
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGÍA

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PÚBLICA

Proliferación específica de linfocitos y8+ en respuesta
al estímulo con gametocitos y antígenos asexuales de

Plasmodium vivax y P. falciparunu

i

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS BIOQUÍMICAS

PRESENTA:

BIOL. CARLA OLBIJCONTRERAS OCHOA

Cuernavaca, Mor.

•reas COK
Febrero 2002



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



z)\Li \!i3o- wdí&do/c n a tccotuuu^vta^o 6a Wa&vLaZl, ita na AC naucwá. a mctcca
3c toó- <uxmtecttn¿etita& u. caca minuta 3c mi vxiül&ncia Ke*í<ká wi
itocanXeaJCaJale, u> lycolunóa. <ute oo3«¿ ¿mmúrvút <t cada u t ta 3c mÁA accionen,:

Q v-s i 9 4.* J ' ~ Jr r
el O&MXOQ del bien.

|cuci3a3 cotudüXe, en muica/t la, ÑGMUMÍ U- no ea «ncctvtiaxia. . . .

Jtem *7oüto¿, t%?5



AGRADECIMIENTOS

Muy especialmente a los miembros de mi comité tutoral: la Dra, Ivonne Rosenstein Azoulay y al

Dr. Fernando Esquivel Guadarrama, no solo por sus valiosos comentarios y sugerencias al trabajo,

sino también por su apoyo, preocupación, paciencia y comprensión, mas allá del deber de un tutor.

A la Dra. Ivonne Rosenstein por prestarnos el FACSCAN, y a todo su grupo de colaboradores, por

todas las facilidades que siempre me brindaron para trabajar con ellos en el mejor de los ambientes.

Al Dr. Jesús Martínez Barnetche por enseñarme a lidiar con el FACSAN, por su ayuda en el análisis

de datos y además por sus valiosas sugerencias.

A mis entrañables amigos, los que están cerca y los que están lejos, quienes han estado conmigo en

todo momento, ayudándome a mantener el barco a flote, dándome ánimos para seguir adelante,

aguardando tras bambalinas, esperando a que represente el mejor papel, gracias por todo su apoyo.



Esta tesis se realizó bajo el asesoramíento de la Dra. Janine Ramsey Willoquet, en el
departamento de Enfermedades Transmitidas por Vectores, del Centro de
Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud
Pública y en el laboratorio de la Dra. Ivonne Rosenstein del Instituto de
Biotecnología de la UNAM, financiado en parte por CONACyT.



LISTA DE ABREVIATURAS

Ag 1 Antígeno 1

Ag 2 Antígeno 2

Ag7 Antígeno 7

ABRA Antígeno ácido básico con unidades repetitivas

AMA-1 Antígeno de membrana apical

EBA-1 Antígeno de unión al eritrocito

EDTA Acido etilendiamina tetraacético

ERNI Eritrocitos no infectados

CMC Células mononucleares circulantes

Con A Concanavalina A

cpm cuentas por minuto

GBP Proteína que une glicoforina

GLURP Proteína rica en glutamato

ICAM-1 Molécula de adhesión intracelular

IL Interleucina

IE índices de estimulación

IFNy Interferon gamma

LSA -1 Antígeno de etapa hepática

LPS Lipopolisacáridos bacterianos

MHC I Complejo principal de histocompatilibilad I

MHC II Complejo principal de histocompatilibilad II

NK Células asesinas naturales

PfHRPII Proteína rica en histidinas de P. falciparum

PÍHSP70 Proteína de choque térmico de P. falciparum

PfMSP Proteína de superfricie de merozoitos de P. falciparum

PHA Fitohemaglutinina A

RAP-1 Proteína asociada al roptrio

RESA Proteína de superficie de eritrocitos infectados con anillos

RhopH3 Proteína H3 del complejo del roptrio

SERP Proteína rica en serinas

TNFa Factor necrosante tumoral alfa

TNFp Factor necrosante tumoral beta



ÍNDICE
página

I. RESUMEN i

1. INTRODUCCIÓN 1

.,1 Epidemiología 1

1.2 Ciclo biológico del Plasmodium spp. 2

1.3 Estrategias de control 5

1.4 Vacunas contra Plasmodium spp. 6

1.5 Aspectos clínicos de la malaria 8

2. ANTECEDENTES 9

2.1 Respuesta inmune inmediata contra Plasmodium spp. 9

2.1 A Respuesta humoral 9

2.1.2 Respuesta celular 11

2.2 Respuesta inmune adquirida contra Plasmodium spp. 13

2.2.1 Respuesta humoral . 13

2.2.2 Respuesta celular 14

A. Respuesta inflamatoria 14

B. Inmunosupresión 16

C. Respuesta proliferativa 17

2.3 Respuesta inmune contra los gametocitos de Plasmodium spp. 19

2.3.1 Respuesta humoral 20

2.3.2 Respuesta celular 23

2.4 Exoantígenos 24

2.5Linfocitosy6+ 32

3. JUSTIFICACIÓN 33

4. OBJETIVOS 34

5. METODOLOGÍA 34

A. Obtención del material biológico 34

1. Obtención de sangre 35

2. Obtención de células mononucleares circulantes 35



3. Cultivo y aislamiento de parásitos de Plasmodium 35

4. Obtención de antígenos sonicados y de exoantígenos " 36

B. Determinación de la capacidad proliferativa de las CMC con proteínas 3.7

gametocitarias

C. Identificación de fenotipos de las CMC que respondan a los antígenos de 38

Plasmodium

D. Análisis estadístico 40

6. RESULTADOS 40

1. Capacidad proliferativa 40

1.1 CMC de etapa aguda estimuladas con antígenos sonicados de P. vivax 40

1.2 CMC de infecciones previas estimuladas con antígenos sonicados de P. vivax 45

1.2.1 Respuesta de las CMC de infección primaria previa 45

1.2.2 Respuesta de las CMC de infecciones múltiples previas 46

1.3 CMC de infección primaria previa estimuladas con antígenos sonicados de 51

P. falciparum

1.4 CMC de infecciones previas estimuladas con exoantígenos de P. vivax 56

1.4.1 Respuesta de las CMC de infección primaria previa 56

1.4.2 Respuesta de las CMC de infecciones múltiples previas 60

1.5 CMC de infección primaria previa estimuladas con exoantígenos de P. falciparum 61

1.6 Comparación de la capacidad proliferativa en CMC estimuladas con 67

antígenos sonicados o con exoantígenos

2. Identificación de fenotipos de las CMC que proliferaron con los antígenos de 69

Plasmodium

2.1 CMC de pacientes de infección primaria previa estimuladas con antígenos 69

sonicados de P. vivax

2.2 CMC de pacientes con infecciones múltiples previas estimuladas con antígenos 71

sonicados de P. vivax

2.3 CMC de pacientes de infección primaria previa estimuladas con antígenos 78

sonicados de P. falciparum



2.4 CMC de pacientes de infección primaria previa estimuladas con exoantígenos 81

de P. vivax

2.5 CMC de pacientes con infecciones múltiples previas estimuladas con exoantígenos 84

de P. vivax

2.6 CMC de pacientes de infección primaria previa estimuladas con exoantígenos 85

de P. falciparum

2.7 CMC de un control no palúdico estimulados con antígenos sonicados 89

de P. vivax

2.8 CMC de un control no palúdico estimulados con antígenos sonicados 89

de P. falciparum

2.9 CMC de un control no palúdico estimuladas con exoantígenos de P. vivax 90

3.0 CMC de un control no palúdico estimuladas con exoantígenos de P. falciparum 90

7. DISCUSIÓN 93

8. CONCLUSIONES 114

9. LITERATURA CITADA 116



ÍNDICE DE TABLAS

página

Tabla 1. Proteínas específicas de gametocitos de Plasmodium spp. 21

Tabla 2. Exoantígenos de Plasmodium spp. que se originan del parásito o del citoplasma 28

del eritrocito

Tabla 3. Exoantígenos de Plasmodium spp. que se originan en el espacio de la vacuola 29

parasitófora.

Tabla 4. Exoantígenos de Plasmodium spp. que se originan de merozoitos. 30

Tabla 5. Datos epidemiológicos de los pacientes infectados con P. vivax en etapa aguda. 42

Tabla 6. índices de estimulación de CMC de pacientes infectados con P. vivax en etapa 44

aguda estimuladas con antígenos sonicados.

Tabla 7. Razón de proliferación antígeno-específica en CMC de pacientes infectados con 44

P. vivax en etapa aguda estimuladas con antígenos sonicados.

Tabla 8. Datos epidemiológicos de los pacientes que estuvieron infectados conP. vivax. 46

Tabla 9. índices de estimulación de CMC de pacientes con infecciones previas con 49

P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.

Tabla 10. Razón de proliferación antígeno-específica en CMC de pacientes con 50

infecciones previas con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.

Tabla 11. Datos epidemiológicos de los pacientes que estuvieron infectados con 52

P. falciparum

Tabla 12. índices de estimulación de CMC de pacientes con infección primaria 54

previa con P. falciparum estimuladas con antígenos sonicados.

Tabla 13. Razón de proliferación antígeno-específica en CMC de pacientes con infección 55

primaria previa con P. falciparum estimuladas con antígenos sonicados.

Tabla 14. Resumen de ía estimulación significativa en la proliferación de CMC 56

estimuladas con antígenos sonicados.

Tabla 15. Exoantígenos de P. vivax de 50 a 100 kDa. 58

Tabla 16. índices de estimulación de CMC de pacientes con infecciones previas 60

con P. vivax estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.

Tabla 17. Razón de proliferación antígeno-específica en CMC de pacientes con 61

infecciones previas con P. vivax estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.



Tabla 18. Exoantígenos de P.falciparum de 50 a 100 kDa. 63

Tabla 19. índices de estimulación de CMC de pacientes con infección previa con 65

P.falciparum estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.

Tabla 20. Razón de proliferación antígeno-específica en CMC de pacientes con infección 66

previa con P.falciparum estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.

Tabla 21. Resumen de la estimulación significativa en la proliferación de CMC 61

estimuladas con exoantígenos.

Tabla 22. Porcentaje de estimulación asexual-específíco y gametocito-específico en 77

CMC de pacientes que estuvieron infectados con P. vivax o P. falciparum

estimuladas con antígenos sonicados.

Tabla 23. Marcadores expresados en linfocitos que proliferaron de manera significativa 81

en respuesta a la estimulación con antígenos gametocito-específícos sonicados.

Tabla 24. Porcentaje de estimulación asexual-específico y gametocito-específico en 86

CMC de pacientes que estuvieron infectados con P. vivax o P. falciparum

estimuladas con exoantígenos.

Tabla 25. Marcadores expresados en linfocitos que proliferaron de manera significativa 89

en respuesta a la estimulación con exoantígenos específicos de gametocitos.



ÍNDICE DE FIGURAS

página

Figura 1. Ciclo biológico de Plasmodium spp. 4

Figura 2. Exoantígenos de Plasmodium spp. 27

Figura 3. Cronograma de infección con Plasmodium spp. 34

Figura 4. Proliferación de CMC de pacientes infectados con P. vivax en etapa 43

aguda estimuladas con antígenos sonicados.

Figura 5. Proliferación de CMC de pacientes de infección primaria previa con 47

P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.

Figura 6. Proliferación de CMC de pacientes con infecciones múltiples previas con 48

P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.

Figura 7. Proliferación de CMC de pacientes de infección primaria previa con 53

P. falciparum estimuladas con antígenos sonicados.

Figura 8. Proliferación de CMC de pacientes de infecciones previas con P. vivax 59

estimuladas con exoantígenos.

Figura 9. Proliferación de CMC de pacientes de infección primaría previa con . 64

P. falciparum estimuladas con exoantígenos.

Figura 10-A. Expresión del TCR ap y y8 en CMC de un paciente representativo de 73

infección primaria previa con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.

Figura 10-B. Expresión del marcador CD25 y CD69 en CMC de un paciente representativo 74

de infección primaria previa con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.

Figura 10-C. Expresión de los marcadores CD3, CD4 y CD8 en CMC de un paciente 75

representativo de infección primaria previa con P. vivax estimuladas con

antígenos sonicados.

Figura 11. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de pacientes que estuvieron 76

infectados con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.

Figura 12. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de pacientes de infección 80

primaria previa con P. falciparum estimuladas con antígenos sonicados.

Figura 13. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de pacientes que estuvieron 83

infectados conP. vivax estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.



Figura 14. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de pacientes de infección 88

. primaria previa con P.falciparum estimuladas con exoantígenos de 50 a

100 kDa.

Figura 15. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de controles no palúdicos 91

estimuladas con antígenos sonicados de P. vivax o P.falciparum,

Figúralo. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de controles no palúdicos 92

estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa de P. vivax o P.falciparum.



i. RESUMEN

El conocimiento de la respuesta inmune celular contra las etapas asexuales y sexuales de

Plasmodium es escaso: etapas asexuales maduras inducen la proliferación de linfocitos T y8+,

mientras que las etapas inmaduras estimulan a linfocitos CD4+. Utilizando linfocitos de pacientes

que tuvieron una o múltiples infecciones previas, se determinó que los gametocitos y las etapas

asexuales totales sonicados, así como los exoantígenos producidos por estas etapas, indujeron la

activación y la proliferación de linfocitos yb en pacientes con una o múltiples infecciones con P.

vivax y con una sola infección con P. falciparum. La expansión de linfocitos ap , CD3+ y CD4+

fue mínima. Los gametocitos fueron más inmunogénicos que los antígenos asexuales, induciendo

una mayor respuesta proliferativa y un mayor porcentaje de expresión de fenotipos que los

últimos. La activación por estos antígenos fue específica para ambos tipos de pacientes,

midiéndose por la expresión de los marcadores de activación CD25 y CD69, indicando un

requerimiento de IL-2, y/o de citocinas que actúan a través de este receptor. En infecciones

primarias, los linfocitos y5+ y CD8+ citotóxicos constituyen la primera línea de defensa contra el

parásito, mientras que en infecciones múltiples son los linfocitos y8+, independientemente de la

frecuencia del reto; además, en este último grupo de pacientes, los linfocitos ap+ y CD4+ también

contribuyen a la eliminación del parásito. Los antígenos de Plasmodium no indujeron la

expresión del marcador CD2, ni la activación de linfocitos B, medida mediante la expresión del

marcador CD21. Los antígenos sonicados asexuales y de gametocitos indujeron mayor expresión

del marcador CD25 en comparación con los exoantígenos homólogos. La respuesta proliferativa

contra los antígenos totales y los exoantígenos de gametocitos y de etapas asexuales,

respectivamente, fue análoga en ambas especies de Plasmodium. Existe una inmunosupresión

parcial de los linfocitos procedentes de pacientes palúdicos durante la etapa aguda de la

infección, aunque las células mononucleares circulantes (CMC) de estos pacientes agudos de

infección primaria o secundaria son capaces de responder de forma específica a los antígenos

asexuales y de gametocitos sonicados de P. vivax. Los antígenos de Plasmodium no indujeron

respuestas proliferativas, ni de activación, en CMC de los controles no palúdicos. El

conocimiento de la respuesta inmune celular natural contra el parásito permitirá avanzar en el

desarrollo de vacunas multivalentes contra las etapas asexuales para prevenir o reducir la

infección y contra los gametocitos para bloquear la transmisión de la enfermedad.



1. INTRODUCCIÓN

El paludismo o malaria es uno de los principales problemas de salud pública en países

tropicales y subtropicales del mundo. Se estima que cuatro billones de personas en mas de 90

países están en riesgo de contraer ía enfermedad. La mitad de la población mundial vive en riesgo

de adquirir la enfermedad, mientras que la prevalencia anual de esta es de 500 millones de casos

y anualmente mueren de 2 a 3 millones de personas principalmente niños menores de 5 años y un

número significativo de mujeres embarazadas (WHO, 2000), En Centroamérica, la transmisión

mantiene una endemia sin mayores cambios en los últimos 40 años. Mientras que en México,

los casos de paludismo han disminuido en los últimos años, para el año 2000 se reportaron 2818

casos y en el 2001 un total de 1852 casos (Sistema Único de Información de Vigilancia

Epidemiológica, 2001). El resurgimiento de la malaria ocurre debido a que el parásito ha

desarrollado resistencia a las drogas antimaláricas, a que el vector ha desarrollado resistencia a

los insecticidas y a la falta de mantenimiento de los programas de control.

