Capacidad inhibitoria del erecimiento
intraeritrocitico del Plasmodium falciparum
en sueros de areas malaricas.!

Sécrates Herrera, M.D.2, Blanca Liliana Perlaza, Bact.3,
Myriam de Herrera, Bact.%, Consuelo Clavijo, Bact.> y Alberto

Alzate, M.D.®

ﬁ .::-_::_'_._._;::

mmnw 'm_' :-e*nztmmtmﬁ

La malaria es una enfermedad causada por protozoarios del
género Plasmodium transmitidos a un huésped vertebrado
por mosquitos del género Anopheles luego de desarrollar en
ellos un ciclo de vida sexual. En el hombre se producen los
ciclos asexuales de crecimiento a nivel hepatico y sanguineo!.
La enfermedad se caracteriza por presentar muy diversas
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manifestaciones clinicas y patolégicas que pueden variar
desde fiebre, escalofrio, sudoracién v dolor muscular hasta
complicaciones severas como falla renal aguda, insuficiencia
respiratoria, manifestaciones neurologicas y muerte?.

La respuesta del huésped contra el parasito involucra una
gran cantidad de mecanismos inmunolégicos especificos e
inespecificos, tanto de tipo humoral como de tipo celular
que confieren niveles adecuados de proteccién sélo después
de varios afios de exposicién continua al protozoario?, proba-
blemente debido a la gran variabilidad antigénica del parésito
en condiciones naturales*. Los anticuerpos juegan un papel
importante en la proteccién del huésped, mediante el bloqueo
de la invasién de los merozoitos a los gl6bulos rojos®, mientras
la respuesta inmune de tipo celular puede actuar mediante la
produccién de linfocinas por parte de las células T, las cuales
pueden estimular en los macréfagos la elaboraciéon de factores
solubles, con capacidad para causar la muerte intraeritrociti-
ca del parasito® o a través de células asesinas naturales
(células “‘natural killer” NK) inducir citotoxicidad de los
glébulos rojos infectados?.



Se demostré que diversos factores solubles liberados por estas
células, como el factor de necrosis tumoral (FNT)2, el gamma
interferén®, y el factor (es) formador (es) de crisis (FFC)!0,
pueden inducir la degeneracién y muerte intracelular del
parasito.

Recientemente Jensen y col!! han demostrado la capacidad
que tienen los sueros de pacientes de areas endémicas malari-
cas del Sudan para producir esta inhibicién sobre cultivos in
vitro de P. falciparum, en contraste con los sueros de
Indonesia, que carecen de esta actividad.

Lkl presente estudio se orient6 a determinar si los sueros de
individuos de areas maldricas de la costa pacifica colombiana
tenian la capacidad de inhibir el crecimiento del parasito y si
existia la correlacién clinica hallada por Jensen y col'2 entre la
presencia del fenémeno y la ausencia de manifestaciones
clinicas de malaria en un mismo paciente.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos experimentales. Para el presente estudio se selec-
cioné una muestra de 80 individuos: 10 que residian en Cali,
mestizos, con edades entre 18 y 50 afios, sin antecedentes
malaricos y cuyos sueros se utilizaron como controles del
crecimiento in vitro del P. falciparum y 70 de la costa
pacifica colombiana, de raza negra y con las mismas edades.
De ellos, 40 padecian malaria por P. falciparum en el
momento del estudio y los 30 restantes eran individuos sanos,
trabajadores de una compaifiia maderera (Aprovechamientos
Forestales Limitada, AFOR Ltda), altamente expuestos a la
malaria por razén de su trabajo, pero quienes manifestaron no
haber sufrido ningiin episodio malarico reciente.

Serologia. A cada persona se le tom6 una muestrade 10 ml de
sangre y se separo el suero luego de un proceso de coagulacién
de una hora a temperatura ambiente. El suero inactivado a
56° C por 30 minutos, se fraccioné y se almacené a -20° C.

