Inmunologia de la malaria.
Estado actual.
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La malaria es una enfermedad parasitaria causada por micro-
organismos del género Plasmodium y transmitida por mos-
quitos del género Anopheles. Es la entidad parasitaria de
mayor importancia en el trépico!; su transmisién tiene lugar
en mas de 100 paises de Africa, Centro y Sur América, Asia y
Oceania, ademas de México, Haiti, Repiblica Dominicana y
Turquia, en los cuales més de 2.600 millones de habitantes
enfrentan el riesgo de adquirir la infeccin? (Mapa).

Se calculan en mas de 300 millones los casos de malaria regis-
trados por afio y se estima que de 3-4 nifios mueren por minu-
to en Africa a causa de la enfermedad3. La incidencia de mala-
ria varia ampliamente de un lugar a otro, inclusive en 4reas
tropicales. Por ejemplo, mientras en el norte de Africa. como
Tanez, ha sido drasticamente reducida y aun erradicada. en
Africa tropical donde la malaria tiene una forma hiper y
holoendémica, no ha presentado cambios significativos; en
Centro y Sur América la enfermedad muestra un incremento
notable y constante desde 1974. En Colombia, todo indica que
existe un subregistro de morbilidad y mortalidad, debido a
dificultades de tipo ecohémico y logistico del Servicio Na-
cional de Erradicacién de la Malaria (SEM) y que por tanto los
105 222 casos registrados por el SEM en 1983, podrian corres-
ponder en la realidad a mis de medio millén, los cuales
produjeron una morbilidad y mortalidad altas*.

La situacién epidemiolégica, no sélo en Colombia sino tam-
bién a nivel mundial, ha empeorado dramaticamente durante
la Gltima década, basicamente debido a problemas de resisten-
cia de los mosquitos a los insecticidas’, a la aparicién y disemi-
nacion de parasitos resistentes a la quimioterapia®-® y a las
dificultades econémicas de los paises para mantener los
programas de control en un nivel de actividad adecuado®. Por
tales motivos, el estudio de la respuesta inmune a la malaria es
de gran interés y actualidad por el potencial que tiene no séla
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en el disefio de métodos inmunodiagnésticos mas efectivos
sIno también porque ante un panorama tan sombrio, el desa-
rrollo de vacunas efectivas podria significar una ayuda exce-
lente a los métodos actuales para disminuir la enfermedad.

Ciclo de vida

De mas de 100 especies descritas de Plasmodium que causan
enfermedad en diferentes especies de vertebrados, sélo P.
falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae infectan al
hombre; las dos primeras son predominantes en la mayoria de
las regiones malaricas del mundo!®. E] P. falciparum ade-

mas de ser responsable de casi 80% de los casos a nivel
mundial, puede causar una enfermedad muy severa que con
tfrecuencia es letal! .

El ciclo de vida del Plasmodium es un proceso de crecimien-
to y diferenciacién muy complejo que comprende diver-
son estadios funcionales, morfolégicos y antigénicos del pa-
rasito. La infeccién se inicia por la inoculacién de esporo-
zoitos al torrente sanguineo a través de la picadura de un
mosquito hembra del género Anopheles. Esta forma mévil
del parasito invade en término de 1 a 2 horas las células del
parénquima hepético, donde cada esporozoito adquiere una
forma multinucleada que después de un periodo variable de
crecimiento (1-2 semanas), rompe esta célula huésped para
descargar en la circulacién miles de merozoitos (10 000 -
40 000 por esquizonte), cada uno de los cuales se puede unir a
un receptor especifico del glébulo rojo e invadirlo en término
de unos pocos segundos para desarrollar alli la fase eritrociti-
ca del ciclo.

Durante esta fase que se asocia con las manifestaciones clini-
cas de la enfermedad, el parisito se transforma y replica
asexualmente a través de los estadios de anillo, trofozoito y
esquizonte joven, hasta formar un esquizonte eritrocitico
maduro que contiene entre 10 y 20 nuevos merozoitos los
cuales rompen otra vez la célula y quedan libres para invadir
otros globulos rojos. Algunos de los parasitos dentro del
glébulo rojo, sin embargo, se diferencian sexualmente en
gametocitos masculinos y femeninos que al ser ingeridos por
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Figura 1. Ciclo de vida del Plasmodium

el mosquito, desarrollan en su intestino el ciclo sexual que
termina en la produccién de esporozoitos maduros capaces de
dar lugar a una nueva infeccién (Figura 1).

I. Inmunidad adquirida

El ciclo de vida del parisito presenta una gran variedad de
antigenos a dosis muy elevadas, muchos de los cuales son
blancos potenciales para la accion de la respuesta inmune. Se
ha calculado que durante una infeccién aguda la cantidad de

protéina extrafia aportada por el parisito es del orden de
varias decenas de gramos!!. Los esporozoitos y los merozoitos
por ser estadios extracelulares momentaneos, son especial-
mente vulnerables a la accién del sistema inmune (Figura 2)

Ademés, algunas especies de Plasmodium expresan antige-
nos parasitarios sobre la membrana del glébulo rojo infectado

que constituyen un blanco adicional para la respuesta inmu-
12-13
nel#ls

Durante el curso natural de la infecciéon malarica se establece
una compleja interaccién entre estos antigenos y los distintos
componentes del sistema inmune del huésped lo que origina
el desarrollo de una estrecha cooperacién entre diversas
poblaciones de glébulos blancos: monocitos/macréfagos, lin-
focitos T ayudadores, T supresores y linfocitos B, con pro-
duccién de factores humorales especificos y no especificos
que pueden: a) inhibir la multiplicacién del Plasmodium y
obtener la proteccién del huésped, b) producir la regulacién
misma de la respuesta inmune, y ¢) romper la homeostasis del
huésped y desencadenar inmunopatologia (Figura 2).