1.1 EPIDEMIOLOGÍA

El agente causal del paludismo es un protozoario del género Plasmodium. Hay cuatro

especies que pueden infectar al hombre: P. malariae, P. ovale, P. vivax y P. falciparum. Estas

dos últimas son las más importantes desde el punto de vista epidemiológico (WHO, 1998). P.

vivax tiene una amplia distribución geográfica, especialmente en el sur de Asia y en América

Central, mientras que P. falciparum predomina en África, en el sureste de Asia y en América del

Sur (Godal et al, 1998). El impacto económico que tiene la enfermedad varía entre las distintas

poblaciones humanas. En la mayor parte de África la enfermedad se extiende a través de todos

los grupos de edad y es la principal causa de mortalidad en niños, se ha estimado que solo en este

continente mueren 800,000 niños cada año, lo que representa que cada minuto mueren de 3 a 5

niños en áreas endémicas, mientras que los niños sobrevivientes de la malaria cerebral (400,000

al año) sufren graves desordenes neurológicos permanentes incluyendo trastornos conductuales;

también es frecuente la muerte fetal debido a la infección. Esta enfermedad es endémica en 101

países, 21 de los cuales están en el continente americano (WHO, 1998).

El costo de la enfermedad en términos de sistemas de salud y de actividad económica

perdida es alto (WHO, 1998). Se ha estimado que en regiones endémicas un cuarto de las

admisiones hospitalarias son debidas a la malaria y que un solo episodio incapacita a un adulto de



trabajar durante 2 semanas (Mendis y Cárter, 1995; WHO, 1996). Aunado a esto, en varias partes

del mundo se han registrado cepas resistentes a los medicamentos profilácticos (cloroquina y

primaquina) y además se ha detectado resistencia del vector a los insecticidas. Por lo que existe la

necesidad de desarrollar herramientas profilácticas y terapéuticas para controlar esta enfermedad

(Galinski y Barnwell, 1996; WHO, 1998).

1. 2 CICLO BIOLÓGICO DEL Plasmodium spp.

El ciclo de vida de todas las especies de Plasmodium comprende una fase sexual exógena

o esporogonia que se presenta en mosquitos del género Anopheles y una fase asexual endógena o

esquizogonia en el huésped vertebrado (Figura 1; Gilíes y Warrel, 1993; Galinski y Barnwell,

1996; Kwiatkowski y Marsh, 1997; Lobo y Kumar, 1998).

Al momento de picar al huésped, el mosquito hembra puede adquirir la infección por

ingerir las etapas sexuales (gametocitos). El cambio de nivel de oxígeno y la temperatura en el

estómago del vector provoca la maduración de los gametocitos y estos se liberan de las

membranas eritrocíticas, proceso que se denomina gametocitogénesis. Los gametocitos

masculinos (microgametocitos) sufren tres ciclos de división mitótica originando 8 gametos de un

solo microgametocito (variable según la especie de Plasmodium que se trate), los cuales sufren

un proceso de exflagelación; mientras que el gametocito femenino (macrogametocito) sufre un

proceso de maduración originando un solo macrogameto. Después de la fecundación se forma el

zigoto, el cual se desarrolla hasta la etapa de oocineto, que es móvil y atraviesa las células

epiteliales hasta alcanzar la membrana basal del estómago donde adquiere forma esférica rodeado

de una membrana constituyendo el oooquiste, el cual sufre múltiples ciclos reproductivos que

producen en promedio 10,000 esporozoitos (variable según la especie). Cuando el oocisto

maduro está lleno, estalla liberando a los esquizontes que inician la migración por el hemocele

hacia las glándulas salivales. Poco después de alcanzar las glándulas salivales los espororozoitos

se vuelven infectivos (Gilíes y Warrel, 1993; Galinski y Barnwell, 1996; Lobo y Kumar, 1998).

Cuando el mosquito se alimenta, el contenido de las glándulas salivales alcanza los

capilares dérmicos. Los esporozoitos introducidos por un mosquito infectado permanecen en la

circulación por un período de media hora y luego desaparecen de la circulación; muchos son

destruidos por fagocitos y otros entran en las células parenquimatosas del hígado (hepatocitos)

directamente o a través de las células de Kupffer donde sufren un proceso de desarrollo y



multiplicación conocido como esquizogonia pre-eritrocitica, dando lugar solamente en las

especies de P. vivax y P. ovale a la formación de hipnozoitos que son parásitos de 3 u. de

diámetro. En contraste, en las especies de P. falciparum y P. malariae los esporozoitos no

forman hipnozoitos, se desarrollan directamente a esquizontes pre-eritrocíticos. El proceso de

esquizogonia pre-eritrocitica tiene una duración de 6 a 16 días, según la especie, y culmina con

la liberación de cientos de merozoitos a la circulación. En las especies de P. vivax y P. ovale una

vez que se ha completado este proceso, hay otro fenómeno conocido como esquizogonia

exoeritrocítica secundaria durante el cual los merozoitos liberados en lugar de salir a la

circulación reinvaden las células del hígado y repiten el proceso de esquizogonia pre-eritrocitica

provocando la liberación de parásitos tiempo después de la infección inicial. En estas especies los

hipnozoitos permanecen latentes en el hepatocito como formas uninucleadas de 4 a 5|i de

diámetro por periodos de tiempo prolongados, después de los cuales se activa nuevamente el

proceso de esquizogonia pre-eritrocitica con producción de merozoitos que son liberados a

circulación. En P. falciparum y P. malariae no ocurre este fenómeno (Gilíes y Warrel, 1993;

Galinski y Barnwell, 1996; Kwiatkowski y Marsh, 1997).

El desarrollo de los parásitos dentro del eritrocito se conoce como fase eritrocítica. La

primera etapa después de la invasión del merozoito al eritrocito se conoce como anillo, en ella el

parásito tiene formas redondeada y el núcleo situado en un polo. Al desarrollarse el parásito

aumentan de tamaño y adquieren forma irregular, a esta etapa se les conoce como trofozoitos.

Los trofozoitos absorben la hemoglobina del eritrocito liberando un producto de digestión

conocido como hemozoina. Después de un período de crecimiento los trofozoitos sufren un

proceso de división asexual conocido como esquizogonia. El núcleo del parásito se divide de 3 a

5 veces seguida de una división citoplasmática dando origen así a los esquizontes multinucleados.

En los esquizontes maduros ocurre una segmentación del núcleo y el citoplasma produciéndose

los merozoitos de forma redondeada. Cuando el proceso de esquizogonia se completa, el

eritrocito estalla y los merozoitos son liberados a la circulación, estos invaden a nuevos

eritrocitos produciendo una nueva generación de parásitos bajo el mismo proceso. El proceso de

esquizogonia se repite varias veces durante el curso de la infección resultando en un incremento

progresivo de la parasitemia (Gilíes y Warrel, 1993; Galinski y Barnwell, 1996; Kwiatkowski y

Marsh, 1997).
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Figura 1. Ciclo biológico de Plasmodium spp.

Al avanzar la infección se observan en la sangre los gametocitos, formas del parásito que,

al igual que las etapas asexuales son intraeritrocíticos, se desconoce el estímulo o mensaje

responsable de su producción a partir de merozoitos, aunque existen varias hipótesis que tratan de

explicarlo. La primera hipótesis sugiere que hay dos tipos de esquizontes, unos que producen

solamente gametocitos y otros que producen exclusivamente parásitos asexuales. De acuerdo a



esta hipótesis, este proceso se llevaría a cabo durante el crecimiento de un parásito asexual en

donde factores ambientales estarían ligados a este proceso, de tal manera que un esquizonte

maduro produce merozoitos que ya están comprometidos para desarrollarse como asexuales o

gametocitos antes de la invasión al eritrocito (Alano y Cárter, 1990; Lobo y Kumar, 1998).

Otra hipótesis sugiere que los merozoitos no están comprometidos al momento de la

invasión a los eritrocitos y que durante la primera etapa de desarrollo (etapa de anillo) el parásito

es susceptible a factores que lo comprometen a seguir su desarrollo hacia etapas asexuales o

sexuales (Alano y Cárter, 1990; Lobo y Kumar, 1998).

Además, se ha hipotetizado que hay una señal primaria, la cual podría ser de naturaleza

ambiental, que estaría activando a un gen o grupo de genes que estarían determinando cuales

parásitos entrarían en el ciclo sexual y se desarrollarían hasta gametocitos o bien cuales

permanecerían en el ciclo asexual y se desarrollarían como merozoitos. La expresión de tales

genes podría dictar cuales de los parásitos comprometidos a desarrollarse a etapas sexuales se

desarrollarían como gametocitos femeninos o masculinos. Sin embargo, muy pocos genes

expresados específicamente en las fases sexuales han sido clonados y el papel que juegan sus

productos proteicos no se ha determinado todavía (Lobo y Kumar, 1998).

Los macro y microgametocitos pasan por varias etapas de crecimiento y diferenciación

durante su maduración en el eritrocito, tardan de 8 a 17 días en madurar a partir de la invasión

del merozoito. En el caso de P. falciparum este proceso se ha dividido en 5 etapas distinguibles

por cambios en la organización celular (Alano y Cárter, 1990; Lobo y Kumar, 1998), además de

la duplicación del material genético (Janse et al, 1987). Los gametocitos maduros tienen formas

diferentes según la especie de Plasmodium, pero en general hay diferencias morfológicas entre

ellos.

1.3 ESTRATEGIAS DE CONTROL

Las estrategias actuales de control de la malaria consisten en tres métodos principales

(WHO, 1998), el primero es el control.del vector con insecticidas adulticidas y larvicidas.

Anteriormente se empleaba el DDT, pero actualmente se están empleando piretroides sintéticos o

carbamatos que pueden ser efectivos en un periodo de 6 a 12 meses. El segundo es la protección

del humano, que puede ser directa (ropa, repelentes) o por barrera (mosquitero), y el tercero es el

tratamiento profiláctico de la persona infectada con drogas bajo varios esquemas terapéuticos. En



este último caso, se está empleando actualmente un número limitado de drogas entre las que se

encuentran la mefloquina, halofantrina, derivados de artemisa y amodiaquina. En el futuro se

contempla además el control mediante el uso de vacunas (Gilíes y Warrell, 1993; Galinski y

Barnwell, 1996; Kwiatkowski y Marsh, 1997; Holder, 1999).

En la última década se ha realizado mucha investigación para el desarrollo de una vacuna

contra la malaria. Una vacuna efectiva podría constituir una poderosa herramienta adicional a los

programas de control. Mas de una docena de vacunas están actualmente en desarrollo, y se espera

que dentro de los próximos 15 años pueda estar disponible alguna de ellas (WHO, 1998).

1.4 VACUNAS CONTRA Plasmodium spp.

Las vacunas contra P. vivax y P. falciparum actualmente en desarrollo se preparan con

fines preventivos (etapas pre-eritrocíticas), curativos (etapas eritrocíticas) y para el bloqueo de la

transmisión (fases sexuales ó zigóticas en el vector, Galinski y Barnwell, 1996; Kwiatkowski y

Marsh, 1997; Holder, 1999; Taylor-Robinson, 2000).

1. Las vacunas de etapas pre-eritrocíticas están dirigidas contra los esporozoitos con el fin

de prevenir la infección provocada por el mosquito antes de que los parásitos causen los

padecimientos clínicos. Este tipo de vacunas probablemente no proteja completamente contra la

infección, pero si lograría reducir el número de parásitos en la circulación, disminuyendo el

riesgo de una enfermedad severa (Kwiatkowski y Marsh, 1997; Hoíder, 1999).

Anticuerpos dirigidos contra antígenos presentes en la superficie de esporozoitos (CSP)

podrían neutralizar la infectividad de la mayoría de los esporozoitos en la circulación. A su vez,

los esporozoitos que invadan los hepatocitos activarían una respuesta inmune celular dirigida

contra péptidos de origen parasitario expresados en la superficie de los hepatocitos. Estas

respuestas celulares, asociadas o no con citocinas, y posiblemente con anticuerpos podrían

destruir a los hepatocitos infectados o inactivar a los parásitos que se desarrollan en ellos. De este

modo, se reduciría el número de parásitos que entran en la circulación, disminuyendo la

progresión de la enfermedad (Sinnis et al, 1996; Doolan y Hoffman, 1997; Taylor-Robinson,

2000).

2. Las vacunas contra etapas asexuales están desarrolladas para prevenir o reducir la

severidad de la infección y la enfermedad, disminuyendo la morbilidad y la mortalidad. Este tipo

de vacuna es antiparasítica y puede estar encaminada a inhibir la replicación del parásito



previniendo la entrada del merozoito a los eritrocitos, o bien atacando al parásito una vez que ya

esta dentro del eritrocito (Holder, 1999). Se han detectado antígenos en la superficie de

merozoitos que serían el blanco de esta vacuna (MSP-1, MSP-2, MSP-3, AMA-1, EBA-175 y

RAP-1, Doolan y Hoffman, 1997).

Otro tipo de vacunas antimaláricas son las antitóxicas, que se basan en el hecho de que

adultos expuestos frecuentemente a la infección manifiestan síntomas leves de la enfermedad.

Esto ocurre debido a la ruptura de los eritrocitos parasitados durante la liberación de merozoitos,

o bien de bioproductos dañinos durante la replicación del parásito, estimula la producción de

factores celulares en el huésped como el factor necrosante tumoral alfa (TNFcc por sus siglas en

inglés), que incrementan la patogénesis de la enfermedad. Se sabe que anticuerpos que inhiben

estas toxinas reducen los síntomas de la enfermedad (Playfair et al, 1990; Bate et al, 1992).

Mediante la inducción de anticuerpos neutralizantes o inhibiendo la citoadherencia de los

eritrocitos parasitados se podría reducir la severidad de la enfermedad (Kwiatkowski y Marsh,

1997; Taylor-Robinson, 2000).

3. La estrategia del bloqueo de transmisión se basa en la inducción de una respuesta

humoral en el huésped vertebrado contra las etapas sexuales extraceíulares presentes en el vector,

el micro y macrogameto, el zigoto y el oocineto (Galinski y Barnwell, 1996; Kaslow, 1997). La

ingestión de gametocitos intraeritrocíticos por el mosquito al momento de la toma de sangre

desencadenan el proceso de gametogénesis, esto es, la maduración de los gametocitos para

convertirse en gametos y su liberación de las membranas eritrocíticas. Los gametos están

expuestos a otros componentes que circulan también en la sangre tales como leucocitos,

anticuerpos y complemento. Se han detectado anticuerpos dirigidos contra proteínas de la

superficie de gametos que interfieren con la fertilización, inhibiendo el reconocimiento celular

que además favorecen la destrucción de los gametos mediada por complemento. Ejemplos de

estos antígenos son las proteínas que se expresan en etapas de prefertilización (Pfs 230, Pfs

48/45, Pfg 27/25, Pfsl6, Kaslow, 1997; Doolan y Hoffman, 1997; Kwiatkowski y Marsh, 1997).

Otra estrategia de bloqueo de la transmisión es mediante anticuerpos dirigidos contra

antígenos que se expresan en la etapa postfertilización (Pfs 25, Pfs 28), los cuales bloquean el

desarrollo de los oocinetos y pueden interferir en el desarrollo normal de los esporozoitos

(Kaslow, 1997, Doolan y Hoffman, 1997; Kwiatkowski y Marsh, 1997; Healer et al, 1999).

La estrategia de bloqueo de la trasmisión no está dirigida a la protección directa del



receptor, sino que contribuiría a reducir la enfermedad dentro de una comunidad en su conjunto.

Debido a que no se interrumpe la trasmisión completamente, se ha asumido que este tipo de

vacuna podría ser utilizada en áreas de baja incidencia contribuyendo a reducir la transmisión por

abajo del umbral crítico requerido para mantener la población de mosquitos infectados, o bien

como componente de una vacuna múltiple en combinación con componentes parasitarios de

etapas asexuales en áreas de alta trasmisión, orientada no solo al control sino a la erradicación de

la malaria (Doolan y Hoffman, 1997; Miller y Hoffman, 1998; Taylor-Robinson, 2000).

Sin embargo, a pesar del esfuerzo llevado a cabo por numerosos investigadores en el

mundo, todavía no existe una vacuna antimalárica. Esta tarea se ha visto entorpecida debido a la

complejidad del ciclo de vida del parásito, a que las distintas etapas del parásito son diferentes

morfológicamente y a la diversidad de antígenos, además de la inmunidad etapa específica,

aunado a la carencia de conocimientos de la interacción compleja del parásito con el sistema

inmune del vertebrado.

1. 5 ASPECTOS CLÍNICOS DE LA MALARIA

La malaria se caracteriza por paroxismos febriles que ocurren cada 48 o 72 h, según la

especie de que se trate, con periodos asintomáticos sin fiebre y una tendencia a la recrudescencia

en periodos de meses o años (WHO, 1996).