La presencia de anticuerpos especificos se determiné por una
técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), segtn el
método de Voller!® utilizando como antigeno el aislado de

origen colombiano de P. falciparum FCB-1 (facilitado por el
Instituto Nacional de Salud de Colombia, INS).

Parasitemia. A cada individuo se le hizo un cuadro hematico
y se cuantificé la parasitemia con base en el leucograma y en
muestras de gota gruesa coloreadas por el método de Field!4.

Cultivos continuos y ensayo de inhibicion. El aislado
FCB-1 de P. falciparum se cultivé in vitro de acuerdo con el
método de lrager y Jensen!>. El medio de cultivo que se

utiliz6, RPMI 1640 (Laboratorios Gibco) contenia como su-
plemento amortiguador HEPES 25 mM, bicarbonato de sodio
al 5%, L-glutamina al 1%, glutatién al 5%, hipoxantina 1
mg/ml, gentamicina 40 pg/ml y 15% de una mezcla de sueros
humanos normales.

Antes del ensayo de inhibicién se sincronizé el parasito en el
estadio de anillos con la técnica de Jensen!® que, brevemente,
consiste en realizar una concentracién del parasito mediante
el uso de gelatina a una concentracién de 3% (g/dl) en medio
RPMI 1640 completo y luego producir una lisis de sus

estadios maduros con manitol al 5%. En seguida en placas
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estériles de microtitulacién (Linbro), se establecieron micro-
cultivos que se mantuvieron segiin las condiciones de cultivo
ya expuestas. El medio RPMI 1640 en esta fase del experimen-
to no contenia hipoxantina y su suplemento de suero consis-
tia en 10% del suero problema, previamente dializado contra

el medio RPMI 1640 diluido 1:100 y suplementado con
amortiguador HEPES 25 mM y bicarbonato de sodio al 0.21%.

Luego de un periodo de 24 horas, el sobrenadante de los
cultivos se reemplazé por medio fresco que contenia los
mismos sueros problema y se inicié un pulso con hipoxantina
tritiada (*H-Hx) (New England Nuclear)!? diluida en RPMI
1640 a una concentracién de 1 «Ci por pozo de cultivo.
Después de un periodo de 16 horas de pulso, los microcultivos
que se efectuaron por cuadruplicado para cada suero, se
cosecharon en un colector de células (Mini-Mash, Microbio-
logical Associates) sobre papel de fibra de vidrio (Mini-Mash,
Glass Fiber Filter, Wittaker, M.A. Bioproducts) y la incorpo-
raci6n de *H-Hx al ADN parasitario se determiné por cente-
lleo liquido en un contador de radioactividad beta (Beckman
Instruments) utilizando como diluyente una mezcla de 15 g de
omnifluor (New England Nuclear) en 3.8 litros de tolueno

(J.T. Baker Chemical Co.).

Ademas, se evalué cualitativamente el ensayo de inhibicién
mediante extendidos sanguineos del cultivo a las 24 y 40 horas
coloreados con Giemsa.

Fraccionamiento de los sueros. Los sueros que mostraron
actividades inhibitorias del cultivo por encima de 60%, se
precipitaron durante 8 horas a 4° C, utilizando sulfato de
amonio concentrado con un porcentaje de saturacién de 35%
(vol/vol)!8, con el fin de purificar la fraccién de inmunoglo-
bulinas (Ig). Cada una de las fracciones obtenidas, sobrena-
dante y precipitado se dializaron por un periodo de 48 horas,
inicialmente contra un amortiguador de fosfatos (K2HPO4
0.02 M, pH 8.00) y, después, contra medio de cultivo RPMI
1640 en dilucién 1:100, con suplemento de amortiguador

HEPES 25 mM vy bicarbonato de sodio al 0.21%.