La inhibicién de la multiplicacién del parasito y el desarrollo
de inmunidad protectora ofrecen caracteristicas generales
importantes como: 1) ésta se forma sé6lo lentamente y desa-
parece con rapidez; el periodo de mayor riesgo de muerte por
malaria en ireas endémicas es entre los 6 meses y los 5 afios,
después de los cuales la enfermedad es menos severa, aunque
contintie la exposicién al parasito!4. Los nifios nacidos de
madres relativamente inmunes se encuentran protegidos por
un periodo de unos 3 meses después de los cuales pueden
sufrir ataques muy severos y recurrentes de la enfermedad
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durante los cuales se producen la mayor parte de las muertes
por malaria!>. La primera prueba de inmunidad en los nifios
que sobreviven a la infeccién en areas.- endémicas es su
capacidad para portar parasitemias mas o menos altas sin
sufrir sintomas clinicos severos. Esta inmunidad clinica se
desarrolla en apariencia s6lo para prevenir las manifestacio-
nes toxicas o patolégicas del parasito pero no para reducir la
parasitemia. ;

Posteriormente, con el transcurso de los afios, los nifios y los
jovenes sufren cada vez ataques menos agudos y para la edad
adulta por lo general portan parasitemias muy bajas y sinto-
mas leves de la enfermedad. Esta inmunidad que se ha
adquirido lentamente, puede desaparecer en forma rapida y
hacer al individuo de nuevo susceptible en un periodo tan
corto como 6 meses fuera del drea endémica o luego de la
eliminacién de su parasitemia por medio de quimioterapia.
Esto indica que el parasito posee de un lado, una gran
capacidad para reinfectar personas que ya tienen algin grado
de inmunidad v, de otro, que el mantenimiento de ésta,
requiere un estimulo antigénico permanente. 2) Especificidad
de especie, demostrada mediante la inmunizacién de volunta-
rios humanos con esporozoitos de P. falciparum y P. vivax
previamente irradiados que indujeron tan sélo proteccién
contra la infeccion homoélogal®-!?. Igualmente, los monos
rhesus inmunizados con estadios asexuales de P. knowlesi
desarrollan resistencia a la infeccién con esta especie de
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Plasmodium pero contintian susceptibles a la infeccién con
otras especies de parasitos de primates!®™19,

3) Especificidad de estadio: en seres humanos la inmuniza-
cién con esporozoitos irradiados de P. falciparum no produ-
ce ninguna proteccién contra la infeccién con las formas
sanguineas del mismo parasito??-22. [gualmente es posible
inducir inmunidad contra los gametocitos, con bloqueo de la
transmisién de la infeccién a mosquitos, sin que se produzca
alteracién de los demés estadios sanguineos?3 24,

4) La especificidad de aislado (cepa) ha sido demostrada de
varias maneras en los estadios asexuales; mediante técnicas
iInmunoquimicas con las cuales se evidencia que los parasitos
de una misma especie presentan gran diversidad a nivel de
diferentes antigenos?>. kn monos de experimentacion, se ha
visto que permanecen susceptibles a la reinfeccién con aisla-
dos de P. falciparum diferentes al de una primera infeccién
pero no a los homélogos?® o a través de la transferencia pasiva
de anticuerpos de individuos que han padecido previamente la
infeccién?®. En contraste, la inmunidad inducida contra los
esporozoitos es efectiva contra aislados de diferentes areas
geograficas!6-17,

A. Respuesta humoral

La infeccién malarica induce un fuerte estimulo para la
sintesis de inmunoglobulinas (Ig) especialmente de las clases
[¢G e IgM, de las cuales s6lo alrededor de 10% presentan
reactividad contra antigenos del parasito?’, mientras el por-
centaje restante comprende sobre todo autoanticuerpos diri-
gidos contra componentes de células del huésped, como se
detallard mas adelante. Sin embargo, parte de los anticuerpos
especificos pueden atin no ser protectores, lo cual podria
obedecer a que estén dirigidos contra componentes internos
del parasito que son expuestos al sistema inmune solamente
como resultado de su destruccion. Estos anticuerpos no
protectores pueden ser de utilidad puramente epidemiolégica
por cuanto miden la experiencia que el paciente ha tenido con
el parasito y podrian entonces explicar, por lo menos parcial-
mente, la falta de correlacién existente en algunos sujetos
entre sus altos niveles de anticuerpos y su poca inmunidad
clinica?®. Estas Ig parecen reaccionar de una manera cruzada
con varios estadios del parasito, hecho que contrasta con la
reaccion especifica de estadio que presentan los anticuerpos
con actividad protectora.

Los anticuerpos protectores que actian a nivel del esporozoi-
to parecen ejercer su actividad inhibitoria al aumentar la
velocidad con la que el paréasito se depura_de la sangre?® y
reduce su infectividad®®. La inyeccién de anticuerpos mo-
noclonales contra la proteina de circumesporozoito (CS),
inhibe el desarrollo de la infeccién en modelos experimenta-
les3! y previene la adherencia in vitro de P. berghei a células
hepaticas32. La invasion de los eritrocitos y el desarrollo de las
formas sanguineas del parasito a partir de merozoitos recién
liberados, se puede bloquear por la accién de anticuerpos
especie-especificos presentes en el suero de pacientes (IgG,
IgM)32 o por anticuerpos monoclonales?4. Estos parecen ac-
tuar sobre merozoitos liberados luego de la ruptura del
esquizonte®>-38, pues inhiben su unién al nuevo eritrocito?%40
o alternativamente producen un aumento en la fagocitosis de
glébulos rojos parasitados por parte de macréfagos*!-43. Estos



mecanismos de accién de los anticuerpos son independientes
por entero de la accién del complemento. Sin embargo,
durante las fases de liberacion masiva de merozoitos se
presentan caidas drasticas en los niveles del factor C-3,
probablemente comprometido en complejos inmunes circu-
lantes?®.