La severidad de la enfermedad depende de la especie y de la cepa del parásito, así como

de la distribución geográfica, edad, estado nutricional y de inmunidad del individuo. Los

síntomas de la enfermedad son: fatiga, dolor de cabeza, mareos, escalofríos, dolor de pecho,

espalda, abdomen y huesos, anorexia, nausea, vómito, diarrea, anemia debida a la ruptura de los

eritrocitos y a la eritofagocitosis y se detecta un aumento de tamaño en el bazo e hígado (Gilíes y

Warrel, 1993). El enfermo atraviesa por paroxismos febriles que ocurren cuando los esquizontes

se rompen de manera simultánea, liberando toxinas que estimulan al huésped a producir citocinas

pirógenas tales como el TNFa. Durante estos paroxismos, la temperatura se eleva hasta los 40-

41°C, presentándose incluso delirios; la duración total del paroxismo es de 8 a 12 h en promedio.

El intervalo del paroxismo febril está determinado por la duración del ciclo eritrocítico asexual,

tienen una duración de 48 h en P. falciparum, P. vivax y P. ovale, produciéndose paroxismos en

días alternados es decir el día 1 y 3 por lo que se conoce como fiebre terciaria. Para el caso de P.

malariae los paroxismos se presentan los días 1 y 4 por lo que se conoce como fiebre cuaternaria



(Gilíes y Warrel, 1993; Kwiatkowski y Marsh, 1997).

Después del paroxismo, el enfermo experimenta la sensación de frío, seguida de otra

etapa de intenso calor. Los casos severos de la enfermedad ocasionados'principalmente por P.

falciparum se caracterizan por los siguientes trastornos: anemia severa, hipoglucemia, fallas

renales, disfunción hepática, edema pulmonar, alteraciones de electrolitos en el fluido, colapso

circulatorio, hemolisis intravascular intensa, ruptura del bazo y patologías cerebrales con

convulsiones y coma que ocasionan la muerte (Gilíes y Warrel, 1993; Galinski y Barnwell, 1996;

Kwiatkowski y Marsh, 1997; WHO, 1998).

Después de varios años de exposición a la infección se ha desarrollado una inmunidad

adquirida contra el parásito. La protección contra la enfermedad nunca es completa, no se sabe

por que algunas infecciones son fatales y otras no. Aunque los marcadores de virulencia en ei

parásito no han sido identificados hay algunas indicaciones de que los parásitos difieren en

virulencia. La composición genética del huésped también tiene un papel importante en la defensa

contra el parásito, mientras que los mecanismos de inmunidad se desconocen todavía. Una

infección con P. falciparum induce una variedad de respuestas, humorales y celulares, con

respuestas específicas y no específicas, algunas de las cuales son protectoras. Sin embargo, el

parásito desarrolla mecanismos contra estos defensas. Hasta el momento ninguna de las vacunas

que se están desarrollando ha resultado ser efectiva contra la enfermedad (Leri et al, 1997).

2. ANTECEDENTES

Cada etapa del ciclo de vida de P. falciparum (esporozoitos, etapas hepáticas, asexuales y

gametocitos) interactúa de manera particular con el sistema inmune del huésped. Se han

identificado múltiples mecanismos de respuesta inmune tanto humoral como celular dirigidos

contra las diferentes etapas del ciclo de vida de Plasmodiurn, tanto de respuesta innata como

adquirida (Gilíes y Warrel, 1993; Dick et al, 1996; Kwiatkowski y Marhs, 1997; Holder, 1999).

2.1 RESPUESTA INMUNE INMEDIATA CONTRA Plasmodium spp.

2.1.1 Respuesta humoral

Se han detectado anticuerpos dirigidos contra proteínas presentes en la superficie de

esporozoitos en poblaciones humanas de áreas endémicas, particularmente contra la proteína

circunesporozoítica que cubre la superficie del parásito esporozoito (CSP, Allsopp y Gilbert,



(Gilíes y Warrel, 1993; Kwiatkowski y Marsh, 1997).

Después del paroxismo, el enfermo experimenta la sensación de frío, seguida de otra

etapa de intenso calor. Los casos severos de la enfermedad ocasionados'principalmente por P.

falciparum se caracterizan por los siguientes trastornos: anemia severa, hipoglucemia, fallas

renales, disfunción hepática, edema pulmonar, alteraciones de electrolitos en el fluido, colapso

circulatorio, hemolisis intravascular intensa, ruptura del bazo y patologías cerebrales con

convulsiones y coma que ocasionan la muerte (Gilíes y Warrel, 1993; Galinski y Barnwell, 1996;

Kwiatkowski y Marsh, 1997; WHO, 1998).

Después de varios años de exposición a la infección se ha desarrollado una inmunidad

adquirida contra el parásito. La protección contra la enfermedad nunca es completa, no se sabe

por que algunas infecciones son fatales y otras no. Aunque los marcadores de virulencia en ei

parásito no han sido identificados hay algunas indicaciones de que los parásitos difieren en

virulencia. La composición genética del huésped también tiene un papel importante en la defensa

contra el parásito, mientras que los mecanismos de inmunidad se desconocen todavía. Una

infección con P. falciparum induce una variedad de respuestas, humorales y celulares, con

respuestas específicas y no específicas, algunas de las cuales son protectoras. Sin embargo, el

parásito desarrolla mecanismos contra estos defensas. Hasta el momento ninguna de las vacunas

que se están desarrollando ha resultado ser efectiva contra la enfermedad (Leri et al, 1997).

2. ANTECEDENTES

Cada etapa del ciclo de vida de P. falciparum (esporozoitos, etapas hepáticas, asexuales y

gametocitos) interactúa de manera particular con el sistema inmune del huésped. Se han

identificado múltiples mecanismos de respuesta inmune tanto humoral como celular dirigidos

contra las diferentes etapas del ciclo de vida de Plasmodiurn, tanto de respuesta innata como

adquirida (Gilíes y Warrel, 1993; Dick et al, 1996; Kwiatkowski y Marhs, 1997; Holder, 1999).

2.1 RESPUESTA INMUNE INMEDIATA CONTRA Plasmodium spp.

2.1.1 Respuesta humoral

Se han detectado anticuerpos dirigidos contra proteínas presentes en la superficie de

esporozoitos en poblaciones humanas de áreas endémicas, particularmente contra la proteína

circunesporozoítica que cubre la superficie del parásito esporozoito (CSP, Allsopp y Gilbert,



1996; Tine et al, 1996; Kwiatkowski y Marhs, 1997) y el antígeno LSA -1 (liver stage antigen

por sus siglas en inglés, Kwiatkowski y Marhs, 1997; Doolan y Hoffman, 1997). Los niveles de

anticuerpos son bajos en niños pequeños y se incrementan con la edad del individuo. Estos

anticuerpos son capaces de bloquear la invasión de los esporozoitos al hepatocito o bien eliminar

al esporozoito mediante opsonización o lisis mediada por complemento (Gilíes y Warrel, 1993;

Kwiatkowski y Marhs, 1997; Doolan y Hoffman, 1997; Holder, 1999).

i Anticuerpos dirigidos contra la superficie de merozoitos y proteínas que son

externalizadas del complejo apical de los organelos involucrados en el reconocimiento e invasión

al eritrocito determinan un papel importante en la inmunidad contra las etapas asexuales. Estos

anticuerpos de los subtipos IgGl, IgG3 e IgM pueden inhibir la invasión de los merozoitos a

eritrocitos, aglutinar a los eritrocitos infectados, bloquear la maduración intraeritrocítica del

parásito o permitir que mecanismos y células efectoras dependientes de la fracción Fe, por

ejemplo los macrófagos, puedan eliminar las células infectadas (Jakobsen, 1995; Holder, 1999).

Se han identificado por lo menos siete antígenos relevantesb asociadas con la superficie de

merozoitos y ocho en el roptrio y organelos apicales del micronema. Una de las proteínas mas

intensamente estudiadas es la MSP-1 (merozoite surface protein por sus siglas en inglés) que es

la más abundante en la superficie de merozoitos; anticuerpos contra esta proteína correlacionan

con protección contra episodios clínicos de la enfermedad (Egan et al, 1996; Kwiatkowski y

Marhs, 1997).

Los merozoitos pueden ser neutralizados por anticuerpos dirigidos contra antígenos de

superficie (por ejemplo MSP-1, MSP-2, MSP-3, AMA-1, EBA-175, RAP-1). Algunos

merozoitos pueden sobrevivir e invadir eritrocitos; anticuerpos contra algunos antígenos

expresados en o sobre la superficie del eritrocito (tales como HRP-1, PfEMPl) pueden eliminar

al eritrocito infectado o inhibir la citoadhetencia (Doolan y Hoffman, 1997).

Además, la expresión de proteínas de origen parasitario en la superficie de eritrocitos

infectados es un blanco para los anticuerpos. Un ejemplo de esto es la proteína PfEMP-1 (P.

falciparum erythrocyte membrane protein-1 por sus siglas en inglés) la cual es la principal

molécula involucrada en la unión al endotelio vascular. Sin embargo, el parásito ha desarrollado

la capacidad de variar antigenicamente esta proteína funcionando posiblemente como mecanismo

de evasión inmune (Su et al, 1995; Kwiatkowski y Marhs, 1997).

La respuesta humoral contra las etapas asexuales involucra anticuerpos que aglutinan
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merozoitos al momento o justo después de la ruptura de los esquizontes maduros, o bien

anticuerpos que bloquean la invasión de los merozoitos al eritrocito, así como anticuerpos que

eliminan al eritrocito infectado, ya sea directamente o mediante opsonización y fagocitosis

subsecuente.

Los anticuerpos también pueden liberar o neutralizar las toxinas solubles del parásito.

Además, se han detectado anticuerpos que evitan que los eritrocitos infectados se adhieran a las

células endoteliales (citoadherencia) mediante el bloqueo de la interacción del ligando y del

receptor (Doolan y Hofmann, 1997).

Se han identificado proteínas en la superficie de gametocitos, gametos y zigoto que son

blanco de anticuerpos que bloquean el desarrollo del parásito (Holder, 1999). En poblaciones

humanas infectadas por vía natural se han detectado anticuerpos contra las proteínas de 230 y

48/45 kDa presentes en los gametocitos, la primera esta correlacionada con supresión de la

infectividad de los gametocitos a los mosquitos (Dufíy y Kaslow, 1997; Kwiatkowski y Marsh,

1997). Además se han identificado anticuerpos dirigidos contra proteínas de la superficie de los

gametocitos o los gametos dentro de los eritrocitos infectados, ya sea directamente o a través del

complemento, o bien anticuerpos que interfieren con la fertilización, o que inhiben la

transformación del zigoto a ooquineto, así como también bloquean la salida del ooquineto del

estómago del mosquito (Doolan y Hoffman, 1997).

También se han detectado anticuerpos contra exoantígenos de P. falciparum que han sido

asociados con protección contra episodios sintomáticos de la enfermedad (Jakobsen et al, 1991;

Riley et al, 1992; Jakobsen, 1995).

2.1.2 Respuesta celular

El parásito una vez dentro del hepatocito es blanco de la inmunidad celular. Se han

identificado antígenos específicos en las etapas hepáticas del parásito. Los antígenos de

esporozoitos son procesados por las células del huésped y presentados en su superficie en

combinación con moléculas del MHC (Complejo Principal de Histocompatibilidad) clase I. Esta

presentación permite el reconocimiento por linfocitos T citotóxicos CD8+ en colaboración con

células asesinas naturales (NK) y macrófagos que producen radicales de oxigeno y nitrógeno lo

que permite la eliminación de la célula infectada mediante lisis directa y/o mediante la

estimulación de linfocitos T CD4+ que producen citocinas tales como IFNy, IL-2, IL-4 e IL-5 que
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contribuyen a la eliminación del parásito intracelular. Potencialmente, cualquier proteína del

parásito expresada en la etapa hepática podría estimular al sistema inmune y permitir la

eliminación del parásito en esta etapa (Kwiatkowski y Marsh, 1997; Holder, 1999). Péptidos

derivados de los antígenos del parásito expresados en la superficie de los hepatocitos en

combinación con moléculas del MHC activan respuestas de linfocitos CD4+ y CD8+. Estas

respuestas de linfocitos T, con o sin asociación con citocinas y posiblemente también con

anticuerpos, puede destruir a los hepatocitos infectados, eliminar o inactivar el desarrollo de los

parásitos dentro de ellos (Doolan y Hoffman, 1997).

Una vez dentro del eritrocito, y debido a que estas células no expresan moléculas del

complejo principal de histocompatibilidad, la eliminación del parásito por linfocitos T citotóxicos

no es determinante (Holder, 1999). Se ha observado in vitro que esquizontes intraeritrocíticos y

merozoitos libres de P. falciparum son fagocitados por neutróíllos polimorfonucleares,

monocitos y macrófagos (Dick et al, 1996). Los eritrocitos infectados con esquizontes son

fagocitados de manera más eficiente que aquellos que están infectados con anillos inmaduros,

probablemente debido a la expresión de antígenos derivados del parásito en la superficie del

eritrocito; pero la fagocitosis contra eritrocitos infectados con gametocitos es mínima (Healer et

ah 1999).

El bazo también desempeña un papel muy importante en la protección anti-palúdica

incrementando la capacidad de filtración y destrucción de los eritrocitos parasitados y mediante la

inducción de linfocitos residentes de memoria T y B (Cruz-Cubas et al, 1993; Dick et al, 1996).

Los macrófagos del bazo tienen un papel importante en la defensa inmune contra las etapas

asexuales. La eliminación de merozoitos y eritrocitos parasitados se facilita por anticuerpos

específicos, producidos bajo el control de linfocitos CD4+.

Aunque los gametocitos no se multiplican o causan síntomas en humanos, estos estimulan

reacciones inmunes dirigidos contra ellos. Sin embargo, la reacción inmune contra los antígenos

de superficie de etapas sexuales es limitada. Las estructuras internas de los gametocitos son

altamente inmunogénicas pero normalmente no son alcanzadas por el sistema inmune, excepto

cuando hay destrucción por daño citológico o por apoptosis (Vanham y Bisalinkumi, 1995;

Dooían y Hoffman, 1997).
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2.2 RESPUESTA INMUNE ADQUIRIDA CONTRA Plasmodium spp.

La inmunidad a Plasmodium requiere exposiciones repetidas al parásito, una razón de

esto es la capacidad del parásito de variar los antígenos que estimulan la producción de

anticuerpos que confieren protección. La protección mediada por anticuerpos es principalmente

del subtipo IgG que activan las funciones citotóxicas y fagocíticas de los neutrófílos y monocitos.

También hay una producción elevada de anticuerpos IgE. Sin embargo, los complejos inmunes

que contienen IgE son dañinos mas que protectores ya que entrecruzan los receptores de IgE

(CD23) en los monocitos, originando una sobreproducción local de TNFoc, uno de los principales

patogénicos en esta enfermedad. Los linfocitos T son esenciales para la adquisición y regulación

de la inmunidad contra la enfermedad. Las principales células son los linfocitos CD4+ Thl y Th2

y las células T y8+. El balance entre las citocinas producidas por los diferentes tipos celulares es

crítico para el curso de la infección; el IFNy tiene un efecto muy importante de protección

(Perlmann y Troye-Blomberg, 2000).

2.2.1 Respuesta humoral

La inmunidad humoral contra la infección con Plasmodium necesita de una larga y continua

exposición al parásito para mantenerse, esta inmunidad contra la enfermedad es específica de la

especie y la etapa (Marsh, 1992).

Niños que viven en áreas rurales con la enfermedad endémica y una alta tasa de transmisión

sufren varios episodios de la enfermedad en sus primeros años de vida. En áreas endémicas, un

grado sustancial de protección es conferido de la madre al hijo durante un breve período, 3 a 6

meses después del nacimiento por transferencia de anticuerpos. Después viene un período de

susceptibilidad máxima en infantes (18 meses a 4 años) que es el periodo de mayor mortalidad.

Los niños mayores pueden tener parásitos en su circulación presentando pocos síntomas. Esta

protección va declinando a medida que los niños crecen y durante la adolescencia (Snow et al,

1998).

No es del todo claro si la resistencia en neonatos es principalmente de origen fisiológico (por

ejemplo eritrocitos que contienen hemoglobina fetal que no son aptos para el desarrollo del

parásito o bien la leche materna que es deficiente en ácido p-aminobenzoico que es un nutriente

esencial para los parásitos) o inmunológico (mediando por anticuerpos trasferidos a través de la

placenta, Brabin et al, 1990). Sin embargo, cuando los mecanismos innatos decaen, los infantes
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se vuelven susceptibles a las manifestaciones clínicas de la infección. Después de repetidas

exposiciones, se piensa que la inmunidad se adquiere en dos sentidos: primero el niño desarrolla

mecanismos para neutralizar los efectos de las toxinas derivadas del parásito, los cuales a su vez

median la liberación de pirógenos endógenos y, segundo, el niño desarrolla mecanismos que

eliminan los parásitos o inhiben su replicación (Playfair et al, 1990). De esta manera los niños

tienden a desarrollar resistencia a los efectos clínicos de la infección (inmunidad clínica) antes de

que desarrollen mecanismos de control de la densidad de parásitos (inmunidad antiparasitaria,

Riley, 1999). Los adultos que viven en áreas endémicas presentan menos parásitos que los niños

y rara vez desarrollan los síntomas clínicos de la enfermedad, pero continuamente están

infectados, aunque tienen un cierto grado de inmunidad antiparasítica (Kwiatkoski, 1992). Se han

detectado anticuerpos antiesporozoitos de los subtipos IgM, IgD e IgG en individuos de

poblaciones endémicas, que confieren protección contra la enfermedad (Gilíes y Warrel, 1993;

Jakobsen, 1995; Riley, 1999).

