or with scars
(46.8% and 27.6%, respectively) showed induration values of 0 mm to tubercu-
lin skin test. The Candida reactivity showed a high percentage of children
(80%) with anergy status. In conclusion, an increase in the levels of comple-
ment components C3 and C4 and hypergammaglobulinemia was observed in
Warao children, and these results were independent from PPD reactivity and
BCG vaccination. The isotype results showed that the decrease in slgA could
be and active disease marker, while the increase in IgM levels could represent
a marker of recent disease.

Recibido: 29-10-2002. Aceptado: 27-05-2003

Investigacion Clinica 44(4): 2003



Estudio de la respuesta inmunitaria en nifios Warao

305

INTRODUCCION

Los Warao constituyen el segundo gru-
po mas numeroso entre los indigenas de Ve-
nezuela. (1, 2). De acuerdo al censo indige-
na venezolano del afio 1992, el 85% de esta
poblacién vive en el Estado Delta Amacuro,
distribuido en 250 comunidades, la mayoria
de las cuales se encuentra en las riberas de
los cafios del Delta del rio Orinoco. El aisla-
miento de esta poblacion y su acceso por
via fluvial contribuyen a que los Warao vivan
en precarias condiciones sanitarias, al no
contar ni con agua potable ni con energia
eléctrica, ademas de tener una inadecuada
disposicién de excretas. Adicionalmente, el
ambiente de alta humedad en el que viven
estas comunidades favorece que los Warao
padezcan de muchas infecciones, algunas
de las cuales han sido estudiadas como las
micosis, parasitosis intestinales, desnutri-
cién primaria, infecciones respiratorias agu-
das, anemia, y TBC (3-5). Dentro de esta
problemética de salud, destaca por las altas
tasas de morbi-mortalidad, tanto entre la
poblacién adulta como infantil, la TBC (6,
7). Para el afio 1999, la tasa era de 93,2 por
cada 100.000 habitantes, con 124 casos re-
gistrados. EI 90% de los casos se presento
entre la poblacion Warao, en donde la tasa
lleg6 a ser de 450/100.000 (6). De los cua-
tro Municipios en los cuales esta dividido el
Estado Delta Amacuro, Antonio Diaz pre-
senta la mayor tasa de prevalencia, encon-
trdndose que en comunidades como San
Francisco de Guayo y otras vecinas, con una
poblacién total de aproximadamente 2052
habitantes, de los 87 casos de tuberculosis
activa diagnosticados entre los afios 1999-
2000, solamente 4 fueron nifios, lo cual no
se correlaciona con el hecho de que el 50%
de la poblacion Warao es menor de 15 afios
(6). Estos hallazgos nos condujeron a estu-
diar la prevalencia de TBC infantil en estas
comunidades, encontrdndose una tasa de

prevalencia de TBC en los nifios menores de
15 afos de 3190/100.000 (7).

Se ha establecido que tanto la respues-
ta inmunitaria innata como la adaptativa
juegan un papel crucial en la resistencia a
la infeccion por M. tuberculosis (8-11). Tra-
dicionalmente, la inmunidad protectora a
TBC ha sido atribuida a la inmunidad me-
diada por células T, especialmente la inmu-
nidad mediada por células tipo Thl (11).
Sin embargo, desde 1955, Pillemer y col.,
describieron y pusieron en evidencia una via
de activacion del complemento indepen-
diente de anticuerpos, la cual era activada
por polisacéridos de alto peso molecular y
por paredes celulares bacterianas (12). Adi-
cionalmente, ha sido claramente estableci-
do que los efectos de la deficiencia de los
componentes del complemento, particular-
mente los componentes de la via alterna
trae como consecuencia un incremento de
la susceptibilidad a la infecciones (13). La
policlonalidad es un evento que ha sido des-
crito tanto para el estado de enfermedad
activa pulmonar o extrapulmonar como de
infeccion por M. tuberculosis (14-16). Re-
cientes estudios inmunoldgicos y genéticos
sustentan el hecho de que la inmunidad in-
nata es relevante en la infeccion por M. tu-
berculosis (10, 17-22).

En vista de todos estos hallazgos, nos
propusimos estudiar la respuesta inmunita-
ria de los nifios Warao con y sin TBC con el
objeto de comenzar a caracterizar el perfil
inmunolégico de los nifios Warao. Se estu-
diaron los niveles de los componentes C3 y
C4 del complemento, los niveles totales de
las inmunoglobulinas A, G, M y E en suero
asi como la inmunoglobulina A secretora
(IgAs) en saliva y la respuesta celular me-
diante la aplicacion de las pruebas de tuber-
culina, candidina e histoplasmina; las dos
primeras con el objeto de evaluar la res-
puesta retardada mediada por células y la
Gltima para descartar que las lesiones pato-
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l6gicas reveladas por radiologia no fueran
debidas a Histoplasma capsulatum. Se estu-
di6é ademas, la frecuencia de infecciones pa-
rasitoldgicas, dermatoldgicas y marcadores
de infeccidn viral para hepatitis By C.