Los precipitados de esta separacién se diluyeron al 5% en
medio RPMI 1640 completo, con suplemento de suero huma-
no normal al 5% y de nuevo se emplearon para realizar las
pruebas de inhibicién de acuerdo con el método descrito
antes, y determinar si estos anticuerpos ejercian algiin grado
de inhibicién en el desarrollo intracelular del parasito. De
otro lado, los sobrenadantes se pasaron a través de una
columna de cromatografia de afinidad!® con una matriz cons-
tituida por sefarosa C1-4B con proteina A de Staphylococcus
aureus (Pharmacia) con el fin de absorber los anticuerpos
principalmente de la clase IgG que pudieran atin estar presen-
tes en el sobrenadante. Una vez mas los sobrenadantes se
probaron en los ensayos de inhibicién, utilizando los micro-
cultivos de P. falciparum con el sobrenadante a una concen-
tracion de 10% en RPMI 1640, suplementado con suero

humano normal al 5%.

Analisis estadistico. Con el fin de conocer qué asociaciéi
existia entre el grado de inhibicién y los titulos de anticuer
pos, la parasitemia y la edad, el analisis de los datos se hizo con
las técnicas estadisticas de correlacién en variables continuas
y regresiéon simple?°. |
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Grafica 1. Distribucién de los anticuerpos de los grupos infectado (@) y

expuesto (o) y sus grados de inhibicién.

100 -
i
S s
.
50 -
°
. &
® & -
# @ ® ¢
] ° o ¢
-
@
& » ®
O e — - —————————— >~ =
® oy
-104 o
L
& L
@
. @
B
- 4 i :
gt ; ,; 5 p
Lﬂgg parasitemia
Grafica 2. Asociacién del grado de inhibicién del crecimiento del parasito in
vitro con la parasitemia de los pacientes del grupo A.

Serologia. El anilisis de los sueros de pacientes con episo-
dios malaricos en el momento del estudio (grupo A), sefialo
titulos positivos ¢n los anticuerposfdﬂ;lalg(} contra las formas
sanguineas del pardsito entre 1:40 y 1:10240 (x= 1:2111),
aunque 8% de ellos no presentaron titulos. Los sueros de
individuos sanos, pero que habian estado permanentemente
expuestos a malaria por razén de su trabajo en el bosque
(grupo B), mostraron-titulos entre 1:20'y 1:1280 (x=1:172) y
30% de ellos no presentaron titulos. Todos los sueros utiliza-
dos como controles de la prueba de inhibicién no tenian
titulos de anticuerpos (Grafica 1).
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Grafica 3. Ensayo de inhibicién: incorporacién de *H-Hipoxantina por P.
falciparum cepa FCB, en medio RPMI 1640 que contenia suero control. suero
de pacientes infectados y suero de pacientes expuestos.
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Analisis parasitolégico. Las parasitemias de los pacientes
del grupo A oscilaron entre 0.2 y 152 x 10° parasitos por u L,
mientras que ninguno de los miembros del grupo B, presenté
parasitemia demostrable por el método de gota gruesa (Grati-

ca 2).

Prueba de inhibiciéon. En el ensayo de inhibicién del P.
falciparum, el nivel de incorporacién de hipoxantina tritiada
(3H-Hx) por los cultivos enriquecidos con los sueros contro-
les correspondié a 6000 cpm en promedio, que se considera-
ron como patrones normales de crecimiento in vitro del
parasito. Los sueros de los pacientes parasitados y de quienes
estaban expuestos a la infeccién malarica mostraron rangos
muy variables de activacién metabélica del parasito, desde
practicamente una inhibicién completa (55 cpm que corres-
ponden a 99% de inhibicién) hasta estimulaciones superiores
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Grafica 4. Distribucion de los pacientes segin el grado de inhibicién presen-
tado, in vitro.
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Figura 1. Pariasito normal, 5% estadio de anillo.cero horas.

a las encontradas con los sueros controles (8900 cpm corres-
pondientes a un crecimiento de 48% sobre el promedio
normal) (Gréafica 3).