De otro lado, el desarrollo de los anticuerpos inespecificos
parece depender de la actividad mitogénica de componentes
del parasito, que pueden inducir una activacién policlonal de
linfocitos tanto B como T, caracterizada por una creciente
produccién de IgM inespecifica*-#7 y que aparentemente la
desencadena una glucoproteina de 200 kd expresada por los
esquizontes/ merozoitos de P. falciparum®. Los autoanti-
cuerpos mas frecuentemente encontrados en sujetos con
malaria tienen especificidad por glébulos rejos*% 3%, linfoci-
tos®!, complemento®?, factor reumatoideo®3, componentes
nucleares4-56 y ADN54,57, E] significado de estos autoanti-
cuerpos y su participacién en el desarrollo de enfermedad
autoinmune o de las complicaciones severas de la malaria es
atin incierto y paradéjico. Por ejemplo, se ha encontrado que
en Africa alrededor de 50% de los habitantes de algunas
regiones poseen anticuerpos antinucleares®® mientras 82% de
los individuos con infecciones agudas pueden tener anticuer-
pos anti-ADNS2. Sin embargo, epidemiolégicamente las enfer-
medades autoinmunes son de rara ocurrencia en areas malari-
cas de Africa pero comunes en individuos norteamericanos de

origen africano®®.

B. Respuesta celular
1. Especifica

Por razones obvias, el desarrollo en la investigacién de la
respuesta inmune de base celular se ha estudiado menos en el
ser humano y a pesar de la gran cantidad de literatura
disponible con respecto a modelos experimentales su extrapo-
lacién al hombre no siempre es posible. Existe evidencia de la
participacién de los linfocitos T en la respuesta a la malaria,
pues se han observado cambios en el nimero de linfocitos 1
circulantes en el curso de infecciones por P. falciparumy P.
vivax®® y se puede producir disminucién en el nimero de
linfocitos T supresores (Ts) en individuos infectados aguda-
mente, con un retorno a la normalidad luego de la abolicién de
la enfermedad mediante quimioterapia®’.

Troye-Blomberg y col6? al estudiar pacientes colombianos y de
Atrica Occidental observaron que la relacion entre linfocitos
T ayudadores y T supresores (Ta/Ts) se conservaba normal
en individuos con evidencia de inmunidad clinica, mientras
que en pacientes con malaria de corta duracién habia una
reduccién en el nimero de linfocitos Ta vy, si la enfermedad
persistia por mas de 8 dias, ademds se producia un aumento en
la cantidad de linfocitos Ts. Este hallazgo que se confirmé con
sujetos africanos, podria explicar la asociacion entre malaria y
linfoma de Burkitt en Africa%, el desarrollo de respuestas
policlonales® y la disminucién de la respuesta inmune a las
infecciones e inmunizaciones en malaria®%1%°.

Varios autores analizaron la respuesta de las células de indi-
viduos malaricos al estimulo con distintos mité6genos y prepa-
raciones antigénicas del parésito. En uno de los estudios se
demostré que la reactividad a antigenos homélogos podia
persistir por lo menos por 2 afios después del episodio®,
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mientras en otra investigacién se encontr6 respuesta 15 afios
después de sufrida la enfermedad, sin que en ese momento
hubiera anticuerpos demostrables®®. De otro lado, no falta la
controversia en relaciéon con la existencia_de factores que
suprimen la repuesta blastogénica de los linfocitos al estimulo
con lectinas como la fitohemaglutinina (PHA)%%-71.

La gran mayoria de los estudios sobre la participacién de la
respuesta inmune celular a Plasmodium del ser humano se
ha realizado con preparaciones antigénicas crudas o semipu-
rificadas dentro de las cuales pueden existir simultaneamente
sustancias mitogénicas e inmunosupresoras lo cual hace de
dificil interpretacién los resultados obtenidos. Adicionalmen-
te los estudios se han limitado en su mayoria al analisis de
poblaciones celulares completas, que también son una mezcla
de subpoblaciones y clonos con actividades antagénicas en la
practica. Hace poco, Chizolini y col? realizaron un interesan-
te trabajo sobre la obtencién de clonos de linfocitos T especi-
ficos para antigenos crudos del esquizonte de P. falciparum,
donde se demostré la necesidad de células presentadoras del
antigeno (macréfagos) compatibles a nivel de sus antigenos
HLA-DR, lo cual descarta para este estudio la presencia de
sustancias mitogénicas. En este momento, gracias a la posibi-
lidad de utilizar proteinas puras del parasito, o sus fragmen-
tos peptidicos activos, se adelantan en varios centros estudios
orientados a establecer en detalle la respuesta celular T, ante
el estimulo con tales proteinas, sobre todo de las que son en la
actualidad candidatas a vacunas.