En las infecciones con P. vivax los anticuerpos contra los gametocitos pueden suprimir o

aumentar la transmisión, dependiendo de los niveles de estos y la producción de citocinas puede

además modular la transmisión haciendo a los gametocitos no infectivos. Las respuestas de

anticuerpos contra los gametocitos son mas frecuentes en personas que han experimentado uno o

pocos ataques de malaria, en contra de los que han sido expuestos mas frecuentemente

(Karunaweera et al, 1992).

Anticuerpos dirigidos contra antígenos solubles pueden inhibir la activación de linfocitos

T o bloquear la señal que induce la liberación de TNFcc por parte de los macrófagos. Tales

anticuerpos podrían neutralizar el efecto de pirógeno estimulado por estos antígenos solubles, y

han sido detectados en el suero de pacientes (Jakobsen et al, 1991).

2.2.2 Respuesta celular

A) Respuesta inflamatoria

Como se mencionó anteriormente, el paludismo es caracterizado por ataques febriles

inducidos por la liberación de pirógenos endógenos tales como el TNFa, IL-4, IL-1 e IL-6 y es

acompañada de una disminución temporal y profunda de linfocitos T circulantes. Esta

disminución al parecer es debida a la migración de linfocitos T periféricos al bazo e hígado

(Dickeífl/, 1996).
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Los parásitos inducen directamente ía producción de TNFa por parte de los macrófagos,

y esto inicia las respuestas pirogénicas características que se presentan durante ía infección. A su

vez P. falciparum, causante de la malaria cerebral, induce un incremento en la expresión de

moléculas de adhesión en las células endoteliales del cerebro permitiendo el secuestro de

eritrocitos infectados con P. falciparum y la interferencia con la perfusión cerebral ocasionando

el coma (Miller et al, 1994). Los eritrocitos infectados con P. vivax no se unen al endotelio y esta

es la razón por la cual no causan trastornos cerebrales. A pesar de que altas concentraciones de

TNFa están involucradas en la patogénesis, a concentraciones fisiológicas esta citocina tiene

actividad antiparasítica (Rockett et al, 1992). El efecto es probablemente mediado a través de la

activación de macrófagos que producen radicales tóxicos incluyendo el óxido nítrico (Anstey et

al, 1996). De este modo, niveles bajos de TNFa, son benéficos mientras que a concentraciones

altas son patogénicos.

Al igual que con el TNFa, los niveles de IFNy, se han asociado con la resolución de la

infección (Herrera et al, 1992). El IFNy se produce después de las primeras 24 h de estimulación

in vitro y los niveles se incrementan gradualmente hasta los 5 o 7 días de cultivo, esta respuesta

es dependiente de IL-12, lo que sugiere que la fuente inicial de producción de esta citocina son

las células NK. Es posible que el IFNy producido por estas células pueda contribuir al control de

la primera etapa de parasitemia. A su vez, la activación de las células NK correlaciona de manera

positiva con los niveles de producción de IFNy (Riley, 1999).

Sin embargo, altos niveles de IFNy se asocian con la patología (Riley et al, 1991). La

adquisición de inmunidad clínica ha sido asociada con una disminución en la capacidad para

producir IFNy en respuesta a los antígenos del parásito (Chizzoloni et al, 1990). De este modo, la

resistencia o susceptibilidad a la enfermedad depende en gran medida en la inducción de niveles

apropiados de TNFa e IFNy.

La presencia de otras citocinas durante la infección con Plasmodium está bien

documentada. En la fase aguda de la enfermedad en pacientes infectados con P. falciparum se

han detectado niveles altos de TNFa, IL-1, IL-la, IL-6, IFNy, IL-4 e IL-10 (Cruz-Cubas et al,

1994; Jakobsen et al, 1997). A su vez, se ha encontrado que los exoantígenos estimulan la

producción de TNFa, IL-6, IL-2 e IFNy (Luty et al, 1994; Fell et al, 1994). En sobrenadantes de

cultivo con monocitos, células mononucleares periféricas y parásitos se encontraron altos niveles
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de IL-la, IL-6, IL-8, IL-10 y en menor cantidad IL-2, IL-4 e IFNy (Wahlgren et al, 1995).

En infecciones agudas con P. vivax, en pacientes no inmunes, se ha observado un nivel

elevado de TNFa durante los paroxismos coincidiendo con la ruptura de los esquizontes. Durante

estos episodios hay una disminución de la infectividad de los parásitos (gametocitos) a los

mosquitos. La pérdida de infectividad durante el paroxismo se debe a que son eliminados los

gametocitos intraeritrocíticos circulantes, esto es mediado por el TNFa en conjunto con otros

factores del suero no identificados. Estos efectos pueden ser contrarrestados por la adición de un

anticuerpo policlonal contra el TNFa. En las infecciones producidas por Plasmodium spp. la

ruptura de los eritrocitos conteniendo esquizontes durante la esquizogonia permite la liberación

de exoantígenos del parásito los cuales estimulan a las células mononucleares para producir

TNFa. Los sobrenadantes de esos cultivos tomados después de 48 h de incubación tienen un

potente efecto para matar los parásitos y estos efectos se contrarrestan mediante la adición de

anticuerpos anti TNFa (Mendis y Cárter, 1992).

B) Inmunosupresión

Se han reportado alteraciones en la competencia de la respuesta inmune en pacientes

infectados con Plasmodium durante la etapa aguda de la enfermedad, provocando una

inmunosupresión. Este fenómeno se ha demostrado in vitro estimulando a linfocitos de pacientes

con antígenos o mitógenos (Mendis y Cárter 1995). Durante esta etapa hay una disminución

temporal pero profunda en el número de linfocitos circulantes, y se cree que esto es debido a la

migración de células de la circulación a órganos tales como el bazo e hígado (Langhorne et al,

1992). Riley et al (1989) reportaron que los antígenos de Plasmodium son los responsables de

esta inmunosupresión, ya que extractos de esquizontes disminuyeron la respuesta proliferativa a

antígenos no palúdicos y a mitógenos en CMC de pacientes en etapa aguda, sugiriendo una

inmunosupresión no específica durante la malaria aguda. Esta inmunosupresión podría ser debida

a anticuerpos linfocitotóxicos, o bien a un incremento de linfocitos CD8+ supresores y a una

activación defectuosa de linfocitos T cooperadores. Se ha sugerido que los macrófagos pueden

presentar diferentes alteraciones funcionales durante la fase aguda de la enfermedad, tales como

un retraso en la capacidad de movilidad y activación, disminución en la capacidad para presentar

antígenos, además de una alteración en la capacidad para producir citocinas, lo que estaría

contribuyendo a la inmunosupresión (Riley et al, 1989;, Alves et al, 1992). La falta de
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proliferación de los linfocitos se ha asociado con una producción deficiente de IL-1 por los

monocitos. En individuos infectados con P. falciparum y P. vivax durante la etapa aguda la

respuesta proliferativa de los linfocitos en respuesta a la fitohemaglutinina A (PHA) fue mínima

en comparación con la respuesta de los controles no infectados (Alves et al, 1992). Se ha

sugerido que esta falta de respuesta se debe a una producción insuficiente de citocinas

estimuladoras tales como IL-1, IL-6 e IFNy por parte de los monocitos y macrófagos.

C) Respuesta proliferativa

Se han reportado incrementos en el número absoluto y relativo de linfocitos T y6+ en

infecciones causadas por P. falciparum (Ho y Webster, 1990), así como un incremento de estas

células durante los paroxismos febriles causados por P. vivax (Perera et al, 1994; Goodier et al,

1995). A su vez se ha observado la expansión de linfocitos yS+ en pacientes infectados con P.

falciparum y P. vivax en etapa aguda. Las células que proliferaron principalmente fueron del

fenotipo V82 seguidas de V51 . Estas células continuaron expandiéndose por 2 meses después

de la infección (Schwartz et al, 1996).

Elloso et al (1996), empleando CMC estimuladas con antígenos de etapas asexuales de P.

falciparum, encontraron que la proliferación máxima de linfocitos y8+ ocurre después de la

proliferación máxima de linfocitos a(3+CD4+. Si se eliminan los linfocitos ap antes de la

estimulación con el antígeno se reduce de manera significativa la proliferación de los 78 , lo que

sugiere que los linfocitos CD4+ estarían ayudando a los y8 a responder contra el antígeno. Pero

si se eliminan los linfocitos y8+ no se altera la expansión de los CD4+. Si se agrega IL-2 o IL-5 se

restaura la capacidad de los y8+ para proliferar en aquellos cultivos depletados de las células

CD4+. Además, anticuerpos monoclonaíes específicos contra las subunidades a y p del receptor

de IL-2 inhiben la expansión de linfocitos y8 en cultivos estimulados con antígenos. Lo que

sugiere que la proliferación de linfocitos yS en respuesta al antígeno de paludismo es

dependiente de la presencia de células ap CD4 , pero el requerimiento de estas células es

mediante citocinas que usan el receptor de IL-2.

La habilidad de los parásitos causantes del paludismo de inducir proliferación de

linfocitos T en personas que nunca han sido expuestas a estos antígenos ha sido ampliamente

reportada. Dick et al (1996) reportaron que CMC de sujetos no palúdicos proliferaron en
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respuesta a un extracto de esquizontes de P. falciparum pero no a los ERNI. Las células que

respondieron fueron CD3+ TCR a|3+, CD4+, CD45RO+ y se produjo IFNy e IL-2R. Waterfall et al

(1998) observaron que CMC de donadores no expuestos proliferaron en respuesta a extractos de

esquizontes de P. falciparum y a sobrenadantes de cultivo de éstos, las células que respondieron

fueron Iinfocitos ap+ CD4+, mientras que con esquizontes vivos respondieron los linfocitos y8+.

Los esquizontes vivos pero no los extractos indujeron la producción de IL-2 a 5 días de

estimulación. Los linfocitos y8+ se activaron en presencia de los extractos solo cuando se les

agregó IL-2. Estos resultados sugieren que la inducción de IL-2 por los parásitos vivos

contribuye a activar a la población de linfocitos yS+.

Linfocitos y5+ de individuos no palúdicos, específicamente del subtipo Vy9+,

respondieron a esquizontes de P. falciparum m vitro. La respuesta de estas células al antígeno fue

inhibida por anticuerpos anti-MHC clase I y II. Sin embargo, la inhibición por anticuerpos anti-

MHC Clase II se revierte por ia adición de IL-2, mientras que la inhibición por anticuerpos anti-

clase I no se revierte. Los linfocitos CD4+ también se activan en respuesta a estos antígenos.

Considerando lo anterior, se ha sugerido que los linfocitos y5 que por si mismas no reconocen

moléculas del MHC clase II, requieren de una respuesta clase II dependiente que estaría dada por

las células T CD4+. Estas últimas proveerían las citocinas necesarias para la activación,

crecimiento y división de las células Vy9 que reconocen componentes del parásito y moléculas

del MHC clase I (Morris-Jones et al, 1996). En base a estos datos, se ha sugerido que los

linfocitos yS+ tienen un papel importante en la respuesta inmune contra P. falciparum,

funcionando como células citotóxicas no restringidas al MHC dirigidas contra los parásitos

intraeritrociticos. Las citocinas producidas por estos pueden inducir, a su vez, la producción de

citocinas inflamatorias tales como TNFa e IL-6 y contribuir a la inmunopatología de la

enfermedad (Ho et al, 1994), por lo anterior, a los linfocitos y8+ se les han atribuido funciones

inmunoregulatorias (Rzepczyck et al, 1997); además, producen perforina y esterasas de serina

(Elloso et al, 1994). A su vez, se ha reportado que linfocitos yS+ inhiben el crecimiento de las

etapas asexuales, mientras que los a(3+ activados no lo hacen, por lo que se ha sugerido que los

linfocitos y8+ desempeñan un papel importante en la eliminación de parásitos de Plasmodium

(Troye-Blomberg et al, 1999).
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2.3 RESPUESTA INMUNE CONTRA LOS GAMETOCITOS DE Plasmodium spp.

En contraste con la gran cantidad de información referente a la respuesta del huésped a las

etapas asexuales del parásito, muy poco se sabe acerca de la respuesta humoral y celular contra

los gametocitos. Antes de alcanzar la madurez, los gametocitos atraviesan por un desarrollo

complejo (gametocitogénesis) el cual permanece poco entendido (Sinden, 1996; Lobo y Kumar,

1998). Estos están inmersos en el ambiente circulatorio que por medio de la estimulación

provocada por las etapas asexuales es policlonal, con respuestas tipo Th2 y con un incremento de

linfocitos yS+ y CD8+ (Mendis y Cárter, 1995).

Una vez que la célula recibe la señal para el inicio de la gametocitogénesis, se activan

nuevas vías de desarrollo que involucran el cese del ciclo asexual y la activación de nuevos

patrones de transcripción y síntesis de proteínas y glicolípidos (Day et al, 1998). Sinden (1983)

reportó la síntesis de al menos 26 proteínas durante la etapa III a V de gametocitos, seis de las

cuales son exclusivas de los gametocitos.

El desarrollo de los gametocitos se ha dividido en 5 etapas, cada una de las cuales está

acompañada de cambios en la organización celular acompañados del ensamblaje de filamentos de

actina y microtúbulos (Alano y Cárter, 1990; Lobo y Kumar, 1998). Durante la maduración, las

etapas I-IV están secuestradas y la etapa V de gametocitos aparece en circulación después de 8 a

14 días, y requieren de 3 días mas para ser infectivos al mosquito y en el caso de P. falciparum

pueden permanecer en esta etapa durante varias semanas (Day et al, 1998). Durante la etapa I de

P. falciparum los gametocitos tienen forma redonda y son prácticamente indistinguibles de los

trofozoitos. En la etapa II A (día 3) el gametocito pierde su forma redondeada y empieza a

elongarse; al quinto día tiene forma oval, y ya se pueden distinguir los macrogametocitos de los

microgametocitos (etapa III); en la etapa IV son simétricos, tienen forma elongada y delgada, el

macrogametocito presenta mayor concentración de ribosomas, retículo endoplásmico, aparato de

Golgi y mitocondrias, finalmente en la etapa V adquieren forma de salchicha y el eritrocito ya

esta completamente deformado (Day et al, 1998; Lobo y Kumar, 1998).

Se ha reportado que los eritrocitos infectados con gametocitos inmaduros expresan

ligandos de citoadherencia derivados de los parásitos, permitiendo así que los gametocitos

puedan refugiarse en los vasos sanguíneos (Rogers et al, 1996). Además, se sabe que hay

cambios en el perfil de citoadherencia de los gametocitos a medida que estos van madurando. Los
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gametocitos inmaduros y las etapas asexuales se unen a la molécula CD36 mientras que los

gametocitos de etapas maduras no lo hacen, lo que sugiere que hay perdida del ligando original

de citoadherencia de la superficie de gametocitos de segunda etapa. Sin embargo, in vivo los

gametocitos de etapa II a IV continúan adhiriéndose por lo que pueden expresar otros ligandos en

la superficie de los eritrocitos infectados (Day et al, 1998). Estudios post mortem en humanos y

en modelos animales revelan que el secuestro de gametocitos se da principalmente en el bazo y

en médula ósea (Smalley et al, 1980). Recientemente se ha encontrado que las moléculas ICAM-

1, CD49c, CD166 y CD164 actúan como posibles receptores de células de la médula.ósea para la

adhesión de los gametocitos (Rogers, 2000).

La Tabla 1 resume las proteínas específicas de gametocitos que han sido identificadas en

P. falciparum y en P. vivax así como su posible función.

2.3.1 Respuesta humoral

Se han detectado anticuerpos contra las proteínas extracelulares de gametocitos de P.

falciparum que pueden inhibir la infectividad de los gametocitos a los mosquitos. Estos antígenos

han sido propuestos como candidatos para incluirse en una vacuna para el bloqueo de la

transmisión. Uno de los posibles mecanismos para el bloqueo de la transmisión es mediante la

lisis de gametos mediada por complemento y anticuerpos (Healer et al, 1997).