MATERIALES Y METODOS

Grupos de Estudio

Se realizé un estudio de tipo descripti-
vo de corte transversal donde se evaluaron
1.209 nifios, de los cuales se escogieron
para el estudio 107 nifios entre las edades
de O hasta 15 afios de 14 comunidades:
Guayo, Murako, Jobure, Meregina, Koamu-
ho, Nabasanuka, Bonoina, Mojabaina de Na-
basanuka, Mojabaina de Bonoina, Jubasuju-
ru, Barranquita, Yarita y Corocoina corres-
pondientes al Municipio Antonio Diaz (894
nifos) y Yakariyene al Municipio Tucupita
(315) del Estado Delta Amacuro (Fig. 1). El

promedio de edad fue de 7,87 + 4,28 afios.
Los grupos de estudio fueron clasificados
en: Grupo de Pacientes. Nifios Warao con
tuberculosis activa antes de tratamiento
(n=32: 15 hembras y 17 varones), de los
cuales 27 fueron positivos y 5 negativos a la
reaccion de tuberculina. Todos los pacien-
tes PPD negativos fueron BCG positivos por
presentar la cicatriz de vacunacion. Grupo
de Controles. Nifios Warao controles sin
evidencia de TBC (n=75: 44 hembras y 31
varones), 45 positivos y 30 negativos a la
reaccion de tuberculina. De estos PPD ne-
gativos, 15 no presentaron cicatriz de BCG.

Criterios de inclusién y exclusién
para el estudio

1) Pacientes con TBC activa: nifios con
diagnostico de TBC basado en criterios cli-
nicos, epidemioldgicos, bacteriolégicos, ra-
dioldgicos y seroldgicos previamente repor-
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Fig. 1. Mapa del estado Delta Amacuro de Venezuela. Se muestran las comunidades estudiadas de los

Municipios Tucupita y Antonio Diaz.
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tados (7), con reactividad positiva 0 negati-
va a la tuberculina y con confirmacion ra-
dioldgica y/o bacteriologica. 2) Grupo Con-
trol: nifios aparentemente sanos (contac-
tos) positivos y negativos a la reaccion de la
tuberculina y sin evidencia de enfermedad a
la aplicacion de los criterios establecidos
(7). Se excluyeron los nifios sospechosos de
TBC. 3) Se incluyeron en el estudio solo los
nifios con serodiagnostico negativo al VIH.
4) En vista de que ha sido reportado que la
poblacién indigena venezolana es funda-
mentalmente del grupo sanguineo O (23),
se estudiaron sélo los nifios Warao grupo de
sangre O, Rh+.

Criterios Eticos. 1) Se incluyeron los
nifios tanto pacientes como controles cuyos
representantes manifestaron por escrito el
consentimiento de que sus hijos participa-
ran en el estudio. 2) Autorizacién del estu-
dio y aspectos éticos. Para tal fin se conto
con la colaboracion de intérpretes para la
instruccion, interrogatorio y solicitud del
consentimiento para la participaciéon en el
estudio. 3) Se les tomd muestras de sangre
a los nifos de 2 o mas afos de edad, mien-
tras que las muestras de salivas se tomaron
a los nifios de 1 mes de edad en adelante.
4) El estudio cont6 con la aprobacion de la
comision de ética del Instituto de Biomedi-
cina, de la Direccion Regional de Salud y de
la Coordinacion Regional del Programa
para el Control de la Tuberculosis del Esta-
do Delta Amacuro, asi como de las autorida-
des locales tanto indigenas, sanitarias y
educativas.

Pruebas intradérmicas

Se procedio a aplicar la prueba de la
tuberculina a todas las comunidades visita-
das para el estudio en los menores de 15
aflos, segun normas ya bien establecidas
internacionalmente (24). Al mismo tiempo
se coloco la prueba intradérmica de histo-
plasmina con la finalidad de descartar que
la observacién patoldgica observada en la

radiologia no fuera debida a una infeccion
por Histoplasma capsulatum, la cual cursa
con lesiones pulmonares indistinguibles a la
vista radioldgica. También se aplico la prue-
ba intradérmica de candidina con la finali-
dad de descartar si los casos de no respues-
ta a la tuberculina son casos de anergia es-
pecifica o no.

Prueba intradérmica de tuberculina

Se procedié como ha sido previamente
descrito (7). Brevemente, se administro
una dosis de 0,1 mL (2 TU en 0,1 mL de
PPD RT23/Tween 80, Statens Seruminsti-
tut, Copenhagen). Se realiz6 la lectura a las
48 horas, considerandose positiva una indu-
racion de 10 mm o mas de didmetro (24).