2. Inespecifica

También ha demostrado ser de gran importancia en la malaria
la produccién de factores humorales no especificos que apa-
rentemente tienen un mecanismo de accién distinto al blo-
queo de la invasién por los esporozoitos y merozoitos que
ejercen los anticuerpos y al contrario producen alteraciones e
inhibicién del desarrollo intracelular de los parasitos. Una
evidencia preliminar de este mecanismo de accién fue el
informe de Taliaferro y col” sobre un fenémeno de inhibi-
ci6n del desarrollo intraeritrocitico que se producia sobre un
Plasmodium de primates, cuando éstos desarrollaban inmu-
nidad. El retardo en el crecimiento de este parasito se denomi-
né “fenémeno de crisis’’, pues el parasito desarrollaba un
proceso critico y moria intracelularmente. Mas tarde, ciertos
estudios realizados en roedores, han permitido sugerir que
durante la esquizogonia se podrian liberar sustancias simila-
res a las endotoxinas bacterianas que pueden activar media-
dores de tipo no-anticuerpo capaces de producir dafio al
parasito’®. Clark y col’® demostraron que ratones a los que se
les inyectaba endotoxina eran capaces de’inducir la produc-
ci6n de mediadores de origen celular como el factor de
necrosis tumoral (FNT), factores activadores de los linfocitos
y alza en los niveles circulantes de interferén que podrian
estar comprometidos en la muerte intraeritrocitica del parasi-
to. Igualmente se ha visto alguna asociacién entre la malaria y
la endotoxemia en seres humanos.

- La participacién del gamma-interferén en infecciones por P.

falciparum y P. vivax se ha documentado repetidamen-
te’”7%. En una interesante serie de experimentos se demostré
que el gama - interferén tenia una potente accién inhibitoria
en el desarrollo de las formas exoeritrociticas de P. berghei
en ratones y ratas, cuando se daba 5 horas antes de la
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infeccién con esporozoitos, pero que no poseia efecto si se
administraba cuando el parisito ya habia alcanzado el estadio
sanguineo®’. Se obtuvieron resultados similares con sistemas

in vitro y primates inoculados con gamma-IFN humano
producido por recombinacién genética®'. Adicionalmente, se
demostré la produccién de interferén por parte de células
mononucleares estimuladas con P. falciparum in vitro® y
que los macréfagos se pueden activar mediante el estimulo
con gamma interfer6n in vitro para la produccién de facto-
res que inducen la muerte intraeritrocitica del parasito por
reacciones dependientes del oxigeno®’.

Como durante los Gltimos afios se comprobé que los sueros de
dreas endémicas malaricas tienen la capacidad de inducir el
“fenémeno de crisis’’ en parasitos cultivados in vitro,de una
manera independiente por completo de los titulos de anticuer-
pos antimaldricos, se ha sugerido la existencia de un tactor
asociado con la respuesta inmune de tipo celular®®. Ll fen6-
meno se demostré en sueros obtenidos de poblaciones endé-
micas del Sudan pero falta casi completamente en sueros de
Indonesia, donde los individuos presentan por lo general
niveles altos de anticuerpos y sintomatologia mas severa que
en Sudan® Asi se supone una correlacion estrecha entre la
presencia de este factor y la inmunidad clinica a la malaria.
Sin embargo, estudios mas recientes con sueros de Gambia®’ y
de Colombia® no han corroborado estos hallazgos. Aunque
todavia se ignora toda naturaleza quimica del factor de crisis,
se sabe que no es dializable, y que es estable a 56°C.

Otros autores también sugieren en la respuesta contra la
malaria la participacién de las células naturalmente asesinas o
células NK (natural killer)8%77. Se ha visto in vitro un efecto
citotéxico directo contra el P. falciparum por parte de estas
células?®. Ademas de esta serie de efectos complejos desen-
cadenados por la infeccién malarica, recientemente se ha de-
mostrado in vitro, un efecto inhibitorio sobre la quimiota-
xis tanto de macréfagos como de polimorfonucleares neutré-
filos en pacienies que padecen una primoinfeccion®!.

II. Analisis antigénico y desarrollo de vacunas

La caracterizacién inmunoquimica de las formas extracelula-
res del Plasmodium (esporozoito y merozoito), ha avanza-
do rapidamente durante la presente década mientras la de las
formas hepéticas y de los gametocitos intraeritrociticos ha
sido mucho més lenta a causa de las limitaciones 1mpuestas
por la escasez de material. Debido a que casi todos los
antigenos parasitarios desencadenan respuestas inmunolégi-
cas que no tienen un efecto evidente sobre el curso clinico de
la infeccién, es importante la identificacién, el aislamiento y
la caracterizacién de los antigenos capaces de inducir protec-
cién, no s6lo para el estudio de su mecanismo ¢le accioén sino
también para la produccién de vacunas.

Para tal efecto se han seguido basicamente 3 métodos dife-
rentes:

a) Se han utilizado anticuerpos monoclonales con reconocida
actividad antimalarica, para el aislamiento de proteinas y
péptidos a partir de preparaciones antigénicas de parasito
cultivadas in vitro o producidas por ingenieria genética
mediante el empleo de sistemas bacterianos de expresion de

fragmentos del ADN genémico o de cADN.
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b) Aislamiento de antigenos que por su ubicacién sobre las
membranas de esporozoitos®?, de la superficie de los eritroci-
tos infectados con anillos®® y de la membrana plasmaitica de
los merozoitos®% son facilmente accesibles al sistema iInmu-
ne mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales y
clonaje de genes.

¢) Por altimo, la comparacién de la reactividad de sueroa de
individuos clinicamente inmunes con la de quienes a pesar de
haber sufrido episodios malaricos contintian siendo suscepti-
bles a las manifestaciones clinicas, permite también identifi-
car la especificidad de los anticuerpos protectores que han
desarrollado las personas inmunes y por ende los antigenos
respectivos.

1. Esporozoito

La casi totalidad del conocimiento actual sobre este estadio
del pardsito se ha alcanzado gracias a los trabajos hechos
durante las 3 Gltimas décadas por el grupo de investigacién de
los doctores Ruth y Victor Nussenzweig de la Universidad de

Nueva York.