Además, se ha detectado que anticuerpos IgG obtenidos de suero hiperinmune de

pacientes infectados con P. falciparum reconocen la superficie de gametocitos de etapas

tempranas (etapa I a II-A) pero no etapas posteriores (Day et al, 1998).

En individuos infectados con P. falciparum se detectaron anticuerpos contra la proteína Pf

11-1 que participa en el proceso de ruptura de los eritrocitos durante la gametogénesis (Scherf et

al, 1992). A su vez, empleando sueros de pacientes de áreas endémicas infectados con P.

falciparum se detectaron anticuerpos contra las proteínas Pfs 230 y Pfs 48/45 kDa que se

sintetizan durante la maduración del gametocito en el huésped vertebrado y están expresadas en

la superficie del parásito intracelular. Los anticuerpos que median la lisis de los gametos

detectados en los sueros fueron IgGl y/o IgG3 dirigidos contra las proteínas de superficie de los

gametos (Healer et al, 1997). La proteína de Pfs 230 es el blanco principal de anticuerpos que

fijan complemento y esto es importante en el bloqueo de la transmisión mediado por anticuerpos

(Alano y Cárter, 1990; Riley et al, 1995; Roeffen et al, 1995; Healer et al, 1997).
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Proteína

Pfll-1

Pfl6

Pvs20

Pvs24

Pf25

Pvs25

Pfg 27

Pvs28

Pfs32

Pfs40

Pv 42/37

Pf 48/45

Tabla 1. Proteínas especificas de gametocitos

Especie

P. falciparum

P. falciparum

P. vivax

P. vivax

P. falciparum

P. vivax

P. falciparum

P. vivax

P. falciparum

P. falciparum

P. vivax

P. falciparum

Ubicación

membrana de la vacuola
parasitófora de micro y

macrogametocitos

vacuola parasitófora de
macrogametos, en zigotos y

esporozoitos

gametocitos

gametocitos

citoplásmica, se expresa en
la superficie de gametos,

zigoto y ooquineto

gametocitos

en gametocitos desde
etapas tempranas,

abundante en la etapa II

gametocitos

citoplasma de micro y
macrogametocitos

membrana del parásito

citoplasma de
macrogametocitos

en citoplasma de micro y
macrogametocitos,

abundante en la etapa III,
se expresa en la superficie

de gametos

de Plasmodium spp.

Función

contribuye a la ruptura del
eritrocito durante la

gametogénesis

bloqueo de la transmisión,
candidato a vacuna

desconocida

desconocida

bloqueo de la transmisión

bloqueo de la transmisión

bloqueo de la transmisión

bloqueo de la transmisión

desconocida

desconocida

desconocida

bloqueo de la transmisión

Referencias

Kumar y Cárter, 1984
Scherfeía/, 1993

Bruce et al, 1994

Premawansa et al,
1994

Premawansa et al,
1994

Targett, 1990
Duffy y Kaslow,

1997

Hisaeda et al, 2000

Contreras et al, 1998
Lobo y Kumar, 1998

Hisaeda et al, 2000

Alano et al, 1991
Lobo et al, 1994

Rawlings et al, 1992

Premawansa et al,
1994

Healer, 1997
Milck et al, 1998

Lobo y Kumar, 1998
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Alfa
tubulina II

50kDa

Pvs57

Pf77

Pfs83

Pfl20

Pf 205

Pfs230

PfEMP-1

Pfg 377

P. falciparum

P. vivax

P. falciparum

P. falciparum

P. falciparum

P. falciparum

P. falciparum

P. falciparum

P. falciparum

en el axonema de
microgametocitos a partir

de etapa III

gametocitos

citoplasma de
macrogametocitos

citoplasma de
macrogametocitos

citoplasma de micro y
macrogametocitos

citoplasma de
macrogametocitos

citoplasma, micro y
macrogametocitos,

abundante en la etapa III,
se expresa la superficie

de gametos

en la superficie de
eritrocitos infectados con

trofozoitos y en las
primeras etapas de

gametocitos

en macrogametocitos
maduros

participa en los cambios
morfológicos que ocurren
durante la exflagelación y

en la motilidad del
parásito

desconocida

desconocida

desconocida

desconocida

desconocida

bloqueo de la transmisión

regular la producción de
gametocitos, induciendo
la maduración de estos

desconocida

Rawlings et al, 1992
Silvestrini et al, 2000

Premawansa et al,
1994

Baker et al, 1995

Kumar y Cárter, 1984

Vermeulen et al,
1986

Kumar y Cárter, 1984

Targett, 1990
Healereítz/, 1997

Roerffen et al, 1995
Lobo y Kumar, 1998

Pipereía/, 1999

Silvestrini et al, 2000

Para el caso de P. vivax, se han detectado anticuerpos contra las proteínas recombinantes

Pvs 25 y Pvs 28 que son candidatos para el bloqueo de la transmisión (Hisaeda et al, 2000). Estas

proteínas fueron expresadas en levaduras y secretadas como proteínas recombinantes y ratones

vacunados contra estas proteínas desarrollan una fuerte respuesta de anticuerpos. El antisuero

contra estas proteínas recombinantes reconocen a estas moléculas en gametocitos cultivados in

vitro aislados de pacientes infectados con P. yivax. El desarrollo del parásito se inhibió

completamente cuando estos antisueros fueron ingeridos por los mosquitos en una comida de

sangre.
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Durante la infección aguda con P. vivax, la mayoría de los individuos desarrollan una

inmunidad que suprime la infectividad de los gametocitos a los mosquitos. Esta inmunidad es

mediada por anticuerpos y esta dirigida contra los parásitos en el intestino del mosquito justo

después de la comida de sangre (Mendis et al, 1987; Cárter y Mendis, 1991).

Con las proteínas de gametocitos de P. vivax se ha detectado un mayor polimorfismo

entre los antígenos de superficie de gametos. Infecciones naturales con P. falciparum inducen

respuestas de anticuerpos contra proteínas presentes en la superficie de los gametocitos y en los

gametos que pueden inhibir la infectividad de los gametocitos a los mosquitos, pero esta

respuesta puede involucrar la reactividad con una serie de epítopes diferentes, interacciones entre

anticuerpos y puede ser secuencial (Targett, 1990).

2.3.2 Respuesta celular

La existencia de una respuesta celular contra las etapas sexuales fue demostrada por

primera vez por Harte et al (1985) evidenciando una inmunidad bloqueadora de la transmisión

del parásito en ratones. Respuestas inmunes de tipo celular tanto específicas como no específicas

dirigidas contra los gametocitos de P. falciparum y P. vivax han sido identificadas en poblaciones

humanas infectadas naturalmente (Riley et al, 1990; Baird et al, 1991). Riley et al (1990)

estimularon con Usados de gametocitos CMC de pacientes infectados con P. falciparum. Estas

células respondieron proliferando y produciendo IFNy, además se detectaron anticuerpos

antigametocitos en el suero de estos pacientes. Estas CMC proliferaron además al ser estimuladas

con la proteína Pf 48/45 pura. En individuos no palúdicos, la respuesta a los gametocitos fue baja.

En infecciones agudas con P. vivax, y durante los paroxismos clínicos, se ha detectado

una disminución de la infectividad de gametocitos asociada con un decremento en el número de

microgametocitos y no de macrogametocitos, circulando en sangre (Ramsey et al, 1996) y ha

sido relacionado con niveles elevados de TNFa y de IFNy en la sangre y con otros factores

todavía no identificados presentes en el suero del huésped (Mendis y Cárter, 1992; Naonatune et

al, 1991). En preparaciones de linfocitos periféricos de pacientes inmunes estimulados con

Usados gametocitarios se han identificado respuestas proliferativas y productivas de IFNy in vitro

(Scherf et al, 1993) y se ha documentado in vitro e in vivo que el nitrógeno reactivo disminuye la

infectividad de los gametocitos a mosquitos. Niveles elevados de TNFa no parecen tener efecto

en ensayos de toxicidad (Motard et al, 1993).
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Healer et al (1999) reportaron que monocitos y macrófagos así como linfocitos

polimorfonucleares pueden fagocitar gametos extracelulares in vitro. Sin embargo, la fagocitosis

de los gametocitos maduros intracelulares es muy ineficiente, lo que apoya la evidencia que muy

pocos antígenos específicos del parásito en esta etapa están expresados en la superficie del

eritrocito. In vitro la fagocitosis se correlacionó de manera positiva con los niveles de anticuerpos

IgGl contra las proteínas Pfs 230 y Pfs 48/4.

Goodier y Targett (1997) empleando CMC de donadores no palúdicos encontraron que los

gametocitos de P. falciparum, al igual que los trofozoitos inmaduros preferencialmente activan a

linfocitos CD4+, pero no detectaron activación de y8+.

Estos pocos estudios reflejan la falta de conocimientos respecto a la respuesta inmune

humoral y celular específica contra los gametocitos y su papel en la regulación de la

gametocitogénesis, de los niveles de gametocitos en la circulación y de la infectividad.

2.4 EXOANTIGENOS

Los exoantígenos o antígenos solubles son proteínas liberadas al plasma o al medio de

cultivo cuando los eritrocitos infectados se rompen. Alternativamente, estas moléculas pueden ser

secretadas del eritrocito infectado durante la maduración del parásito o bien ser liberadas de los

merozoitos durante la invasión al eritrocito (Jakobsen, 1995; Hommel, 1997).

Los exoantígenos fueron detectados por primera vez en 1968 en el plasma de pacientes

infectados con P. falciparum y han sido divididos en grupos de acuerdo a su estabilidad al calor

así como a su punto isoeléctrico (Jakobsen, 1995). Se ha sugerido que tienen características

comunes con las endotoxinas bacterianas tales como los LPS (Riley et al, 1991). Algunos de

estos exoantígenos son glicoproteínas (ver Tablas 2 a 4, Jakobsen, 1995) y se ha reportado que

algunos contienen fosfolípidos que se pueden unir a la membrana del eritrocito por interacciones

hidrofóbicas (Bate et al, 1990).

En las Tablas 2 a 4 se resumen los exoantígenos de P. falciparum y P. vivax reportados

hasta el momento, así como sus características principales. A su vez, en la Figura 2 se muestra la

localización de algunos exoantígenos de P. falciparum antes de su liberación. Hasta el momento,

los exoantígenos identificados y reportados en la literatura provienen de etapas asexuales.

Los exoantígenos pueden facilitar la entrada de los merozoitos al eritrocito, y se cree

además que se liberan para evadir al sistema inmune. Otros han sido considerados como
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productos de desecho y pueden inducir reacciones de protección o dañinas (Jakobsen, 1995)

como se verá mas adelante.

Los exoantígenos son capaces de inducir una respuesta humoral. Existen evidencias de

que en monos vacunados con sobrenadantes de cultivo de P.falciparum se induce una inmunidad

protectora contra el cuadro clínico agudo (James, 1989). El potencial de los exoantígenos como

herramientas de inmunodiagnóstico ha sido sujeto de numerosos estudios. Algunos exoantígenos

de P. falciparum han sido propuestos como candidatos para incluirlos en una vacuna tales como

el GBP, PfHRPII, PfMSP-1, RESA y SERP (Jakobsen, 1995; Holder, 1999; Taylor-Robinson,

2000). La vacunación con exoantígenos podría proporcionar un medio de protección contra los

efectos clínicos de la enfermedad generando una inmunidad anti-enfermedad mediante la

reducción en la producción de citocinas. Sin embargo, para tal fin sería necesario que estos

exoantígenos tengan la habilidad de estimular linfocitos T y generar memoria (Bate et al, 1992,

Holder, 1999).

Se han detectado anticuerpos anti RESA del tipo IgG (prevalencia de 42.7%) e IgM

(prevalencia de 45%) en niños de África infectados con P. falciparum en etapa aguda

(Chumpitazi et al, 1996). A su vez, en pacientes adultos se detectaron anticuerpos del subtipo

IgG2 e IgM dirigidos contra exoantígenos de P. falciparum en pacientes agudos (Ferreira et al,

1994). Los anticuerpos contra los exoantígenos pueden conferir protección mediante la

aglutinación de merozoitos, inhibiendo la invasión de los merozoitos a los eritrocitos, o bien

bloqueando la maduración del parásito, además de colaborar con las células fagocíticas

(Jakobsen, 1995).

Los exoantígenos son capaces de activar a diferentes células del sistema inmune.

Exoantígenos activan neutrófilos y monocitos in vitro resultando en la producción de radicales

libres (Kharazmi et al, 1987). Exoantígenos individuales Agí, Ag 2, Ag7, PfMSP-1, PÍHSP70,

RESA, GLURP, RAP-1 y SERP activan linfocitos en individuos expuestos (Riley et al, 1988;

Rzepczyk et al, 1989; Jakobsen et al, 1990; Jakobsen et al, 1991; Jakobsen et al, 1993; Jakobsen

et al, 1994). A su vez, los exoantígenos estimulan la producción de citocinas por parte del

huésped tales como TNFa, IFNy, IL-1 e IL-6 (Taverne et al, 1990; Karunaweera et al, 1992;

Jakobsen et al, 1993; Kristensen y Jakobsen, 1996), además de mecanismos que involucran

radicales de oxígeno, derivados de óxido nítrico y peróxido (Jakobsen, 1995). Esta respuesta por

un lado es benéfica para la eliminación del parásito y por el otro, es responsable de muchas de las
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patologías de la enfermedad como lo es la producción de fiebre (Bate et al, 1992; Jakobsen et al,

1995). Los exoantígenos, a través de un componente de fosfolípidos estimulan a los macrófagos

de ratón a secretar TNFa. El componente activo que estimula su producción contiene fosfato

unido a inositol. Los exoantígenos de P. yoelii destoxificados por defosforilación o digestión con

lipasas no inducen la producción de TNFa. Dos diferentes partes de la molécula están

involucrados en esta inducción: uno requiere la presencia de fosfato unido a inositol y el otro no

(Batee* a/, 1992).

Exoantígenos obtenidos de eritrocitos parasitados con P. vivax estimulan a macrófagos a

producir TNFa (Bate et al, 1992; Jagadeesan et al, 1999). El antisuero obtenido contra estos

exoantígenos inhibe su secreción y también inhibe la actividad de los exoantígenos de P.

falciparum y de P. yoelii, lo que estaría indicando que los exoantígenos de diversas especies

comparten epítopes comunes (Bate et al, 1990; Bate et al, 1992). Sin embargo, cuando los

exoantígenos son purificados mediante detergentes o a partir de eritrocitos infectados, no se

produce TNFa y baja la secreción de IL-6 indicando que se requiere además de otros

componentes (Jakobsen et al, 1993; Jakobsen et al, 1994). Los componentes proteicos y

fosfolípidicos de los exoantígenos podrían participar en la inducción de la enfermedad. Las

proteínas pueden incrementar la patología de la enfermedad inducida por los fosfoíípidos

estimulando a los linfocitos T a secretar IFNy haciendo a los macrófagos más responsivos a la

estimulación por los fosfolípidos (Jakobsen, 1995).

A su vez, se sabe que exoantígenos de P. falciparum y P. berghei inducen la proliferación

de células de bazo y de médula ósea murinas y la producción de IFNy en cultivos de 5 días in

vitro, así como la expansión de células CD3+. Estos exoantígenos de diferentes especies pueden

inducir una proliferación significativa y liberación de citocinas tipo Thl en células murinas

independientemente de la exposición previa (Bordmann et al, 1997).
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Eritrocito infectado con un trofozoito

Parásito y citoplasma
del eritrocito:

Vacuola parasitofora
Antígeno-S
ABRA
GLURP
SERP
Agí
Ag2

Merozoiio

Citoplasma
del parásito:
PfHSP70-l

Citoplasma del
eritrocito:
GPB

Superficie del parásito:
PfMSP-1

Superficie:
Pf MSP-1

Roptrios:
AMA-1
proteasa p76
RAP-1
RhopH3

Micronemas:
EBA-1

Granulos densos:
RESA

RESA Y RHOP3 están insertados en la membrana del eritrocito
después de la invasión del merozoito.