Prueba de histoplasmina y candidina

En todos los nifios estudiados se aplico
la prueba de histoplasmina y de candidina
(gentilmente donada por la Dra. Mireya
Mendoza del Laboratorio de Micologia del
Instituto de Biomedicina, UCV), se coloco
una dosis de 0,1 mL de los antigenos estan-
darizados para el uso en humanos. La lectu-
ra se realizé a las 48 horas, siendo el punto
de corte de positividad la induracién igual o
mayor a 5 mm de didmetro.

Determinacion de los componentes C3,
C4 del complemento y valores totales
de IgA, 1gG e IgM séricas

Los componentes C3 y C4 del comple-
mento y las inmunoglobulinas A, G, y M sé-
ricas fueron determinados mediante la téc-
nica de inmunodifusion radial con placas y
estdndares comerciales (Endoplate™, Sin-
gle Radial Immunodiffusion Test Kits,
Beckman Coulter™, USA). La técnica esta
estandarizada solo para ser realizada a los
nifios mayores de 7 afos. Los criterios de
normalidad se obtuvieron a partir de un
grupo de nifios criollos sanos de Caracas.
Los valores normales estandarizados para
las pruebas son 101-186 mg/dL y 16-47
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mg/dL para los componente C3 y C4 res-
pectivamente y 68-423 mg/dL, 844-1912
mg/dL y 50-196 mg/dL para las inmunoglo-
bulinas A, G y M respectivamente.

Determinacion de los niveles de IgAs
en saliva

Se determinaron los niveles totales de
IgAs en saliva por la técnica de ELISA. Las
muestras de saliva fueron tomadas median-
te un algoddn que fue colocado debajo de la
lengua, las muestras fueron conservadas a
-20°C hasta el momento de realizar su anali-
sis. Luego de la estandarizacién de la técni-
ca, la determinacion de IgAs se realizd en
microplacas de 96 pozos (Inmunolon) que
fueron recubiertas con un anticuerpo mo-
noclonal dirigido contra el componente se-
cretor de la IgAs (Sigma-Aldrich®), el cual
estaba diluido en una solucion salina de ta-
pizado (solucién carbonato-bicarbonato
buffer pH 9,6). Las placas fueron incubadas
durante toda la noche a una temperatura
de 4°C. Luego de lavar 5 veces las placas
con una solucion salina fosfato, pH 7,2 al
0,05% Tween 20 (solucion de lavado) con el
objeto de eliminar el anticuerpo no adheri-
do, las placas fueron tratadas con solucion
de bloqueo, la cual contenia suero de caba-
llo. Seguidamente, las placas fueron incuba-
das por 1 hora a 37°C. Se afadieron las di-
luciones de saliva (1:100), luego de la incu-
bacion y de realizar los lavados, las placas
fueron incubadas con el anticuerpo secun-
dario, el cual esta dirigido contra la cadena
alfa de la IgA conjugado con peroxidasa
(anti-slgA  Sigma-Aldrich®, Saint Louis,
Missouri,USA), luego de la incubacién, las
placas fueron reveladas con una solucion de
revelado, la cual contiene 25 mL de buffer
citrato, pH 5, 10 mg de orto-fenilenodiami-
na (orto-phenylendiamine (OPD) dihydro-
chloride, Sigma-Aldrich®, Saint Louis,
Missouri, USA) y 30 pl de H,0, luego de
una incubacién de 20 minutos, la reaccién

fue parada, afiadiendo 50 pl de una solucion
de H,SO,. El color fue leido en un lector de
ELISA (ANTHOS) a una longitud de onda de
492 nm.

Determinacion de los niveles de IgE
en suero

Los niveles totales de IgE se determi-
naron por la técnica de ELISA a partir de
la estandarizacion de un método desarro-
llado en el laboratorio. Los sueros fueron
separados de la muestra de sangre y fueron
mantenidos a —-20°C hasta el momento de
realizar la técnica. Luego de la estandari-
zacion de la técnica, los niveles totales de
IgE fueron determinados de manera simi-
lar como fue descrito para la IgAs. Las pla-
cas fueron recubiertas con un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la cadena pesa-
da de la Ige (Anti-Human IgE, Epsilon
Chain Specific, Vector Laboratories, Inc.,
USA) diluido en solucién de tapizado car-
bonato-bicarbonato. La solucién de blo-
queo contenia Albumina Sérica Bovina. Di-
lucién de los sueros (1:10) fueron afiadidos
e incubados por 1 hora a 37°C. El anticuer-
po secundario consistid de un anticuerpo
dirigido contra la cadena epsilon de la IgE
conjugada con Biotina (Anti-Human IgE,
Vector Laboratories, Inc., USA), se realiz6
la amplificacién de la reaccion con estrep-
tavidina incubando por 45 minutos, luego
de finalizada la incubacion, se procedio al
revelado de las placas. Los valores norma-
les son 50-200 Ul/mL (Unidades Interna-
cionales/mililitro).