Con base en experimentos de inmunizacién con esporozoitos
atenuados por tratamiento con rayos X, tanto en animales de
laboratorio®-% como en voluntarios humanos!®-!” en los
cuales fue posible obtener una respuesta inmune completa-
mente protectora contra la infeccién posterior con esporozoi-
tos vivos de P. falciparum y P. vivax, se pens6 en la
posibilidad de producir una vacuna que, por bloquear el
primer estadio del parisito, podria prevenir por completo la
enfermedad.

Después, mediante la técnica de los hibridomas, se produje-
ron anticuerpos monoclonales contra esporozoitos de diver-
sas especies, que reaccionaban con una proteina mayor del
pardsito, con distribucién uniforme sobre toda la membrana
de los esporozoitos maduros. La reaccién de estos anticuerpos
monoclonales con estas proteinas induce, como la de los sue-
ros inmunes, una reaccién de macroprecipitacién sobre la
membrana. El complejo inmune que se forma se desplaza
hacia uno de los polos del esporozoito y da lugar a la forma-
cion de una cola, a esto se le ha denominado reaccién de
precipitacién del circumesporozoito o reaccién CSP%. Los
esporozoitos viables de P. falciparum y P. vivax al enfren-
tarse con estos anticuerpos monoclonales son neutralizados
en su infectividad®-1% y los fragmentos Fab de estos anti-
cuerpos pueden inhibir la unién del parasito a la célula hués-
ped, lo cual permite sugerir que la proteina CS juega un papel
importante en el proceso de invasién a la célula hepatical®l.

El aislamiento y la caracterizacién bioquimica de las proteinas
CS de varias especies de Plasmodium han demostrado que
ellas corresponden a una familia de proteinas homélogas en
sus propiedades estructurales antigénicas y de biosintesis!?2.
Todas tienen pesos moleculares entre 40 000 y 60.000 dalton
y puntos isoeléctricos entre 5 y 6. Desde el punto de vista
inmunolégico se ha demostrado que todos los anticuerpos
monoclonales de un conjunto producido contra esporozoitos
de la misma especie reaccionan con la misma proteina y
ademis que cada molécula de proteina CS reaccionaba con
varias moléculas de anticuerpos monoclonal, indicando que
estas proteinas son polivalentes y que el epitope (determi-
nante antigénico) es inmunodominante por cuanto todos los



anticuerpos monoclonales producidos reaccionan con él mis-
mo. Ademais, los sueros inmunes obtenidos de personas y de
animales inmunizados en los experimentos descritos an-
tesl6-17-96-98 contenian anticuerpos que reaccionaban predo-

minantemente con este epitope.

La identificaciéon de la estructura de estos epitopes se ha
logrado mediante técnicas de ingenieria genética. kn 1983 se
identific6 por primera vez la estructura quimica de una
proteina CS, la de P. knowlesi, a partir de ARN mensajero
obtenido de esporozoitos provenientes de mosquitos infecta-
dos!%3. Después, Dame y col'® en el Instituto Nacional de
Salud de los Estados Unidos (NIH) y Enea y col'% en la Uni-
versidad de Nueva York, clonaron simultineamente el gen
que codifica la expresién de la proteina CS de P. falciparum.
Asi se pudo establecer que ese gen codifica una proteina de
412 aminoacidos de los cuales 148 corresponden a un frag-
mento central de la proteina, compuesto por un bloque de 4
aminoacidos, asparagina-alanina-asparagina-prolina (Asp-
Ala-Asp-Pro) repetido 37 veces, y conformar asi un epitope
mualtiple e inmunodominante. kn 1985, un afio mas tarde,
Arnot y col!® informaron el clonaje del gen correspondiente a
la proteina CS de P. vivax, secundados inmediatamente por el
informe de McCutchan y col!??, sobre la obtencién de un
clono idéntico, consistente en una secuencia de nucledtidos
que codificaba la expresién de una proteina de aproximada-
mente 373 aminoacidos y contenia nuevamente una region
central conformada por bloques de 9 aminoacidos repetidos
19 veces. El paso siguiente fue la produccién de los péptidos
sintéticos y proteinas recombinantes correspondientes y la
realizacién de pruebas de inmunogenicidad!®®!19, de predic-
cion de su organizacién tridimensional'!! y de actividad
biolégica de los anticuerpos producidos en animales de expe-
rimentacionti? s,

El desarrollo légico y ordenado de la investigacién de este
estadio del parasito, confiere al trabajo adelantado por estos
grupos de investigadores un importante mérito cientifico.

Muy recientemente se publicaron los resultados obtenidos en
dos experimentos diferentes que llevaron a cabo los mismos
dos grupos mencionados!''*11%, en lo que represent6 el primer
ensayo de una vacuna sintética administrada por via parente-
ral a seres humanos.

Los resultados demuestran que las preparaciones antigénicas
utilizadas no inducen toxicidad aparente y que pueden gene-
rar proteccién parcial contra la infeccién por medio de
mosquitos infectados. A pesar de que mucho camino queda
por recorrer en la investigacién de esta vacuna, los resulta-
dos significan ser la vacuna més avanzada en la actualidad y la
Gnica que hasta el momento se ha experimentado en seres

humanos.