Con un nivel de significancia de 99.7% (+ 3DE) en la prueba
se establecieron arbitrariamente 3 niveles de inhibicién: 1)
leve, entre 47% y 60%; 2) moderada, entre 61% y 80% y 3

severa, entre 31% y 100% (Grafica 4). Con esta base se pudo

observar que para cada uno de ellos, hubo un mayor ntimero

Figura 4. Esquizontes normales, 40 horas
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Cuadro 2
Porcentaje de Inhibicién in vitro Presentada por
Algunos Sueros Antes y Después de la Precipitacion
con Sulfato de Amonio.

Porcentaje de Inhibiciéon

Fraccionado
Coédigo Suero total precipitado sobrenadante
011 97 26 95.6
016 2 23.5 799
022 71 20.0 34.0

033 39 200 93.0

Cuadro 3

Asociacion de los Diferentes Titulos de Anticuerpos con
Parasitemia e Inhibiciéon en Algunos Pacientes del Grupo A.

de sueros inhibidores en el grupo B que en el grupo A. De los Titulos de
miembros del grupo A, 2.5% estuvieron dentro del nivel leve Anticuerpos Pttt
de 1nh1[31010n mientras que del grupo B, 13.3% ocuparon esta % Inhibicién Eapoctiicos X 10°/ ul
categoria. Para los niveles moderado y severo la relacion fue . :
5% del grupo A, frente a 13.3%, de‘l grupo B. 0 160 | 5 4.
La evaluacién cualitativa mostr6 concordancia entre las alte- 71 320 16.0
raciones morfolégicas del parasito y los niveles de inhibiciéon 0 320 20.0
medidos por la prueba metabdlica (ilustraciones fotografi- - I 640 152.0
cas). 76 640 6.6

| 33 1280 7.2
Los sueros que presentaron inhibiciones del cultivo por 21 1280 6.0
encima de 60% tenian en la inmunofluorescencia titulos de 89 2560 29
anticuerpos similares a los que mostraba la fraccién del 0 2560 2.8
precipitado, mientras que la porcién del sobrenadante des- 43 5120 o 4
pués de pasar por la cromatogratfia de afinidad no presenté 0 5120 4.8
titulos de anticuerpos anti-P. falciparum (Cuadro 1). 16 10240 3.3
Las inhibiciones del cultivo de P. falciparum por estas v ias O
fracciones, sefialan inhibiciones severas por parte del sobre- ' o
nadante, mientras que las inhibiciones presentadas por el
precipitado caen dentro de los niveles normales de crecimien- El Cuadro 3 muestra los resultados de algunos de los casos del
to del parasito (Cuadro 2). grupo A. La no asociacién entre el porcentaje de inhibicion y

los titulos de anticuerpos es evidente y muestra que, tanto

individuos con titulos de anticuerpos bajos (1:160) como

it Pt RS it i SIS - sujetos con titulos altos (1:10240) no ofrecian inhibiciones
Condon ] del parasito. De otro lado, personas con titulos moderados de

Titulos de Anticuerpos Anti-P. falciparum de Algunos Sueros 1:320 y titulos altos de 1:2560’_ presentaron inhibiciones
Antes y Después de la Precipitacién con Sulfato de Amonio. marcadas de 71% y 89%, respectivamente.

it - ——  Por altimo, aunque en el grupo de infectados no hubo correla-
Titulos de Anticuerpos Especificos cion entre el grado de inhibicién y la parasitemia, el enfermo
- % % —  que mostr6 el grado mas severo de inhibicién de este grupo

T T et e — ===

Fraccionado =~ paradéjicamente present6 la parasitemia mas alta del estudio.