Serologia de marcadores de hepatitis viral

Se realiz6 la determinacion del antige-
no de superficie para el virus de la hepatitis
B (VHB) y anticuerpos contra el virus de la
hepatitis C (VHC), mediante un ELISA do-
ble sdndwich monoclonal (25) y un ELISA
comercial (EQUIPAR HCV Ab, Equipar, Sa-
ronno, Italia) respectivamente.
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Evaluacion coproparasitolégica y TABLA |
dermatoldgica PRESENCIA DE CICATRIZ

Para la evaluacion coproparasitoldgica, ENLOS NINGS,
se realizaron exdmenes de heces a las co- SEGUN EL GRUPO ETARIO
munidades visitadas, incluidos los nifios en Grupos Etarios  Presente/Total (%)
estuQm, b_uscanglo conflrmqr Ifa al_ta pr(_ava- 0-11 (meses) 1/5 20.0
lencia de infecciones parasitarias intestina- B
les en esta poblacion. Se procedi6 a la toma 1-3 (afios) 6/14 42,8
de una sola muestra de heces por razones 4-6 (afios) 15/23 65,2
logisticas, la cual fue conservada en formal- 7-10 (afios) 25/32 78,1
dehido, y examinada por el método d(_e K_a- 11-15 (afios) 20/33 84,8
to-Katz en el Laboratorio de Geohelmintia- Total 26/107 210
sis del Instituto de Medicina Tropical, de la ota !
Facultad de Medicina de la Universidad
Central de Venezuela (UCV). TABLA I

Para la evaluacion dermatoldgica de oe LX(‘I)'lSJII-BFIIE\QCDGEI QALQI\TTSEBI\'IAI\NOS
las comunidades estudiadas, se realiz6 con- - :

- . ' SEGUN GRUPO ETARIO
sulta medica general incluyendo la consulta
dermatoldgica. Grupos Etarios  PPD+/Total (%)
Anélisi tadisti 0-11 (meses) 0/5 0
nélisis estadistico -

El andlisis estadistico utilizado para 13 (arjos) /14 64.3
comparar la significancia de las diferencias 46 (afios) 10/23 43,5
fue el método de la prueba exacta de Fisher 7-10 (afos) 23/32 71,9
y Ji Cuadrado. A los resultados expresados 11-15 (afios) 22/33 66,7
como el promedio + la desviacion estandar Total 64/107 59.8

se les hizo la comparacion por la prueba de
“t” de student.

RESULTADOS

Reactividad celular retardada

En la Tabla | se muestra el total de los
nifios agrupados de acuerdo a los siguientes
grupos etarios: 0-11 meses, 1-3 afos, 4-6
afos, 7-10 afos y 11-15 afios y a la presen-
cia 0 no de cicatriz de BCG. Los resultados
mostraron que, de los 107 nifos, 31
(28,9%) no tenian cicatriz de BCG y 76
(71%) tenian cicatriz a consecuencia de una
vacunacion previa.

La Tabla Il muestra el porcentaje de
nifos con reactividad positiva a la tuberculi-
na, segun grupo etario. Se encontré un por-
centaje de nifios con PPD positivo de 59,8%
y de 40,2% con PPD negativo. Se observa

que los nifios de mayor edad presentaron
las mayores medidas de induraciones, (7-10
afios y 11-15 afios, 71,9% y 66,7% respecti-
vamente) (Tabla Il). EI mayor porcentaje de
nifos con PPD positivo se encontrd en el
grupo de los nifios de 7-10 afios (71,9%). En
cuanto a los nifios con reactividad negativa
al PPD se observé que, el porcentaje de ni-
fios negativos estuvo entre el 11,63% y
30,2%, este ultimo porcentaje se observo en
el grupo etario de los nifios de 4-6 afios de
edad.

En la Tabla 11l se muestran los resulta-
dos de los mismos grupos etarios y la distri-
bucion de las lecturas del diametro de las
induraciones a la tuberculina (0-5, 6-9, 10-
15 y 16-20). El mayor porcentaje de nifios
con lecturas de induraciones positivas al
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TABLA 111
PORCENTAJE DE LA DISTRIBUCION DE LAS MEDIDAS DE INDURACION A LA TUBERCULINA,
SEGUN EL GRUPO ETARIO

Grupos Etarios

Induraciones (%)

0-5 mm 6-9 mm 10-15 mm 16-20 mm
0-11 (meses) 12,2 0 0 0
1-3 (afios) 12,2 0 19,4 6,9
4-6 (afios) 31,7 0 16,7 13,8
7-10 (afos) 21,9 0 30,6 41,4
11-15 (afos) 21,9 100 33,3 37,9
Total 38,3 0,93 33,6 27,1