2. Antigenos de las formas asexuales

Los antigenos de los estadios asexuales del parésito se han
estudiado en varias especies de Plasmodium de roedores,
primates y humanos. En la actualidad ha sido posible identifi-
car a muchos de ellos y también demostrar que un buen
nimero pueden desencadenar respuestas protectoras.

a. Antigenos de membrana de esquizontes y merozoitos.
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Los antigenos que se expresan en la superficie de los merozoi-
tos son de gran interés como blancos potenciales para el
desarrollo de vacunas por estar comprometidos tanto en el
reconocimiento y adherencia al eritrocito como a su posterior
invasién. Ademas, podrian desencadenar respuestas inmunes
con capacidad para prevenir la invasién del globulo rojo e
inhibir, por tanto, la multiplicacion del parasito. Estudios
realizados in vitro con sueros inmunes y anticuerpos mono-
clonales han demostrado que los anticuerpos antimaléricos
pueden bloquear la reinvasién del glébulo rojo por los mero-
20itos!16-117. También en su reaccién pueden aglutinar los
merozoitos durante la ruptura de la célula huésped y prevenir
su liberacién o reaccionar con merozoitos libres y formar
grumos de parasitos incapaces de reinvadir.

Hasta el presente se han identificado y caracterizado varias
proteinas de la superficie de los merozoitos de diversas
especies que afectan tanto al hombre como a animales de ex-
perimentacién y se ha encontrado que varias de ellas poseen
alguna homologia. Los esquizontes maduros de algunas es-
pecies expresan predominantemente una proteina de alto
peso molecular (190 000-230 000 dalton) sobre toda la super-
ficie del parasito!18-119. Con respecto a estas proteinas se ha
demostrado que sufren un proceso de proteolisis anterior a la
liberacién de los merozoitos del globulo rojo, dando lugar
entonces a fragmentos de menor peso molecular que perma-
necen fijos a la superficie de los merozoitos*®.

A nivel de la proteina de 190 000 del P. falciparum es posible
distinguir diferentes epitopes que reaccionan con distintos
anticuerpos monoclonales!?!. Asimismo, mediante reacciones
fluorescentes con anticuerpos monoclonales contra la protei-
na se obtiene una imagen de racimo de uvas y con una bateria
de anticuerpos monoclonales se ha demostrado la presencia
tanto de epitopes especificos de especie y de aislado, como de
epitopes con reactividades cruzadas'??. Ademas se ha visto la
presencia de muy diversos clonos de parasitos en aislados de
un mismo individuo con infeccién natural?3724 y una diversi-
dad antigénica significativa en poblaciones de parésitos de
areas geograficas restringidas!?>-126, todo ello debido al gran

polimorfismo de la proteina de 190-200 kd'?".

Sin embargo, en una serie de experimentos de Inmunizacion a
primates con este antigeno purificado por inmunoabsorcién,
en preparaciones diversas, se han obtenido grados significan-
tes de proteccién. En uno de los experimentos los animales
inmunizados desarrollaron grados bajos y pasajeros de parasi-
temia en comparaciéon con los de los animales no inmuniza-
dos!?8=129 En otro trabajo los antigenos se administraron
individualmente después de grados variables de purifica-
ci6n!!® y de nuevo se obtuvo proteccion significante. El
péptido de 41 kd, purificado por cromatografia de afinidad,
produjo una fuerte respuesta protectora, con parasitemias
que no excedieran de 1%!3° mientras que con una mezcla de
las proteinas de 83, 42 y 19 kd se logr6 proteccién total de
monos saimiri!3!. Las cantidades de antigenos preparados para
los experimentos anteriores eran limitadas por provenir de
cultivos continuos del parasito.

No obstante, mediante el uso de la tecnologia de ADN re-

combinante se obtuvieron librerias genémicas de cADN de los
estadios asexuales del parasito!??. Posteriormente, los clonos

de cADN se seleccionaron con base en su tamafio y reactivi-
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dad con mARN obtenido de parasitos eritrociticos maduros.
Los fragmentos de ADN insertados, se clonaron en un vector
de expresiéon y las bacterias se analizaron con antisueros
polivalentes producidos por inmunizacién de conejos con la
proteina de 195 kd. Asi se identific6 un clono que producia
una proteina con un fragmento inmunorreactivo de 17 kd. La
inmunizacién de ratones con un lisado de las bacterias que
expresaban este segmento peptidico indujo la produccién de
anticuerpos que reconocian la proteina sobre el parasito. De
otro lado, con mARN obtenido de los estadios de esquizon-
te/merozoito y de anillos se han seleccionado clonos de cADN
recombinante mediante hibridizacién diferencial con el
mARN de los estadios maduros.

Recientemente se han realizado varios experimentos con pri-
mates de diferentes géneros inmunizados con péptidos sinté-
ticos y proteinas recombinantes.Cheung y col!** estudiaron o
péptidos sintéticos correspondientes a fragmentos de la pro-
teina 200 kd y uno de ellos se acoplé a toxoide tetanico y se

us6 para inmunizar 4 monos de los cuales 3 presentaron pro-
teccién parcial luego de 3 dosis de inmunizacién. Patarroyo y
col!3* en un experimento con un namero considerable de
monos Aotus trivirgatus lograron obtener proteccién total
de estos animales contra la infeccién por P. falciparum
utilizando combinaciones de péptidos sintéticos que s1 se
administraban individualmente sé6lo conferian proteccion
parcial.

Se han producido otros antigenos que pudieran tener 1mpor-
tancia y se han estudiado mediante una estrategia que involu-
cra la inmunizacién de monos tities y el analisis de las especi-
ficidades resultantes en tales sueros!?5- 136, transferencia
pasiva de anticuerpos y comparacién de aquellos que prote-
gian con los que no. Luego de la marcacion metabolica de
parasitos con S35-metionina seguida de inmunoprecipitacion,
los antigenos mostraron pesos de 90-100 kd, 76 kd y 41 kd.
Estos antigenos fueron igualmente purificados y utilizados
para inmunizar monos saimiri!!8-137. Kl antigeno de 90 kd
produjo grados significantes de proteccion a la infeccién con
parasitos homélogos. Este antigeno es sintetizado por los
trofozoitos y esquizontes jévenes pero no se expresa en los
esquizontes maduros.