Figura 2. Exoantígenos de Plasmodium spp.
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2.5 LINFOCITOS T y5+

La caracterización de los linfocitos y6+ es relativamente reciente y aún es mucho lo que se

desconoce sobre ellos. Se sabe que existen en todas las especies que tienen sistema linfoide,

encontrándose en sangre y en otros tejidos, sugiriendo que confieren una ventaja evolutiva. En la

sangre humana constituyen del 1 al 5% de las CMC y se dividen en dos subtipos principales:

Vy9V52 y V81 (Rzepczyk et al, 1997). Secretan citocinas tales como IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5,

IFNy, TNFa y p, GM-CSF y TGFp (Moore et al, 2000). Los linfocitos y5+ tienen un papel

centinela, participan en el monitoreo de la integridad celular, detectando y destruyendo células

infectadas o transformadas (Worku et al, 1997), y desempeñan un papel muy importante en la

respuesta a la infección con patógenos intracelulares causantes de listeriosis (Skeen et al, 2001),

paludismo (Pichyangkul et al, 1997), toxoplasmosis y leishmaniasis (Saha et al, 1999). Son un

componente crítico en la respuesta inflamatoria contra infecciones con micobacterias (Moore et

al, 2000), y también participan en la respuesta inmune contra diversos virus como VIH, herpes,

vaccinia, estomatitis vesicular, influenza, activándose y migrando a los sitios de replicación viral

(Sciammas y Bluestone, 1999). Esta protección podría deberse a la citotoxicidad directa sobre los

microorganismos seguido del reconocimiento de ligandos específicos del parásito o a través de la

citotoxicidad sobre células infectadas o células con estrés como resultado de la expresión de

proteínas de estrés. Otros mecanismos de protección pueden involucrar la secreción de citocinas

que promuevan la activación de otros mecanismos inmunes como la inmunidad celular (Dieli et

al, 2000).

Existe una controversia sobre el hecho de que estas células expresan en su superficie

correceptores como el CD4+ o CD8+. La mayoría de linfocitos y5+ humanos y de ratón son CD4"

CD8". Sin embargo, mas del 80% de los linfocitos y8+ esplénicos de rata expresan una isoforma

de CD8 (Straube y Hermann, 2000) y linfocitos yS+CD8+ constituyen la subpoblación más

abundante de linfocitos mtra-epiteliales en ratones (Hanninen y Harrison, 2000). Existen reportes

que señalan que los linfocitos y5+ requieren además de moléculas accesorias como CD2 y LFA-3

(Wang y Malkovsky, 2000). En un linfoma de linfocitos yS+ se detectó la expresión de los

marcadores CD2, CD3, CD7, CD8 y CD56 pero no expresan el CD4 (Lin et al, 1999). Linfocitos

y5+ de vagina de ratón expresan los marcadores CD44, CD62L, CD45RB, LFA-1, CD2 y CD28

(Rakasz et al, 1997). Estos datos sugieren que estas células pueden utilizar moléculas

coestimuladoras en conexión con el TCR para inducir la activación y la diferenciación además de
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expresar moléculas de adhesión VCAM-1, VLA-4 e ICAM-1 (Leca et al, 1995, Behr-Perst et al,

1999).

La naturaleza del antígeno reconocido por los linfocitos y8+ y el proceso de

reconocimiento de este aún no se conoce. Se ha sugerido que reconocen superficies o epítopes de

una manera parecida a las inmunoglobulinas (Worku et al, 1997). Las células Vy9V52+ humanas

reconocen antígenos no peptídicos de una manera distinta que la vía clásica empleada por las

células a|3+, ya que es sin restricción al MHC. Este procesamiento de antígeno estaría

permitiendo respuestas muy rápidas contra los antígenos y las señales generadas por moléculas

accesorias, como el CD2, el LFA-3 e IL-2, pueden contribuir de una manera integrada a la

regulación de estas células (Wang y Malkovsky, 2000). En infecciones con brucelosis aguda,

estas células se activan por pequeñas moléculas no peptídicas que son producidas por el parásito

y son liberadas por las células dañadas después de la infección (Ottones et al, 2000).

3. JUSTIFICACIÓN

Mientras que algunos estudios han sido enfocados en la respuesta inmune que

desencadenan en el huésped vertebrado las moléculas de etapas asexuales, pocos estudios se han

enfocado en las respuestas desencadenadas por los gametocitos. Así mismo, existen carencias de

conocimientos acerca del papel que desempeña la inmunidad celular en el bloqueo de la

transmisión de Plasmodium y en especial su función en la modulación de los gametocitos en la

circulación. Esta falta de conocimientos ha dado paso a que las estrategias actuales para el

desarrollo de vacunas bloqueadoras de la transmisión, no contemplen las etapas sexuales

intraeritrocíticas residentes en la circulación del huésped humano, aunque es bien conocido que

ocurre un bloqueo en la infección natural.

Con el conocimiento de las interacciones huésped-gametocito y específicamente de la

respuesta adquirida, se podría contemplar a largo plazo el desarrollo y el uso de un reactivo

inmunoterapeútico y/o una vacuna contra estas etapas, los cuales podrían ser usados en

combinación con drogas profilácticas y también como refuerzo a otras medidas de control para

bloquear la transmisión del parásito.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar la respuesta proliferativa de las células mononucleares circulantes (CMC) de

pacientes palúdicos o post-palúdicos en respuesta a antígenos de gametocitos de Plasmodium.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

1) Determinar la capacidad que presentan los antígenos de gametocitos sonicados y de

exoantígenos derivados de estas mismas etapas para estimular una reacción proliferativa en CMC

de pacientes palúdicos con diferente memoria inmunológica (infección primaria o secundaria).

2) Caracterizar el perfil proliferativo de las CMC en diferentes etapas de infección con

Plasmodium.

5. METODOLOGÍA

A. Obtención de material biológico

Se trabajó en colaboración con el Centro de Investigación de Paludismo en Tapachula,

Chiapas y con la Secretaría de Salud del Estado de Oaxaca para la captación de pacientes

infectados con P. vivax y con la Secretaria de Salud del Estado de Tabasco para la captación de

pacientes infectados con P. falciparum. Se canalizaron pacientes de infección primaria y

secundaria en la etapa aguda de la infección, así como pacientes de infección primaria o

secundaria que tuvieron la infección en un período de 2 meses a 15 años previos a la toma de

muestra, tal como se indica en la Figura 3, e individuos febriles no palúdicos procedentes de la

misma zona como control.

t lO A14 2 MESES 22 MESES 15 AÑOS

DÍAS
INFECCIÓN

TIEMPO

Figura 3. Cronograma de infección con Plasmodium spp.

34



4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar la respuesta proliferativa de las células mononucleares circulantes (CMC) de

pacientes palúdicos o post-palúdicos en respuesta a antígenos de gametocitos de Plasmodium.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

1) Determinar la capacidad que presentan los antígenos de gametocitos sonicados y de

exoantígenos derivados de estas mismas etapas para estimular una reacción proliferativa en CMC

de pacientes palúdicos con diferente memoria inmunológica (infección primaria o secundaria).

2) Caracterizar el perfil proliferativo de las CMC en diferentes etapas de infección con

Plasmodium.

5. METODOLOGÍA

A. Obtención de material biológico

Se trabajó en colaboración con el Centro de Investigación de Paludismo en Tapachula,

Chiapas y con la Secretaría de Salud del Estado de Oaxaca para la captación de pacientes

infectados con P. vivax y con la Secretaria de Salud del Estado de Tabasco para la captación de

pacientes infectados con P. falciparum. Se canalizaron pacientes de infección primaria y

secundaria en la etapa aguda de la infección, así como pacientes de infección primaria o

secundaria que tuvieron la infección en un período de 2 meses a 15 años previos a la toma de

muestra, tal como se indica en la Figura 3, e individuos febriles no palúdicos procedentes de la

misma zona como control.

t lO A14 2 MESES 22 MESES 15 AÑOS

DÍAS
INFECCIÓN

TIEMPO

Figura 3. Cronograma de infección con Plasmodium spp.

34



1. Obtención de sangre: De cada paciente se extrajeron 20 mi de sangre (previo consentimiento)

en vacutainers estériles con anticoagulante (0.081 mi de EDTA al 15%) los cuales se

mantuvieron a 4°C. Una vez en el laboratorio, la sangre se procesó bajo condiciones estériles. Se

separó el plasma mediante centrifugación a 850xg por 10 min en una centrífuga Hermle.

2. Obtención de las CMC: La separación de las CMC de los pacientes y controles se hizo

mediante un gradiente de densidad con Lynfoprep (Nycomed) empleando sangre diluida 1:1 con

medio RPMI 1640 (GIBCO-BRL 23400-021) con garamicina (4 ng/ml) centrifugando a 850xg

durante 15 min. En la interfase se obtuvieron las CMC y después de lavarlas con RPMI se

determinó su concentración y viabilidad con Azul tripano al 0.4% en una cámara de Neubauer al

microscopio de contraste de fases con el objetivo de 40X (Olympus). Las células (1x10 - 1x10')

se congelaron en criotubos estériles con medio RPMI suplementado con 35% de suero fetal

bovino y 10% de glicerol durante 24 h a -70 °C y posteriormente en nitrógeno líquido hasta su

uso.

3. Cultivo y aislamiento de parásitos de Plasmodium: Se emplearon dos cepas previamente

criopreservadas de P. falciparum: NF54 (que produce etapas asexuales y sexuales) y 7901 (solo

asexuales). Las cepas se mantuvieron en cultivo en frascos de 25 cm^ con 6 mi de RPMI 1640

completo conteniendo 10% de plasma O Rh+ descomplementado, 2 mM de L-glutamina, 25 mM

de hepes, 29 mM de bicarbonato de sodio, 0.25% de hipoxantina, 50 U de penicilina/ml y 4

|ig/ml de garamicina con 300 |J,1 de células O Rh+ (los eritrocitos se lavaron tres veces con RPMI

sin plasma ni hipoxantina y se mantuvieron a 4 °C hasta su uso) a 37 °C en una incubadora

(Nuaire) con 5% de CO2, 8% de 02 y 87% de N2. El medio de cultivo se reemplazó cada 48 h.

Eritrocitos frescos no infectados se cultivaron bajo las mismas condiciones como control.

Después del aislamiento de las CMC, los glóbulos rojos de los pacientes infectados con P.

vivax se mantuvieron en cultivo durante 48 h en medio RPMI suplementado con 20% de plasma

y 5 ng/ml de insulina-tranferrina (GIBCO-BRL). El medio de cultivo se reemplazó diariamente.

Las diferentes etapas de los parásitos tanto de P. vivax como de P. falciparum fueron

aisladas mediante un gradiente de densidad con Percoll (SIGMA) a 4 fases: 35%, 50%, 65% y

80% (modificado de Andrysiak et al, 1986; Ihalamulla y Mendis, 1987). En la parte superior se

agregó la sangre diluida al 25% con solución salina (0.9% de NaCl), se centrifugó a 850xg por 10
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min a 15 °C. Cada una de las interfases se colocó en tubos separados y después se lavaron

mediante centrifugación a l,200xg durante 5 min. El precipitado de cada fase fue resuspendido

en 0.5-1 mi de solución salina. Mediante este método en la interfase de 35% de obtuvieron

parásitos en etapa de anillos y trofozoitos, en la de 50% trofozoitos y esquizontes, en la de 65%

esquizontes y gametocitos y en la de 80% gametocitos principalmente.

Con objeto de obtener gametocitos con un 98% de pureza, los gametocitos aislados a

partir del gradiente de Percoll se mantuvieron en cultivo durante 36 a 48 h con 0.1% de

pirimetamina para eliminar la contaminación por etapas asexuales.

4. Obtención de antígenos sonicados y de exoantígenos: Los parásitos aislados fueron sonicados

tres veces por 30 seg cada vez en un sonicador de baño a 4 °C, se transfirieron a tubos eppendorf

estériles y se tomo una alícuota de la muestra para determinar la concentración de proteína

(Lowry et al, 1951). El resto de la muestra se mantuvo en congelación a -80 °C hasta su uso.

Para la obtención de exoantígenos (Ramsey et al, en prensa) se colectaron sobrenadantes de

cultivo sin plasma de 24 h de P. vivax y P. falciparum sin plasma y se centrifugaron a 6,000xg

durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se colectó y se traspasó a tubos eppendorf estériles y se

guardaron a - 80°C. Posteriormente los sobrenadantes fueron descongelados y centrifugados a

6,700xg, se dializaron en una membrana de exclusión de colodión con amortiguador de fosfatos

(PBS) a 4 °C y se tomó una muestra para determinar la concentración de proteína por el método

de Lowry (Lowry et al, 1951). Las proteínas fueron fraccionadas en una columna de intercambio

iónico Sephacryl S300Hr (Amersham Pharmacia Biotech) usando un amortiguador de 0.1 M

Tris-HCl pH 8.6. Se eluyeron aproximadamente 10 mi de 0.7 a 0.9 mg de proteína a 12 ml/h y las

fracciones eluidas fueron concentradas en una unidad de filtración Amicon. Las fracciones fueron

separadas posteriormente en una columna de DEAE-Sephacell (Amersham Pharmacia Biotech)

usando un amortiguador de 0.005 M Tris-HCl pH 8.0. Se eluyeron a 20 ml/h usando un gradiente

deNaClde0a0.5M.

Las proteínas aisladas de los sobrenadantes de parásitos fueron identificadas por

electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) al 7.5% o 12.5%, bajo condiciones

desnaturalizantes y reductoras. Los geles fueron teñidos con azul de Coomassie. Posteriormente,

las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa para la inmunodetección

empleando suero de pacientes que tenían solamente gametocitos o etapas asexuales circulantes.
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Los anticuerpos unidos a estas proteínas se detectaron usando un anticuerpo antihumano unido a

peroxidasa de rábano (GIBCO BRL) mediante una reacción colorimetrica de la peroxidasa

teniendo como sustrato al cloronaftol.

Para los ensayos de proliferación se empleó una mezcla de proteínas de gametocitos y

asexuales con un rango de peso molecular entre 51 y 98 kDa.

B. Determinación de la capacidad proliferativa de CMC con proteínas gametocitarias.

Las CMC se descongelaron en un baño maría a 37 °C (2 a 5 min) y se lavaron con RPMI

supíementado con 20% de suero fetal bovino (SFB) mediante centrifugación (140xg durante 5

min.). El sedimento se resuspendió en este mismo medio y se determinó la viabilidad y la

concentración celular con azul tripano al 0.4% en una cámara de Neubauer en un microscopio de

contraste de fases con el objetivo de 40X. Las CMC se incubaron con RPMI-SFB en placas de

96 pozos de fondo redondo (Nunc) durante 12 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo las células se

colectaron y se lavaron en RPMI supíementado con 10% de SFB a 140xg por 5 min.

Posteriormente, las células se colocaron en un gradiente de suero humano descomplementado al

100% y se centrifugaron a 140xg por 7 min. En la interfase se obtuvo el mayor porcentaje de

células muertas, mientras que las células vivas se obtuvieron en el sedimento (leucocitos y

macrófagos). La concentración y la viabilidad celular fueron determinados como se indicó

anteriormente, el 95% de células vivas fueron usadas en los ensayos de proliferación.

Para los ensayos de proliferación, 2x10^ células por pozo fueron incubadas por triplicado

en 200 jutl de RPMI con 10% de SFB y 5x10'5 M de p-mercaptoetanol en placas de 96 pozos. Las

CMC fueron estimuladas con 1 |ig/ml de lipopolisacáridos bacterianos (LPS) como antígeno

control, con el mitógeno Concanavalina A (Con A) 5 (ig/ml ó diversos tipos de antígeno de

Plasmodium (sonicados o exoantígenos) durante 120 h a 37 °C en una incubadora con 5% de

CO2- En las últimas 18 h de incubación, se agregó 0.5 jaCi de Timidina [3H] (Amersham

Pharmacia Biotech) por pozo en 10 ¡al de RPMI. Al final de la incubación se colectaron las

células en un cosechador de células (Skatron Instruments) y se determinó la incorporación de

Timidina ^H al DNA con un contador de centelleo (3 LS-5801 (Beckman). Para cada ensayo se

determinaron los índices de estimulación (IE) es decir, el promedio de las cuentas por minuto

(cpm) del antígeno ó mitógeno entre las cpm del control (Riley et al, 1990 y 1994).
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Con el objeto de conocer la respuesta proliferativa específica a los antígenos asexuales o a

los gametociíos totales se restó la respuesta del control con ERNI, mediante la razón: gametocitos

totales o bien antígenos asexuales/ERNI. Del mismo modo, la respuesta proliferativa específica a

los gametocitos se determinó mediante la siguiente razón: gametocitos totales/antígenos

asexuales.

C. Identificación de fenotipos de las CMC que responden a los antígenos de Plasmodium.

Con objeto de determinar los fenotipos de las poblaciones de linfocitos que proliferaron

en respuesta a la estimulación con antígenos de Plasmodium, se cultivaron 2x105 cels/ml en

placas de 96 pozos en presencia o ausencia de antígenos durante 5 días tal como se describió

anteriormente. Trascurrido el tiempo de incubación, las células fueron lavadas a 140xg durante 2

min en una centrifuga para placas de 96 pozos RT 6000 D (Sorvall) para eliminar el medio de

cultivo, y posteriormente las células fueron resuspendidas en 100 \ú de solución de FACS

(solución salina o PBS, 0.02% de NaN3 y 2% de suero fetal bovino descomplementado). Las

CMC fueron incubadas con un anticuerpo fluorescente específico, tal como se indica mas

adelante, empleando la cantidad sugerida por el fabricante durante 30 min a 4 °C, protegiéndolas

de la luz. Después de la incubación se lavaron con 200 \x\ de solución de FACS a 140xg durante 2

min, el precipitado fue resuspendido en 100 \x\ de solución de FACS y las células fueron fijadas

con 100 pl de paraformaldehido al 1%.