PPD mayores de 10 mm y principalmente
mayores de 16 mm se observé en los grupos
etarios a partir de los 7-10 afios (41,4%)
(Tabla I1I). Se observé que 42 nifios presen-
taron medidas de induraciones entre 0-9
mm (39,3%), es decir tuvieron una reactivi-
dad considerada negativa al PPD. De estos,
36 no presentaron ninguna medida de indu-
racion (85,7%), es decir tenian medidas de
0 mm (41,7% no presentaban cicatriz de
BCG y 58,3% si la presentaban). Entre los
nifios del grupo de 4-6 afios se encontro6 el
mayor porcentaje de nifilos con medidas de
induraciones de 0-5 mm (31,7%). Cuando
se compararon los pacientes sin y con cica-
triz de BCG, los primeros presentaron una
media de induracién al PPD de 15,29 +
3,20 mm, mientras que en los nifios con ci-
catriz de 12,49 + 7,39 mm. Sin embargo,
entre los nifios controles se encontrd que
los nifios vacunados presentaron 9,37 +
7,46 mm de induracion en comparacion
con los nifios no vacunados 5,35 * 7,44
mm (datos no mostrados).

Reactividad a la prueba de la candidina

Se encontrd que un 80% de los nifios tu-
berculina anérgicos (0 mm), fueron también
candidina negativos. Esta asociacion fue es-
tadisticamente significativa (p<<0.001).

Reactividad a la prueba de la
histoplasmina

La especificidad del diagnostico de
TBC fue corroborada por la negatividad en-
contrada a la reaccion de la histoplasmina
en todos los nifios pacientes.

Valores de los componentes C3y C4
del complemento

El porcentaje de nifios con concentra-
ciones elevadas de los componentes C3 y
C4 del complemento tanto del grupo de pa-
cientes como de controles se muestran en
la Fig. 2. Ambos grupos presentaron un por-
centaje similar de nifios con niveles aumen-
tados tanto del componente C3 como C4
del complemento. Para el componente C3,
se observo un porcentaje de 24,1% con nive-
les aumentados en el grupo de los pacientes
y de 30,7% en los controles. Entre los pa-
cientes un porcentaje de 3,4% presentd ni-
veles disminuidos de este componente (da-
tos no mostrados). Para el componente C4,
se observo un porcentaje de 10,3% y 12,5%
de nifios con niveles aumentados en el gru-
po de pacientes y controles respectivamen-
te. Entre los controles se encontrd un por-
centaje de 4,1% con niveles disminuidos de
este componente (datos no mostrados). No
se obtuvo significancia para ninguno de los
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casos. Cuando los resultados son expresa-
dos en términos de concentracién se obser-
varon valores de 172,1 + 41 y 171,21 +
38,22 para el componente C3 en los nifios
pacientes y controles respectivamente, para
el componente C4, 33,64 = 9,51 para los
pacientes y 37,25 + 14,11 para los contro-
les. No se encontro diferencia significativa
entre los grupos.

Determinacioén de los valores totales
de inmunoglobulinas

El resultado de los porcentajes de ni-
flos con aumento de los valores totales de
las diferentes inmunoglobulinas estudiadas
se muestran en la Fig. 3. Para la IgA, se en-
contré un alto porcentaje de nifios pacien-
tes (13,8%) con niveles por encima de los
normales en comparacién con el grupo con-
trol donde no hubo nifios con niveles de IgA
total (0%). Para la IgG, se encontré igual-
mente que el grupo de los pacientes presen-
t6 el mayor porcentaje de nifios (79,3%)
con aumento de los niveles totales de esta
inmunoglobulina. En el grupo control, el
porcentaje fue de 69,2%. Para la IgM, con-
trariamente a lo encontrado para la IgA e
IgG, el grupo que present6 el mayor por-
centaje de nifios con niveles totales de IgM
elevados fue el grupo control, 69,2%; mien-
tras que para el grupo de pacientes fue de
48,3%. No se encontré diferencias significa-
tivas entre estos porcentajes.

Entre el grupo de nifios pacientes, se
encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el porcentaje de nifios
con niveles totales de IgG elevados (79,3%)
en comparacion con IgM (48,3%) y con IgA
(13,8%) (p<<0,02). Cuando los resultados
son expresados en términos de concentra-
cion se observaron valores para la IgA, IgG e
IgM de 274472, 2203+363 y 200,9+42,6,
respectivamente para el grupo de los nifios
pacientes, mientras que para los controles
de 278,42+76,5, 2039,25+267,7 'y
215+43,4 respectivamente.

Determinacion de los niveles IgE en suero

Ambos grupos de nifios en estudio pre-
sentaron un 100% de nifios con los niveles
totales de IgE elevados (Fig. 3). Los valores
para el grupo de nifios pacientes se encon-
traban entre 1.210-34.230 Ul/mL, con un
promedio de 9.970 + 14.640 de desviacién
estandar. Los valores para el grupo control
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estuvieron entre 2.110-24.710 Ul/mL, con
un promedio de 11.058 + 7.309 de desvia-
cion estandar. No se encontraron diferen-
cias significativas entre los grupos por lo
grande de la desviacién estandar.