Basados en la hipétesis que tanto a nivel de las membranas del
merozoito como del glébulo rojo deben existir receptores
especificos que participan en el proceso de invasién, se desa-
rrollé6 un vasto trabajo en el cual se estudiaron las glicofori-
nas, glucoproteinas presentes en la membrana del glébulo
rojo, como posibles receptores de los merozoitos de P. falci-
parum!38-139 y el grupo sanguineo Duffy para P. vivax. Asi
fue posible identificar proteinas del merozoito que se unen a
la molécula de glicoforinal4?-141, El 4cido sialico de la glicoto-
rina A se une al P. falciparum y se ha acoplado la glicofo-
rina A a diferentes matrices!4!-142 para adherirles moléculas
del parasito que pudieran ser receptores. Ademds, en los eri-
trocitos humanos, se ha encontrado que éstos reaccionan con
proteinas solubles del P. falciparum en una manera especifi-
ca, pues los glébulos rojos tratados con neuraminidasa que
normalmente no son susceptibles a la invasién por este
parasito, tampoco se unen a una proteina de 175 kd'#* que al
igual que otras dos de 155 kd y 130 kd se unen a la glicoforina
y se pueden demostrar en los sobrenadantes de cultivos'*.
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C. Antigeno S

Los antigenos liberados por el P. falciparum durante una
infecciéon aguda se han denominado antigenos solubles. Con
base en su resistencia a diferentes temperaturas se clasifican
en antigenos L (labiles) que se desnaturalizan a 56°C, antige-
nos R (resistentes) que lo hacen a 100°C y antigenos S
(estables) que toleran el calentamiento a 100°C por 10 minu-
tos!#4, Estos antigenos incluyen gran cantidad de variantes
antigénicas, algunas de las cuales se pueden encontrar en un
mismo suero. Usualmente en individuos expuestos a infeccio-
nes repetidas, durante episodios malaricos sucesivos, se ob-
servan diferentes antigenos S que se pueden utilizar como
marcadores para aislados particulares de P. falciparum'®.

Estos antigenos se liberan en cantidades considerables en el
plasma o en el sobrenadante de cultivos durante laruptura de
los esquizontes y liberacién de los merozoitos!#é, lo cual se ha
considerado como un mecanismo de evasion de la respuesta
inmune por parte del parésito, pues los anticuerpos al reac-
cionar con el antigeno en circulacién van a impedir su acceso
al merozoito e inhibir la invasién. Su localizacién subcelular
corresponde al interior de la vacuola parasitéfora en los es-
quizontes maduros'#” y han podido ser marcados metab6li-
camente!48. Su peso molecular puede estar entre 120 y 250 kd.
Los anticuerpos monoclonales contra estos antigenos solu-
bles tienen la capacidad de inhibir el crecimiento in vitro de
parasitos homologos!*’.

Mediante el uso de técnicas de ADN recombinante y utili-
zando P. falciparum se obtuvo un clono de cADN que
codificaba aproximadamente 15% de la molécula de antigeno
S, a partir del cual se pudo deducir su secuencia de nucleoti-
dos, que consistié en 33 pares de bases repetidas 23 veces.
Esta secuencia de nucleétidos repetidos codifica la expresion
del péptido -pro-ala-lis-ala-ser-gln-gli-gli-leu-glu-asp- que se
puede repetir alrededor de 100 veces en la molécula completa
del antigeno S'4°. Igualmente, a partir de aislados distintos de
P. falciparum se han obtenido otros clonos de cADN que
han demostrado diferencias con la anterior en el tamafio y en
el namero de sus fragmentos repetitivos'!®,

3. Antigenos de membrana de glébulos rojos
parasitados

Durante el proceso de maduracién del Plasmodium se
producen alteraciones notorias en las propiedades de las
membranas en el glébulo rojo, que incluyen cambios en su
morfologials%-151  en su antigenicidad!5?!%%, en su permeabili-
dad y fluidez de los lipidos!®>156 en su capacidad de unién con
las lectinas y en el desarrollo de su capacidad de citoadheren-
cia” 35, Se han identificado varios antigenos de origen parasi-
tario en las membranas de glébulos rojos parasitados tanto por
formas j6venes del Plasmodium (anillos), como por formas
maduras (esquizontes), que en parte podrian explicar los
cambios en las propiedades de las membranas.

Utilizando gl6bulos rojos parasitados que se fijaron con gluta-
raldehido fue posible demostrar que los sueros de pacientes o

de individuos inmunes reaccionaban con un antigeno en la
superficie de los glébulos rojos que habian sido recientemen-

te infectados, pero desaparecian cuando el parasito madu-
rabal?.



Los anticuerpos que reaccionaban con estos antigenos fueron
posteriormente eluidos y analizados, encontrandose que reac-
cionaban con proteinas de 155, 135 y 120 kd. Estas, al igual
que los antigenos S se encontraron en el sobrenadante de
cultivos pero diferian de ellos en que no presentaban diversi-
dad antigénica entre los diferentes aislados de P. falciparum
estudiados. Se ha especulado sobre la identidad de la proteina
de 155 kd y la del merozoito descrita por Perkins!4? de igual
peso molecular que tiene la capacidad de unirse a la glicofo-
rina A. Se propone que se expresa sobre la superficie del
merozoito y que posteriormente se puede liberar y permane-
cer como antigeno soluble en el sobrenadante de cultivos o
bien sobre la membrana del gl6bulo rojo, luego de la invasién
a éste por el merozoito.