Anticuerpos específicos empleados:

Marcadores para linfocitos T: anti TCR y8-FITC (Endogen), anti TCR ap-FITC (Endogen) y

anti CD4-FITC/CD8-PE/CD3 PE-Cy5 (Immunotech).

Marcadores de activación para linfocitos T: anti CD2-FITC (Pharmingen), anti CD25-PE

(Pharmingen), anti CD69-FITC (Pharmingen)

Marcadores para linfocitos B: anti CD21-FITC (Immunotech).

Controtes de isotipo: anti IgG2b-FITC (Immunotech), anti IgGl-FITC (Immunotech) y anti

IgGl-FITC/IgGl-PE/IgGl PE-Cy5 (Immunotech).

El análisis de los fenotipos se hizo en un FACS SCAN empleando el programa Cell Quest

(Becton Dickinson). Con este programa se determinó el porcentaje de células positivas, es decir,

aquellas que están expresando al marcador en su superficie. Se obtuvieron los histogramas de

fluorescencia de las CMC de cada paciente estimuladas con los antígenos de P. vivax y de P.
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falciparum. En estos histogramas, la región marcada como MI fueron las células negativas al

marcador y la región marcada como M2 indica el porcentaje de células positivas.

Tomando como referencia el porcentaje de células positivas en las muestras del control

sin antígeno como el nivel basal, se determinó el porcentaje de incremento en la expresión del

marcador en las CMC estimuladas con gametocitos, antígenos asexuales o de ERNI como

control, esto se hizo para cada uno de los marcadores con cada uno de los pacientes. Una vez

obtenido este porcentaje de incremento con cada uno de los marcadores se obtuvo el promedio de

todos los pacientes de cada grupo.

Los gametocitos totales de Plasmodium están conformados por proteínas específicas a

esta etapa y por proteínas que comparten con los parásitos en etapas asexuales. Debido a esto,

para conocer la respuesta desencadenada específicamente por las proteínas de origen

gametocitario (estimulación gametocito-específica) fue necesario conocer la respuesta

desencadenada por los antígenos de etapas asexuales (estimulación asexual-específica). Además,

debido a que el desarrollo del parásito de Plasmodium en el huésped vertebrado es

intraeritrocitico se emplearon ERNI como control para eliminar la estimulación por las proteínas

de los eritrocitos.

Se determinó el porcentaje de estimulación y expresión de los diversos marcadores dado

por los gametocitos totales de Plasmodium (que contienen antígenos específicos de gametocitos y

antígenos asexuales) eliminando la respuesta a los ERNI mediante la siguiente razón:

Porcentaje de estimulación = estimulación con gametocitos - estimulación con ERNIx 100

con gametocitos totales estimulación con ERNI

A su vez, se determinó la estimulación específica desencadenada por las etapas asexuales

de Plasmodium eliminando la respuesta a los ERNI mediante la siguiente razón:

Porcentaje de estimulación = estimulación con asexuales - estimulación con ERNIx 100

asexual-específica estimulación con ERNI

Del mismo modo, se determinó el porcentaje de estimulación y expresión de los diversos

marcadores dado por los antígenos específicos de gametocitos de Plasmodium eliminando la
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respuesta a los antígenos asexuales mediante la siguiente razón:

Porcentaje de estimulación = estimulación con gametocitos - estimulación con asexuales X100

gametocito-específica estimulación con asexuales

Esto se hizo para cada uno de los marcadores con cada uno de los pacientes. Una vez

obtenido este porcentaje de estimulación se obtuvo el promedio de todos los pacientes de cada

grupo.

D. Análisis estadístico.

En los ensayos de proliferación se determinó el promedio y la desviación estándar de los

triplicados mediante el programa estadístico STATA versión 5. Se empleó la prueba de T de

Student para comparar los índices de estimulación y para el análisis de los fenotipos.

6. RESULTADOS

1. CAPACIDAD PROLIFERATIVA

1.1 CMC de etapa aguda estimuladas con antígenos sonicados de P. vivax

Se colectaron CMC de 4 pacientes con infección aguda causada por P. vivax procedentes

de los estados de Chiapas y Oaxaca, dos con infección primaria (REG y 596) y dos con infección

secundaria (601 y 642). Estas muestras se tomaron antes del inicio del tratamiento antipalúdico.

Los datos epidemiológicos de estos pacientes se muestran en la Tabla 5. Estas CMC fueron

estimuladas con 50 |ig/ml de antígeno sonicado de P. vivax obtenido de etapas asexuales, de

gametocitos o de ERNI. Como controles se emplearon CMC de un paciente febril no palúdico

procedente de Tapachula, Chiapas, y de un individuo no febril y no palúdico. Además de los

antígenos de Plasmodium, las CMC se estimularon con Con A y LPS tal como se indica en la

metodología.

En las CMC del control febril y del control no palúdico la respuesta proliferativa a los

antígenos asexuales y gametocitos no fue significativa (p<0.05, Tabla 6, Figura 4), Tanto en

CMC de pacientes de infección primaria como secundaria la respuesta a Con A y a los LPS fue

marcadamente menor que en los controles no infectados (Tabla 6), al parecer este fenómeno no

es dependiente del tipo de infección (primaria o secundaria). La respuesta a la Con A y LPS de
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las CMC del control febril fUe menor que en el control no febril.

a) antígenos asexuales

La respuesta proliferativa de las CMC de infección primaria al antígeno asexual fue

significativa en uno de dos pacientes (596, Tabla 6, Figura 4). La respuesta proliferativa

específica de estos dos pacientes al antígeno asexual fue 1.7 veces (rango 1.3 a 2.2) respecto a los

ERNI (Tabla 7).

En los dos pacientes con infección secundaria (601 y 642) se observó una respuesta

proliferativa específica contra las etapas asexuales comparándola con la respuesta a los ERNI,

estas diferencias fueron estadísticamente significativas (p<0.05, Tabla 5, Figura 4). La respuesta

proliferativa específica de estos pacientes de infección secundaria en respuesta al antígeno

asexual fue 1.8 veces (rango 1.6 a 2.1) respecto a los ERNI (Tabla 7). No se encontraron

diferencias en la magnitud de la respuesta proliferativa contra los antígenos asexuales en las

CMC de pacientes primarios comparándola con la respuesta de los pacientes secundarios.

b) gametocitos

En los pacientes de infección primaria la respuesta proliferativa gametocito-específica

(gametocito/asexual) no fue significativa (1.2 veces respecto a los antígenos asexuales, rango de

1.1 a 1.4, p<0.05). Sin embargo, las CMC de los dos pacientes de infección secundaria

proliferaron de manera específica y significativa en respuesta a los gametocitos sonicados de P.

vivax (Figura 4). La respuesta proliferativa fue 2.0 veces respecto a los antígenos asexuales

(p<0.05, Tablas 6 y 7). Esto esta sugiriendo una memoria adquirida que no está deprimida por la

infección aguda.

41



Tabla 5. Datos epidemiológicos de los pacientes infectados con P. vivax en etapa aguda.

Procedencia

Edad (años)

Sexo

Tipo de infección

Número de infecciones
previas

Tiempo de infección previa

Parásitos detectados en
sangre

Parasitemia total

Gametocitemia

Tomó algún medicamento

Días que lleva con malestar

Tiempo desde la última
calentura a la toma de

muestra

Frecuencia del ataque
febril

Padece otras enfermedades

P A
REG

Piedras Negras,
Oaxaca

15

M

primaria

0

o

asexual
y sexual

0.25 %

15%

no tomo

3

ese mismo día

cada tercer día

no

C I E

596
Tapachula,

Chiapas
12

M

Primaría

0

0

asexual
y sexual

0.2 %

12%

Febrax

no hay dato

24 horas

cada tercer día

no

N T

601
Tapachula,

Chiapas
37

M

secundaria

I

9 meses

asexual
y sexual

0.46 %

20%

Ampicilina

6

ese mismo día

cada tercer día

no

E

642
Tapachula,

Chiapas
44

M

secundaria

1

2 años

asexual
y sexual

0.3 %

40%

Isogen Plus
y Aralen

1

ese mismo
día

cada tercer
día

diabetes
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• Con A (x 10)
LPS(x10)

• Gametocitos
n Asexuales
• ERNI

CONTROL CONTROL REG (P) 596 (P) 601 (S) 642 (S)
NO FEBRIL FEBRIL

PACIENTE

Figura 4. Proliferación de CMC de pacientes infectados con P. vivax en etapa aguda

estimuladas con antígenos sonicados. Se estimularon las CMC de pacientes en etapa

aguda de la infección y controles no palúdicos con antígenos sonicados de etapas

asexuales o de gametocitos de P. vivax y con LPS o Con A. La proliferación celular se

midió mediante incorporación de Timidina [3H] y se determinaron los índices de

estimulación. La P índica pacientes de infección primaria y S pacientes de infección

secundaria.

TESIS C
FALLA TE 0
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Tabla 6. índices de estimulación de CMC de pacientes infectados con P. vivax en etapa aguda

estimuladas con antígenos sonicados.

PACIENTE
(tipo de infección)

REG
(primaria)

596
(primaria)

601
(secundaría)

642
(secundaría)

Control no febril

Control febril

CON A

2.5

12

3.4

3.0

130.0

34.0

LPS

2.5

8.2

4.1

2.6

26.0

12.0

GAMETOCITOS

1.5

3.0

5.4

3.4

1.2

1.2

ASEXUALES

1.1

2.7

3.0

1.6

0.9

0.9

ERNI

0.8

1.3

1.4

1.0

0.9

0.9

Tabla 7. Razón de proliferación antígeno-específíca en CMC de pacientes infectados con P.

vivax en etapa aguda estimuladas con antígenos sonicados.

PACIENTE
(tipo de infección)

REG
(primaria)

596
(primaria)

601
(secundaria)

642
(secundaria)

Control no febril

Control febril

GAMETOCITO/ERNI

1.8*

2.4*

4.0*

3.4*

1.3 ns

1.3*

ASEXUAL/ERNI

1.3 ns

2.2*

2.1*

1.6*

1.0 ns

1.0 ns

GAMETOCITO/ASEXUAL

1.4 ns

1.1 ns

2.0*

2.1*

1.2 ns

1.3 ns

ns = no significativo estadísticamente, * = significativo, p<0.05
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1.2 CMC de infecciones previas estimuladas con antígenos sonicados de P. vivax

1.2.1 Respuesta de las CMC de infección primaria previa

Se emplearon como controles CMC de dos pacientes negativos a P. vivax, los pacientes

DM y DR y de un paciente no palúdico originarios de Tapachula, Chiapas (Tabla 8). En estos tres

controles, no se observó una respuesta proliferativa significativa contra los antígenos asexuales o

los gametocitos, pero si respondieron de manera positiva al control con la Con A y a los LPS

(Tabla 9,-Figura 5).

a) antígenos asexuales

Se estimularon CMC de 5 pacientes de infección primaria que estuvieron infectados con

P. vivax entre 0.25 y 15 años previos a la toma de muestra procedentes del estado de Chiapas.

Los datos epidemiológicos de estos pacientes se muestran en la Tabla 8. Las CMC de todos estos

pacientes respondieron de manera positiva al control con Con A y a los LPS (Tabla 9).

La respuesta proliferativa en las CMC de los pacientes CM, CV y TL de 0.25, 4 y 8 años

postinfección, respectivamente, a los antígenos asexuales de P. vivax fue significativamente

mayor que a los ERNI (p<0.05, Tablas 9 y 10, Figura 5). En estos pacientes, la respuesta asexual

específica fue 2.3 veces (rango 2 a 2.6) respecto a los ERNI (Tabla 10). Las CMC de dos

pacientes que tuvieron infección a 12 (AL) y 15 (JM) años previos no proíiferaron

específicamente al antígeno de etapas asexuales (Tabla 9 y 10} Figura 5), lo cual podría indicar

un límite temporal para la memoria contra el antígeno.

b) gametocitos

Las CMC de los pacientes CM, CV y TL (0.25 a 8 años) proíiferaron de manera

específica y significativa al ser estimuladas con gametocitos sonicados de P. vivax (p<0.05, Tabla

9, Figura 5). La respuesta gametocito-específica fue de 1.8 veces respecto a los antígenos

asexuales (rango de 1.3 a 2.2, p<0.05, Tabla 10). Sin embargo, las CMC de los pacientes AL (12

años postinfección) y JM (15 años postinfección) no respondieron al estímulo con estos antígenos

(Tablas 9 y 10, Figura 5).
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Tabla 8. Datos epidemiológicos de los pacientes que estuvieron infectados con P. vivax.

Paciente

CM

CV

TL

AL

JM

JT

MR

RR

LO

Procedencia

Tapachula, Chiapas

Tapachula, Chiapas

Tapachula, Chiapas

Tapachuía, Chiapas

Tapachula, Chiapas

Tapachula, Chiapas

Tapachula, Chiapas

Tapachula, Chiapas

Tapachula, Chiapas

Edad

30

42

40

38

47

34

37

44

37

Sexo

M

M

F

M

M

M

F

M

M

Tipo de
infección
primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

múltiple

múltiple

múltiple

múltiple

No.de
infecciones

previas
0

0

0

0

0

3

3

4

5

Años
postinfección

0.25

4

8

12

15

5

6

15

12

1.2.2 Respuesta de las CMC de infecciones múltiples previas

a) antígenos asexuales

En CMC de dos pacientes con tres infecciones previas debidas a P. vivax (JT y MR)

ocurridas en un período entre 5 y 6 años postinfección, se observó una respuesta proliferativa

específica y significativa contra los antígenos asexuales (p<0.05, Tabla 9, Figura 6).

No se encontraron diferencias significativas en la respuesta a los antígenos asexuales en

las CMC de los pacientes RR (4 infecciones/11 años) y LO (5 infecciones/11 años) con respecto

a los ERNI (p< 0.05). La respuesta proliferativa asexual-específica fue 1.6 veces (rango 0.5 a

3.1) respecto a los ERNI (Tabla 10).

Haciendo una comparación de la respuesta proliferativa contra los parásitos asexuales en

pacientes de infección primaria y pacientes de infecciones múltiples, no se observan diferencias

marcadas, si bien la tendencia parece sugerir que la respuesta proliferativa fue mayor con

pacientes de infección primaria.
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Figura 5. Proliferación de CMC de pacientes de infección primaria previa con P. vivax

estimuladas con antígenos sonicados. Se estimularon las CMC de pacientes de infección

primaria previa y controles no palúdicos con antígenos sonicados de etapas asexuales o de

gametocitos de P. vivax y con LPS o Con A. La proliferación celular se midió mediante

incorporación de Timidina [3H] y se determinaron los índices de estimulación. Entre

paréntesis se indica el tiempo transcurrido post-infección en años.

47



g
o

4

iü 3
UJ
O
UJ
O 2
Q

-

• CON A (x100)
HLPS(x10)
• Gametocitos
• Asexuales
• ERNI

T

_ X i •¡
Ú

•

T
!
S

|

í
1 fIr

•

tu

i
is
i
i
i

iL11 I
lir

ii
m•SíIi
i

1i
1

I1

I X

6

hj

¡I

I

1

j

l l _

1

II11
v°

PACIENTE

& &" ó*
/ • / /

Figura 6. Proliferación de CMC de pacientes con infecciones múltiples previas con P. vivax

estimuladas con antigenos sonicados. Se estimularon las CMC de pacientes con infecciones

secundarias previas y controles no palúdicos con antígenos sonicados de etapas asexuales o de

gametocitos de P. vivax y con LPS o Con A. La proliferación celular se midió mediante

incorporación de Timidina [ H] y se determinaron los índices de estimulación. Entre paréntesis se

índica el número de infecciones previas y el tiempo transcurrido después de la infección en años.
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Tabla 9. índices de estimulación de CMC de pacientes con infecciones previas con P. vivax

estimuladas con antígenos sonicados.