Codigo Suars total precipitado sobrenadante  L:as asociaciones entre las variables grado de inhibicién y
— titulos de anticuerpos utilizando el coeficiente de correlacién

011 1-640 1:1980 0 de Pearson (coef correlacién =1-0..l‘917, p=0.26i?6) indica que
016 1-640 1-640 0 ésta no es estadisticamente significante. Asimismo, un coe-
099 1:320 1:640 0 ficiente de correlacion de 0.2852 y p= 0.0917 entre las
033 1:2560 19560 0 variables inhibicién y parasitemia muestra una correlacién no

significativa entre ellas.

e i e e
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DISCUSION

En este estudio se demuestra la capacidad que poseen algunos
sueros de individuos residentes en la costa pacifica colombia-
na para inducir el fenémeno denominado crisis en cultivos de
P. falciparum. Los resultados obtenidos concuerdan con
varios de los hallazgos de Jensen y col'!;!2 en Sudéan e
Indonesia en aspectos como: a) el fenémeno se puede demos-
trar con sueros de enfermos malaricos y no maléricos prove-
nientes de areas endémicas; b) no hay una correlacién signifi-
cativa entre la aparicién del fenémeno y los titulos de anti-
cuerpos antimaldricos; ¢) algunos sueros pueden presentar
dos actividades, inhibicién del crecimiento intraeritrocitico,
anticuerpo independiente (crisis) y el bloqueo en la invasion
al glébulo rojo por parte de anticuerpos especificos; d) algu-
nos sueros pueden tener un efecto estimulador de los cultivos
y e) el factor responsable del fenomeno es no dializable y

diferente de los anticuerpos.

El mayor porcentaje de sueros con capacidad inhibitoria co-
rrespondi6 al grupo de los obreros madereros, continuamente
expuestos al bosque. Balderrama y Santander?!, demostraron
que el riesgo de infeccién malarica en este tipo de actividad,
comparada con el riesgo de la misma a nivel intradomiciliar
era 4.7 veces mayor. Estos individuos tenian titulos de
anticuerpos entre bajos y moderados y en la historia clinica
manifestaron no haber padecido nunca episodios malaricos o
s6lo raramente.

Estos hallazgos permiten sugerir el desarrollo de grados
variables de inmunidad clinica a la malaria por P. falcipa-
rum, debidos a la presencia no sélo de anticuerpos especifi-
cos, sino quizas a factores solubles de tipo no anticuerpo con
actividad antiparasitica, como lo sugiere la capacidad inhibi-
toria que estos sueros presentan al cultivo de P. falciparum.

Los pacientes infectados en el momento del estudio mostra-
ban titulos de anticuerpos desde moderados hasta altos, con
un porcentaje de sueros inhibidores menor que el de los
individuos expuestos; sin embargo, en este grupo también
hubo algunos sueros con capacidad inhibitoria marcada, lo
cual refuerza la observacion que el fenémeno de crisis es
independiente por completo de los titulos de anticuerpos.
Como los titulos de anticuerpos en este grupo fueron en
general mas altos que en el grupo de expuestos, se puede
interpretar entonces que los niveles altos de anticuerpos son
mas un indicativo del contacto reciente o actual del individuo
con el parédsito que un indice de inmunidad clinica.

Ademas, como los titulos de anticuerpos en los grupos de
parasitados y expuestos fueron significativamente menores a
los descritos por Jensen y col'l, los resultados obtenidos en
esta poblacién colombiana parecen indicar un tercer grupo
con caracteristicas intermedias entre los dos extremos descri-
tos por ellos. Segin sus resultados, en los enfermos de
Indonesia que presentaban manifestaciones clinicas de mala-
ria, titulos altos de anticuerpos contra el Plasmodium y
actividad inhibitoria nula de los cultivos, la inmunidad seria
exclusivamente mediada por anticuerpos, a nivel de la inva-
sién de los merozoitos a los glébulos rojos; mientras que en los
pacientes de Sudan, con titulos bajos de anticuerpos y marca-
da actividad inhibitoria, la inmunidad seria mediada sobre
todo por factores solubles celulares.