Los antigenos expresados durante las fases de trofozoito y
esquizonte, parecen tener importancia especial en los proce-
sos de citoadherencia del parasito a los endotelios vasculares,
mecanismo responsable del secuestro de las formas maduras
de P. falciparum a nivel de la circulacién profunda, y que
por una parte, le permitiria evadir su circulacién y la posible
destruccidon a nivel esplénico y por otra, contribuir probable-
mente a la produccion de malaria cerebral. La citoadherencia
se hace a través de las protrusiones que se desarrollan en los
eritrocitos infectados con formas maduras!3-!>° y se puede
bloquear por anticuerpos especificos presentes en sueros
inmunes?!°,

Adicionalmente se ha demostrado que otros antigenos tam-
bién se pueden asociar con las protrusiones. Una proteina de
80-90 kd rica en histidina (PRH), se encuentra asociada con
ellas en los aislados de P. falciparum K + y ausente en los
que no las presentan, K —; la formacién de protrusiones por
el parasito se puede perder después de periodos variables de
cultivo in vitro. El papel exacto de la PRH en la citoadhe-
rencia no se conoce claramente pues algunos parasitos K+ no
producen citoadherencia a pesar de poseer este antigeno. Otra
proteina de alto peso molecular (260 - 280 kd) que se expresa
sobre la membrana de eritrocitos infectados con trofozoitos
maduros se puede asociar con el fenémeno de citoadherencia
por cuanto los sueros con capacidad para precipitar esta
proteina pueden inhibir también la citoadherencia.

Finalmente, se ha sugerido que algunos de los antigenos que
se expresan sobre los eritrocitos infectados y que ademas
presentan gran variabilidad, pudieran cumplir un papel cru-
cial en la supervivencia del parésito al facilitar la captacion de
nutrientes para el crecimiento intracelular del parasito y/o el
transporte de metabolitos de desecho al exterior del gl6bulo
rojolol.

4. Antigenos de los gametocitos

El paso del protozoario de la malaria del hombre‘al mosquito
se realiza por, formas sanguineas del parasito, diferenciadas
sexualmente en gametocitos masculino y temenino que se
desarrollan a partir de los merozoitos (Figura 2). Durante la
ingestion de sangre por parte del mosquito, a nivel de su
intestino se produce la ruptura de los glébulos rojos que
contienen los gametos (gametogénesis), a lo cual sucede la
fertilizacién y la formacién de un cigoto que se transtorma en
un ooquineto capaz de penetrar las células de la pared intesti-
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nal del mosquito para dar origen a un ooquiste que producira
los esporozoitos. La migracién de los esporozoitos maduros a
las glandulas salivales y su posterior inoculacién al hombre,

resultan en una nueva infeccion.

La presencia de anticuerpos contra antigenos de este estadio
del parasito, en la sangre ingerida por el mosquito, causa un
bloqueo del proceso de fertilizacién y formacién del cigoto en
el intestino del mosquito, lo cual por tanto, impide el desa-
rrollo de esporozoitos y la posterior infeccién al huésped
vertebrado!62163, La respuesta inmune en este proceso se ha
denominado inmunidad bloqueadora de la transmision y se
demostré en el ser humano!®%.

El uso de anticuerpos monoclonales ha permitido igualmente
para este estadio la identificacién de diversas proteinas que se
pueden utilizar para el desarrollo de inmunidad bloqueadora
de la transmisién mediante programas de vacunacién. kl
primer estudio adelantado con esta tecnologia se realizé con
P. gallinaceum y en él se demostré que 2 anticuerpos mono-

clonales producian una inhibicién practicamente completa de
la fertilizacién mientras que si actuaban independientemente

su actividad era minima. Las proteinas reconocidas por éstos y
otros anticuerpos se localizaron en la superficie de los game-
tos masculinos y femeninos y tenian pesos moleculares de
240, 56 y 54 dk165°167, Posteriormente se identificé una pro-
teina de 70 kd en los microgametos de P. yoelii (un parasi-
to de roedores) que también inducia la produccién de anti-
cuerpos bloqueadores. Algunos de los anticuerpos monoclo-

nales que fueron producidos por Rener et al'®® con formas
sexuales de P. falciparum obtenidas por cultivo in vitro
tuvieron actividad similar a la descrita por los anticuerpos
contra P. gallinaceum y precipitaron proteinas de 230, 48 y
45 kd que se encuentran conformando un complejo proteico
que se sintetiza simultdneamente durante el desarrollo de los
gametocitos!'®3. Los antigenos de 48 y 45 kd son glucoprotei-
nas estrechamente relacionadas, sobre las cuales se han
encontrado diferentes epitopes, ninguno de los cuales presen-
ta repeticiéon!®®, ni ha mostrado diversidad aunque pudiera
existir!?,

El estudio de proteinas candidatas a vacuna, para el desarrollo
de inmunidad bloqueadora tiene . ademés de sus dificultades
técnicas un obstaculo de tipo ético, pues una vacuna de estas
caracteristicas no protegeria directamente al huésped sino a
futuras victimas del mosquito. razén por la cual se la ha deno-
minado vacuna altruista.

Para finalizar se debe concluir que durante la Gltima década
ha habido un desarrollo vertiginoso de la investigacién orien-
tada a inmunoprevenir ésta y otras de las enfermedades tropi-
cales de mayor importancia, lo cual ha creado a su vez una
gran expectativa, por el potencial que pudieran tener los
programas de inmunizacién como adyuvantes de los progra-
mas clasicos de control. Sin embargo, se debe recordar que
antes de disponer de una vacuna antimalarica efectiva, para
individuos de areas endémicas se deben haber cumplido las 5
fases de prueba recomendadas por la Organizacién Mundial de
la Salud!”! y que atn después de superadas estas fases el
Plasmodium podria estar en la capacidad de defenderse de la
agresion causada por los fenémenos inmunolégicos del hués-

ped.
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