Determinacion de los niveles de IgAs
en saliva

El porcentaje de nifios con los niveles
totales de IgAs aumentados se muestra en
la Fig. 3. El punto de corte (0,621 de densi-
dad Optica) se calcul6 a partir de los valores
totales de IgAs de una poblacion de nifios
normales que no pertenecian a la zona en
estudio y no presentaban reactividad a la
tuberculina. Los resultados mostraron que
entre los grupos de nifios en estudio, fueron
los controles quienes presentaron un por-
centaje alto de nifios con niveles totales de
IgAs elevados (56,16%) en comparacion con
los nifios pacientes que presentaron un por-
centaje de 31,25%, (p<<0,001).

Serologia de marcadores de hepatitis viral

El estudio se realiz6 en 25 nifios, de los
cuales 14 pertenecian al grupo de nifios pa-
cientes y 11 al grupo control. No se encon-
tré positividad en ningun caso ni para anti-
cuerpos anti-hepatitis C ni para el antigeno
de superficie del virus de la hepatitis B.

Evaluacion coproparasitolégica y
dermatoldgica

La Fig. 4 muestra los resultados de los
estudios parasitologicos realizados. El 28%
de los nifios estaban parasitados con proto-
zoarios, el 11% con helmintos, el 14% pre-
sentd coinfeccidén parasitaria y el 46% no
estaba parasitado (Fig. 4a). La incidencia
de infeccidon de los parasitos mas frecuen-
temente encontrados se muestran en la
Fig. 4b. Trichuris trichuris y Entamoeba
coli fueron los parésitos mas prevalentes
entre los helmintos y los protozoarios res-
pectivamente.
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Fig. 4a. Porcentaje de parasitosis.
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Fig. 4b. Frecuencia de infecciones parasitarias.

La evaluacion clinica dermatolégica
mostré que impétigo, escabiosis, prurigo,
tifa y pediculosis del cuero cabelludo esta-
ban entre las afecciones patolégicas mas
frecuentes.

DISCUSION

Los resultados mostraron un alto por-
centaje de nifios con elevados niveles de los
componentes C3 y C4 del complemento en-
tre los grupos de pacientes y controles, sin
diferencias significativas de los niveles de
estos componentes entre los grupos estu-
diados. Se encontré también que un por-
centaje menor de nifios presenté disminu-
cién de ambos componentes, un 3,4% de ni-
fios pacientes presentd niveles disminuidos
del componente C3, mientras que en los ni-
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fios controles 7,6% mostrd la disminucién
para el componente C4. Desde el momento
gue se conoce que la respuesta humoral pri-
maria requiere de varios dias para que ten-
ga lugar, durante los estados tempranos de
defensa del huésped contra una infeccion,
los mecanismos de la inmunidad innata du-
rante cualquier infeccién incluyendo la in-
feccion por M. tuberculosis son de extrema
importancia, especialmente, los mecanis-
mos de activacion del complemento inde-
pendientes de los anticuerpos, los cuales se
establecen durante las etapas precedentes
de la fase aguda de la respuesta inmunitaria
(10, 13, 17-21, 26). Existe controversia en
la literatura en cuanto a la importancia re-
lacionada a la proteccién que el comple-
mento tiene frente a las infecciones. En re-
lacion con este aspecto, recientemente, se
ha reportado que el complemento no tiene
un rol importante en la TBC al no mediar la
fagocitosis de M. avium por los macréfagos
maridos (27). Sin embargo, en el humano,
el papel importante que tiene el comple-
mento durante la TBC ha sido puesto en
evidencia a través de la purificacion y la
identificacion de complejos inmunoldgicos,
compuestos de inmunoglobulinas, comple-
mento y antigeno de M. tuberculosis. El au-
mento significativo de los componentes C3
y C3d se ha encontrado relacionado con el
aumento de complejos inmunitarios en pa-
cientes con TBC no tratados, sugiriéndose
que la activacion del complemento por es-
tos complejos previene que la TBC conlleve
una patologia mediada por complejos inmu-
nitarios como es conocido que ocurre en di-
ferentes enfermedades (26, 28, 29). El pa-
pel de proteccion que pudiera tener el com-
plemento en la poblacion estudiada, no es
facil de establecer en vista de que no hay es-
tudios realizados sobre este aspecto en
otras comunidades infantiles indigenas de
Venezuela. En nuestro estudio, la tendencia
parece ser que los nifios aunque tengan o
no TBC presentan altos niveles de C3 y C4,

lo cual puede ser atribuido a una adapta-
cion que protege a esta poblacién indigena
frente a las malas condiciones de salubridad
gue existen y que condiciona a los altos ni-
veles de infecciones a diferentes agentes
gue se observan desde temprana edad en es-
tas comunidades.