12
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Jensen y col!! encontraron un grupo de individuos en un area
endémica del Sudan con titulos bajos de anticuerpos, alta
actividad inhibitoria y sintomas malaricos, y postularon que
como existia una marcada actividad inhibitoria, la sintomato-
logia registrada podia obedecer no a malaria, sino a fiebre
tifoidea, de frecuente ocurrencia en el area estudiada, sugi-
riendo con esto que la actividad inhibitoria en los sueros seria
indicativa de no susceptibilidad a la malaria. Ese estudio, sin
embargo, se basa en historias clinicas y no en resultados
bacteriolégicos y parasitoldgicos y contrasta con el hallazgo
de importantes actividades inhibitorias en los sueros de
personas de la costa pacifica colombiana, en quienes las
infecciones se comprobaron por gota gruesa. Adicionalmente,
a diferencia de los enfermos del Sudan, el fenémeno no se
observé en muchos de los individuos del grupo con alta
exposicién a la malaria y considerados inmunes desde el
punto de vista clinico en este estudio.

Entre los sujetos estudiados en el presente trabajo se encon-
traron individuos con alta actividad inhibitoria y parasite-
mias variables; mas atn, el paciente con la més alta actividad
inhibitoria del estudio (97%) mostr6 en forma paradéjica la
parasitemia mas alta (152, 000 parasitos/ u1). Otros hombres,
sin resultados tan espectaculares, presentaban intecciones
malaricas importantes y por ende estuvieron en desacuerdo
con lo propuesto por Jensen y col!l. Estos resultados que se
consideran como el aporte més importante del presente estu-
dio, podrian obedecer a que durante la estimulacién de la
respuesta inmune por el pardsito, se activen las células inmu-
nocompetentes como los linfocitos T, los macréfagos o los
neutréfilos, para elaborar factores inmunes no especiticos
como el “factor de crisis’” que tendrian la capacidad de inhibir
algunas poblaciones o clonos de parasitos, que no necesaria-
mente sean los que desencadenaron su produccion.

Si esta hipétesis es valedera, es probable entonces que el
“factor de crisis”’ que se determina in vitro con un aislado de
parasito quizd distinto al que el enfermo portaba en su
infeccién, logre inhibir el crecimiento intraeritrocitico de
s6lo algunos clonos o de todos los que puedan estar presentes
en el aislado de laboratorio, mientras que el etecto in vivo
sobre sus parasitos sea distinto.

McBride y col?? utilizando parasitos de distintas areas geogra-
ficas del mundo, y Clavijo y col?3 en la costa pacifica colom-
biana demostraron ampliamente que en las infecciones causa-
das por P. falciparum se puede encontrar una mezcla de
parasitos con gran diversidad a nivel de sus antigenos de
superficie. Del mismo modo, Thaithong y col** han logrado
comprobar esa diversidad no sélo a nivel de antigenos de
superficie sino también a nivel de isoenzimas, resistencia a la
cloroquina y a la pirimetamina. Adicionalmente, se podria
pensar que asi como durante la respuesta inmune humoral
contra el Plasmodium, se produce una activacion policlonal
de los linfocitos B, que lleva a la produccién de una cantidad
abundante de anticuerpos contra variados componentes del
huésped sin gpinguna asociacién aparente con la defensa
contra el parasito, durante la respuesta de tipo celular se
desencadena la produccién de factores con efectos paradéji-
cos como los descritos, que pudieran ser en ambos casos la
traduccién de mecanismos de evasion de la respuesta inmune
por parte del parasito.



Para finalizar, es de importancia tener en cuenta que este es
probablemente el primer informe sobre la determinacién de la
capacidad de induccién del fenémeno de crisis en personas del
continente americano, el cual indica tener un comportamien-
to distinto al descrito para ireas malaricas endémicas de

Africa y Asia.
SUMMARY

The crisis phenomenon induced in vitro using sera of 80
# p = ] g - ¥
patients from a malarious area of the Colombian Pacific Coast

is described. Specific anti -P. falciparum blood forms anti-
bodies were determined by an immunofluorescence assay and

the intraerithrocytic development of the parasite quantified
by the incorporation of Tritium labelled hypoxanthine. The
crisis phenomenon was independent of the antimalarial anti-
bodies and did not correlate with parasitemia of the patients.
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