La respuesta inmunitaria humoral se
caracteriza por una diversidad de isotipos,
con diferentes funciones efectoras, en parti-
cular la activacion del complemento, la
union a los fagocitos y a las células asesinas
a través de los receptores Fc. Los anticuer-
pos de las tres clases de Inmunoglobulinas
(lgA, 1gG e IgM) son los componentes de la
respuesta humoral madura, siendo los anti-
cuerpos de las clases IgG los més importan-
tes en la mayoria de las infecciones (14). En
los nifios Warao se observa una hipergamma-
globulinemia que esté dirigida principalmen-
te hacia la produccioén de casi todos los isoti-
pos, 1gG, IgM, IgA, IgE e IgAs. Sin embargo,
mientras los pacientes producen altos nive-
les de IgG e IgA sérica, los controles produ-
cen IgAs e IgM. La policlonalidad es un even-
to que ha sido descrito tanto para el estado
de enfermedad activa pulmonar o extrapul-
monar como de infeccion por M. tuberculo-
sis (14-16, 30). Se ha sugerido que la pre-
sencia de niveles elevados de IgM esta aso-
ciada a infeccion reciente, pero la IgG y es-
pecialmente IgG1 al estado de enfermedad
activa, ésta ultima se encuentra aumentada
aun después del tratamiento (16, 30). Los
niveles de IgA se han reportado variables du-
rante la enfermedad por TBC (15, 16, 31).
Estos reportes estdn en concordancia con
nuestros resultados, los altos niveles de IgM
en los nifios controles pueden correlacionar-
se con una infeccion reciente en compara-
cion con los nifios pacientes, quienes presen-
taron el mayor porcentaje de nifios con altos
niveles de IgG. La policlonalidad estuvo pre-
sente para el isotipo IgAs en los nifios con-
troles. Este isotipo que esta entre los princi-
pales mecanismos responsables de la inmuni-
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dad de las mucosas, esta disminuido en un
alto porcentaje de los nifios pacientes. En
nuestro caso, la disminucion de este isotipo
podria estar asociado igualmente que el au-
mento de IgG al estado de enfermedad acti-
va como ha sido reportado (31-34).

No se encontré positividad en ningln
caso ni para anticuerpos anti-hepatitis C ni
para el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B, sin embargo, la incidencia de la
infeccion frecuente con Trichuris trichuris y
Entamoeba coli entre muchos otros parasi-
tos, asi como la presencia en estos nifios de
impétigo, escabiosis, prarigo, tifia (micosis
superficiales) y pediculosis del cuero cabe-
lludo entre las afecciones dermatolégicas
hacen pensar que contribuyen a disparar
respuestas policlonales como mecanismos
inmunitarios de defensa, no solo relaciona-
dos con la sintesis de inmunoglobulinas si
no también en cuanto a la sintesis de los di-
ferentes componentes del complemento,
entre ellos, los componentes C3 y C4 como
se encontré en los nifios Warao de las dife-
rentes comunidades estudiadas. En concor-
dancia con nuestros resultados estan los ha-
llazgos encontrados por otros autores en
otras comunidades Warao (5).

El hecho de que se encontrdé que un
alto porcentaje de nifios sin o con cicatriz
de BCG presentaron medidas de induracio-
nes de 0 mm de didmetro a la reaccion de
la tuberculina, sugiere que la vacunacién
con BCG no necesariamente indujo un esta-
do de inmunidad en estos nifios vacunados.
Sin embargo, no se puede descartar los es-
tados de anergia, como fue el caso en nues-
tro estudio, donde encontramos que un
80% de los nifios presentaron estados de
anergia no especificos. En relacion con es-
tos hallazgos, en la poblacién indigena Ya-
nomami, se encontré una alta prevalencia
de TBC activa y de anergia a la tuberculina
(35). Por otro lado, pareceria que ademas,
la vacunacién no contribuye al desarrollo de
una respuesta de reactividad positiva al

PPD, ya que el porcentaje de nifios con
reactividad positiva fue similar en los nifios
con y sin cicatriz de BCG, principalmente
entre los 0-10 afios de edad, luego de esta
edad, un alto porcentaje de los nifios con ci-
catriz de BCG son los que tienen una mayor
reactividad al PPD. Se ha reportado que la
vacunacion con BCG puede tener una in-
fluencia sobre esta reactividad solo hasta
los primeros afos de edad (35-37), por lo
que factores tales como, una mayor exposi-
cion a la infeccion al vivir en comunidades
que tienen alta prevalencia de TBC entre la
poblacién adulta. En concordancia con esta
idea, esté el hecho de que encontramos que
los nifios de mayor edad presentaron las
medidas de induraciones més grandes.
Existen controversias en la literatura
en cuanto a la medida de induracion y la
positividad a la infeccién por M. tuberculo-
sis. La Academia Americana de Pediatria
(American Academy of Pediatrics (AAP)),
tiene establecido que si no hay riesgo de in-
feccion para nifios menores de 4 afios, 15
mm de induracion debe ser el valor acepta-
do como positivo de infeccion. Si hay riesgo
de infeccion, el valor aceptado estd entre
valores de induracion de 5-10 mm (36, 38).
Esta misma Academia al igual que la Acade-
mia Americana de Torax (American Thorax
Association) acepta un méximo de indura-
cion de 10 mm asociados a la vacunacion,
sin embargo, algunos aceptan valores de
12-15 mm (36). Por otro lado, se reporta
que el efecto de la vacunacién con BCG de-
saparece a los 3 a 4 afnos luego de la vacu-
nacion (36). El mayor porcentaje de nifios
con TBC estaban vacunados y presentaban
positividad a la prueba de tuberculina, im-
plicando esto, que desarrollaron una res-
puesta de inmunidad celular especifica.
Apoyando nuestros hallazgos, estan los es-
tudios realizados en los Yanomami, otra po-
blacion indigena, en la cual se demostré
que esta poblacién tiene una alta sensibili-
dad de padecer TBC incluso en los indige-
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nas vacunados con BCG (35). Sin embargo,
existen reportes que muestran que en pobla-
ciones no indigenas sin TBC e inmunizados
con BCG, se incrementa significativamente
la probabilidad de tener una reaccion posi-
tiva a la tuberculina (37-40). Teniendo en
cuenta que se ha estimado que el riesgo de
desarrollar enfermedad después de la infec-
cion por M. tuberculosis es de 5-10% en
adultos, 15% en adolescentes, 24% en nifios
entre 1 a 5 afios y 43% en nifios menores de
1 afio (41), nuestros resultados sugieren
gue se debe alcanzar al menos un 90% de
cobertura de vacunacion con BCG en todas
las poblaciones rurales, incluyendo la pobla-
cion Warao, en donde se observé que esta
esté por debajo de este porcentaje.

Otro parametro que se estudié y que
esta intimamente relacionado con un esta-
do que predispone a contraer infecciones
incluyendo la infeccién por M. tuberculosis,
es la desnutricién, la cual es frecuente en-
contrar en poblaciones rurales. El estudio
se realizé a los niflos no tuberculosos, en
vista de que se tiene el conocimiento de
que en los nifios no existen signos fisicos o
sintomas que indiquen de manera conclu-
yente la presencia de TBC; esto debido prin-
cipalmente al hecho de que los nifios no ex-
pectoran con facilidad, lo cual no permite
obtener una buena muestra de esputo; ge-
neralmente el motivo de consulta mas im-
portante es, un inadecuado progreso de
peso, pérdida de peso por mas de cuatro se-
manas, la cual se acomparfia generalmente
con una disminucion de actividad y animo,
basandose el diagnostico en criterios clini-
cos no siempre bien definidos y en ensayos
terapéuticos. Se realiz6 la medicién de talla
y peso, calculando posteriormente el indice
de masa corporal. Los estudios antropome-
tricos mostraron que a excepcion de 3 de
los 5 nifos lactantes, no se encontraron ni-
fios desnutridos (datos no mostrados), pen-
samos que la razon de la desnutricion de es-

tos nifios es que eran hijos de madres con
TBC que se encontraban clinicamente muy
afectadas. El estado de desnutricion de
cualquier poblacion indigena de Venezuela
es dificil de interpretar, en vista de que no
existen las tablas de referencia para esta po-
blacion. Los resultados de la evaluacion an-
tropométrica se interpretaron en base a las
tablas de crecimiento y desarrollo estableci-
das por Fundacredesa en nifios criollos (4).
Adicionalmente, se ha reportado que la fal-
ta de una ingesta de 100% de energia en las
comunidades Warao, conlleva a deficiencias
en el crecimiento de estos indigenas en
aproximadamente la mitad de todos los ni-
fos (5).

Finalmente, podriamos concluir que
en los niflos Warao con y sin TBC se observa
un perfil inmunitario caracterizado por un
aumento en los niveles de los componentes
C3 y C4 del complemento, por una hiper-
gammaglobulinemia que esta dirigida hacia
la produccion de los isotipos IgG, 1gA, I1gM,
IgAs e IgE, que es independiente de su reac-
tividad al PPD. La IgAs parece ser marcador
del estado de enfermedad activa, mientras
que la IgM un marcador de infeccién recien-
te. El hecho de que, en los nifios menores
de 7 afios la reactividad al PPD es similar e
independiente de la vacunacién con BCG y
qgue un alto porcentaje los nifios con TBC
presentaban cicatriz de BCG, sugiere que la
respuesta celular inducida por la vacuna-
cion con BCG no protege a los nifios Warao
de padecer TBC pulmonar. Aunado a esto,
estan las altas tasas de coinfecciones pre-
sentes desde una temprana edad en estos
nifios. Todos estos hallazgos sugieren que
tal situacion conlleva a dirigir la diversifica-
cion de la respuesta inmunitaria para defen-
derlos de estos gérmenes, pero que quizas
como resultado de ello, esta respuesta no
los protege contra la infeccion por M. tuber-
culosis por ser anérgica o por no ser simple-
mente la adecuada.
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