PACIENTE

CM
(1 in/0.25años) 1

CV
(1 in/4 años)

TL
(1 in/8 años)

AL
(1 in/12 años)

JM
(1 in/15 años)

JT
(3 in/5 años)

MR
(3 in/6 años)

RR
(4 in/11 años)

LO
(5 in/11 años)

DR
Control febril no

infectado
DM

Control febril no
infectado

Control no febril

CON A

249.0

454.0

455.0

48.0

70.3

106.0

150.0

21.2

71.0

62.0

457.0

457.0

LPS

15.0

32.0

31.0

4.7

47.0

16.0

12.3

15.0

49.0

5.4

26.0

26.0

GAMETOCITOS

3.4

6.2

3.0

1.0

0.3

2.0

3.0

1.5

2.0

0.70

1.2

1.1

ASEXUALES

1.6

3.4

2.0

0.6

0.4

1.7

2.2

0.5

1.1

0.5

1.1

1.0

ERNI

0.7

1.3

1.1

2.0

0.8

1.3

0.7

1.1

0.9

0.4

0.9

0.8

= número de infecciones previas/ tiempo transcurrido desde la última infección
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Tabla 10. Razón de proliferación antígeno-específica en CMC de pacientes con infecciones

previas con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.

PACIENTE

CM
(1 in/0.25años) *

CV
(1 in/ 4 años)

TL
(1 inf/ 8 años)

AL
(1 in/12 años)

JM
(1 in/15 años)

JT
(3 in/ 5 años)

MR
(3 in/ 6 años)

RR
(4in/ll años)

LO
(5 in/11 años)

DR
Control febril no

infectado

DM
Controlfrebril no

infectado

Control no febril

GAMETOCITO/ERNI

5.0*

5.0*

2.5*

0.5 ns

0.5 ns

1.5*

4.3*

1.4*

2.0*

1.7 ns

1.3 ns

1.3*

ASEXUAL/ERNI

2.3*

2.6*

2.0*

0.3 ns

0.5 ns

1.4*

3.1*

0.5 ns

1.2 ns

1.2 ns

1.2 ns

1.2 ns

GAMETOCITO/ASEXUAL

2.2*

2.0*

1.3*

1.5 ns

0.8 ns

1.1 ns

1.4*

3.0*

2.0*

1.4 ns

1.1 ns

1.1 ns

1 = número de infecciones previas/ tiempo transcurrido desde la última infección
ns = no significativo estadísticamente

* = significativo, p<0.05
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b) gametocitos

Las CMC de tres pacientes con infecciones múltiples (MR, RR y LO) en contraste al

paciente JT, proliferaron de manera específica al ser estimuladas con gametocitos sonicados de P.

vivax (p<0.05, Tablas 9 y 10, Figura 6), la respuesta proliferativa gametocito-específíca fue de

1.7 veces respecto a los antígenos asexuales (rango 1.0 a 2.8). Lo anterior sugiere que los

antígenos de gametocitos de P. vivax, a diferencia de los de asexuales, son capaces de generar

una respuesta proliferativa que se mantiene significativa aún a 11 años postinfección. En

comparación, en los pacientes primarios la respuesta a los gametocitos, decrece

proporcionalmente al tiempo. Estas observaciones sugieren que en los pacientes con infecciones

múltiples se generaron células de memoria circulantes que persisten y responden a estos

antígenos (Tabla 10, Figura 6).

1.3 CMC de infección primaria previa estimuladas con antígenos sonicados de P.

falciparum.

El IE del control no palúdico fue mayor de uno y no se encontraron diferencias

significativas entre la respuesta a los antígenos asexuales y a los gametocitos (Tabla 12, Figura

7). CMC de seis pacientes procedentes del estado de Tabasco (Tabla 11) que tuvieron una

infección primaria debida a P. falciparum en un período comprendido entre 7 y 22 meses previos

a la toma de muestra fueron estimuladas con 50 ¡ig/ml de antígenos sonicados de etapas

asexuales o de gametocitos de P. falciparum, así como de ERNI como control. Hubo una

respuesta proliferativa positiva a Con A y a los LPS en las CMC de los seis pacientes y en el

control no palúdico (Tabla 12, Figura 7).

a) antígenos asexuales

En la Tabla 12 y la 7 se observa que las CMC de los seis pacientes proliferaron de manera

específica al ser estimuladas con los antígenos asexuales de P. falciparum pero no a los ERNI

(p< 0.05). La respuesta proliferativa específica a los antígenos asexuales fue de 5.1 veces (rango

2 a 12) respecto a los ERNI (Tabla 13). No hubo correlación entre el tiempo transcurrido

postinfección y la respuesta al antígeno asexual, así como tampoco influyó la edad del paciente

en la magnitud de ia respuesta.
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Tabla 11. Datos epidemiológicos de los pacientes que estuvieron infectados con P. falciparum.

PACIENTE

Pf l

Pf2

Pf3

Pf4

Pf5

Pf6

Pf7

Pf8

Pf9

PflO

Pfll

Pfl2

Pfl3

PROCEDENCIA

Huimanguillo, Tabasco

Huimanguillo, Tabasco

Huimanguillo, Tabasco

Tapijulapa, Tabasco

Tapijulapa, Tabasco

Tenosique, Tabasco

Tenosique, Tabasco

Tenosique, Tabasco

Tenosique, Tabasco

Tenosique, Tabasco

Tenosique, Tabasco

Tenosique, Tabasco

Tenosique, Tabasco

EDAD

40

34

18

17

35

34

33

15

20

13

55

60

8

SEXO

M

F

M

F

F

F

F

F

F

F

M

M

F

TIPO DE
INFECCIÓN

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

primaria

MESES POST
INFECCIÓN

22

22

22

21

21

7

7

15

15

15

14

17

2

b) gametocitos

Las CMC de cinco de seis pacientes (83%) proliferaron de manera específica y

significativa en respuesta a los gametocitos sonicados de P. falciparum (pO.OOl, Tabla 12,

Figura 7). La respuesta proliferativa gametocito-específica fue de 2.3 veces respecto a los

antígenos asexuales (rango de 1.1 a 4.5, p<0,05, Tabla 13). Del mismo modo que con los

antígenos asexuales, no se encontró correlación entre la respuesta proliferativa a los gametocitos

y el tiempo transcurrido postinfección.

En la Tabla 14 se muestra un resumen de las CMC que proliferaron de manera

significativa en respuesta al estímulo con antígenos sonicados.
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Figura 7. Proliferación de CMC de pacientes de infección primaria previa con P.falciparunt

estimuladas con antígenos sonicados. Se estimularon las CMC de pacientes de infección

primaria previa y controles no palúdicos con antígenos sonicados de etapas asexuales o de

gametocitos de P. falciparum y con LPS o Con A. La proliferación celular se midió mediante

incorporación de Timidina [ H] y se determinaron los índices de estimulación. Entre

paréntesis se indica el tiempo transcurrido post-infección en meses.
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Tabla 12. índices de estimulación de CMC de pacientes con infeccón primaria previa con

P.falciparum estimuladas con antígenos sonicados.

PACIENTE

Pf 6
(7 meses) 1

Pf 11
(14 meses)

Pf 9
(15 meses)

Pf4
(21 meses)

Pf 5
(21 meses)

Vil
(22 meses)

Control no febril

CON A

137.0

188.0

46.0

171.0

290.0

135.0

107.0

LPS

69.0

95.0

47.0

72.0

177.0

61.0

44.0

GAMETOCITOS

3.5

6.2

9.3

5.6

8.0

12.0

0.9

ASEXUALES

3.1

1.4

6.0

2.8

4.7

4.0

0.9

ERNI

1.0

0.7

0.5

0.6

1.0

0.8

0.7

= tiempo transcurrido desde la infección previa
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Tabla 13. Razón de proliferación antígeno-específica en CMC de pacientes con infección

primaria previas con P.falciparum estimuladas con antígenos sonicados.

PACIENTE

Pf 6
(7 meses) !

Pf 11
(14 meses)

Pf 9
(15 meses)

Pf4
(21 meses)

Pf 5
(21 meses)

Pf2
(22 meses)

Control no
febril

GAMETOCITO/ERNI

3.5*

9.0*

18.6*

9.3*

8.0*

14.0*

1.3 ns

ASEXUAL/ERNI

3.1*

2.0*

12*

4.6*

4.7*

4.4*

1.3 ns

GAMETOCITO/ASEXUAL

1.1 ns

4.4*

1.6*

2.0*

1.7*

3.2*

1.0 ns

1 = tiempo transcurrido desde la infección previa
ns = no significativo estadísticamente

* = significativo, p<0.05
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Tabla 14. Resumen de la estimulación significativa en la proliferación de CMC estimuladas con

antígenos sonicados.

TIPO DE INFECCIÓN

Infección aguda
/>. vivax

Infección previa
P, vivax

Infección previa
P. falciparum

primaria
n=2

secundaría
n=2

primaria
n=5

múltiple
n=4

primaria
n=6

ANTIGENO ASEXUAL

1/2

2/2

3/3 8 años
0/2 > 12 años

2/2 < 6 años
0/2 > 11 años

6/6 < 2 años

GAMETOCITOS

no significativa

2/2

3/3 8 años
0/2 > 12 años

3/4 < 11 años

5/6 < 2 años

1.4 CMC de infecciones previas estimuladas con exoantígenos de P. vivax

Las CMC del control no proliferaron al ser estimuladas con exoantígenos asexuales o de

gametocitos (Tabla 16, Figura 8) y tuvieron una respuesta proliferativa alta a la Con A y en

menor proporción a los LPS (Tabla 16, Figura 8).

1.4.1 Respuesta de las CMC de infección primaria previa

a) antígenos asexuales

Se purificaron exoantígenos de P. vivax a partir de sobrenadantes de cultivo de 24 h de

incubación de estos parásitos en etapas asexuales (86% de trofozoitos) así como de ERNI como

control. Las proteínas fueron detectadas mediante tinción con azul de Coomassie o bien mediante

Western blot empleando suero de un paciente postratamiento tal como se indicó en la

metodología. Para los ensayos de proliferación se empleó una mezcla de proteínas con un rango
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de peso molecular entre 51 y 98 kDa, tal como se muestra en la Tabla 15. Los antígenos

asexuales estuvieron compuestos de nueve proteínas con pesos moleculares de 98, 84, 82, 74, 68,

67, 63, 53 y 51 kDa. De estas nueve proteínas, tres de ellas, con pesos moleculares de 82, 74 y 63

kDa fueron detectadas por Coomassie pero no por Western Blott y dos mas con pesos

moleculares de 98 y 51 kDa se detectaron exclusivamente mediante la técnica de Western blot. A

su vez, las proteínas de 84, 68, 67 y 53 fueron detectadas por ambos métodos. De esta mezcla de

proteínas cuatro fueron secretadas exclusivamente por las etapas asexuales y tienen pesos

moleculares de 82, 74, 63 y 53 kDa (Tabla 15).

Con esta mezcla de proteínas solubles de etapas asexuales se estimularon CMC de tres

pacientes de infección primaria (CM, CV y TL) procedentes de Tapachula, Chiapas que

estuvieron infectados con P. vivax entre 0.25 y 8 años previos a la toma de muestra. Las CMC de

dos de tres pacientes (67%) proliferaron de manera específica contra los exoantígenos asexuales

de P. vivax pero no a los ERNI (p<0.05, Tabla 16, Figura 8). La respuesta proliferativa asexual

específica fue de 2.0 veces (rango 1.1a 2.7) respecto a los ERNI (Tabla 17). Al parecer el tiempo

transcurrido postinfección no influye en la magnitud de la respuesta, ya que en el paciente TL con

8 años postinfección se obtuvo la mayor respuesta a estos antígenos (Tabla 16, Figura 8).

b) gametocitos

Para los ensayos de proliferación se empleó una mezcla de exoantígenos con un rango de

peso molecular entre 51 y 98 kDa, tal como se muestra en la Tabla 15. La mezcla de

exoantígenos de gametocitos contenía siete proteínas, con pesos moleculares de 94, 84, 68, 67,

62, 55 y 51 kDa. De esta mezcla, las proteínas de 94, 62 y 55 kDa fueron específicas a los

gametocitos, es decir no están presentes en las etapas asexuales. Estas proteínas fueron detectadas

por Western blot. Las proteínas de 68, 67 y 51 kDa se detectaron por ambos métodos.

Las CMC de dos de tres pacientes de infección primaria (CM y CV) proliferaron de

manera específica al ser estimuladas con exoantígenos de gametocitos de P. vivax (p<0.05,

Tablas 16 y 17, Figura 8). La respuesta proliferativa gametocito-específica fue 1.5 veces (rango

0.7 a 2.4) respecto a los antígenos asexuales (Tabla 17). El paciente que no respondió (TL) tenía

ocho años postinfección.
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Tabla 15. Exoantígenos de P. vivax de 50 a 100 kDa. Proteínas solubles secretadas por P. vivax

o ERNI al sobrenadante de cultivo. Las proteínas fueron detectadas (+) o no (-) con Azul de

Coomassie (CB) o por Western Blot (WB) empleando suero humano antigametocitos o

antiasexuales.

Detección de exoantígenos (CB/WB)

Peso Molecular

(kDa)
98

97

•;•:'•::•</ • / ^ • • • • 7 ; ^ ; ; ;

84

82

78

74

68

67

63

••;v:-;.v., 0;:.:-:y:;:: .,;¡

53

51

Eritrocitos

no infectados
+/+

+/+

+/+

+/-

'•''•'\tí::/'•)£•;••. ;H •>•••• •••'''•i

: ; f ^ - ^ y : - r ^ { . : < : :
: > ' - : : y ,;•;'•••';

+/+

+/-

Asexuales

-/+

+/+

+/-

+/-

+/+

+/+

+/-

+/+

-/+

Gametocitos

+/-

+/+

+/+

+/+
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Figura 8. Proliferación de CMC de pacientes de infecciones previas con P. vivax estimuladas

con exoantígenos. Se estimularon las CMC de pacientes de infección primaria y secundaria

previas y controles no palúdicos con exoantígenos de 50 a 100 kDa de etapas asexuales o de

gametocitos de P. vivax y con LPS o Con A. La proliferación celular se midió mediante

incorporación de Timidina [3H] y se determinaron los índices de estimulación. Entre

paréntesis se indica el número de infecciones previas y el tiempo transcurrido post-infección

en años.
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Tabla 16. índices de estimulación de CMC de pacientes con infecciones previas con P. vivax

estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.

PACIENTE

CM
(1 in/0.25 años)1

CV
(1 in/ 4 años)

TL
(1 in/8años)

JT
(3 in/ 5 años)

MR
(3 in / 6 años)

Control no febril

CON A

249.0

454.0

455.0

106.0

150.0

457.0

LPS

15.0

31.0

31.0

16.0

12.0

26.0

GAMETOCITOS

2.0

2.5

2.1

2.1

2.0

1.1

ASEXUALES

1.4

1.1

2.7

1.7

1.4

1.0

ERNI

0.6

0.9

1.0

1.1

0.4

0.8

1 = número de infecciones previas/ tiempo transcurrido desde la última infección

1.4.2 Respuesta de las CMC de infecciones múltiples previas

a) antigenos asexuales

Las CMC de dos pacientes con tres infecciones previas causadas por P. vivax entre 5 y 6

años previos (JT y MR) proliferaron también de manera específica a los exoantígenos asexuales

de P. vivax (Tablas 16 y 17, Figura 8). La respuesta proliferativa asexual específica fue de 2.3

veces (rango 1.5 a 3) respecto a los ERNI.

Al comparar la magnitud de la respuesta desencadenada por exoantígenos asexuales en

pacientes de infección primaria previa con la de los pacientes de infecciones múltiples, no hubo

diferencias significativas (Figura 8).
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Tabla 17. Razón de proliferación antígeno-específíca en CMC de pacientes con infecciones

previas por/3, vivax estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.

PACIENTE

CM
(1 in/ 0.25 años)

CV
(1 in/ 4 años)

TL
(1 in/ 8 años)

JT
(3 in/5años)

MR
(3 in / 6 años)

Control no
febril

GAMETOCITO/ERNI

3.0*

2.6*

2.1*

2.0*

4.2*

1.3 ns

ASEXUAL/ERNI

2.0*

1.1 ns

2.7*

1.5*

3.0*

1.2 ns

G AM ETOCITO/ASEXU AL

1.4*

2.3*

0.7 ns

1.2 ns

1.4*

1.1 ns

1 = número de infecciones previas/ tiempo transcurrido desde la última infección
ns = no significativo estadísticamente,

* = significativo, p<0.05

b) gametocitos

Solo en uno de dos pacientes (MR) con tres infecciones previas entre 5 y 6 años

postinfección la respuesta proliferativa específica contra los exoantígenos de gametocitos de P.

vivax fue significativa (p<0.05, Tablas 16 y 17, Figura 8). La respuesta proliferativa gametocito-

específica fue de 1.4 veces respecto a los antígenos asexuales (p<0.05). En los pacientes de

infección primaria y en los pacientes de infecciones múltiples se observó un perfil muy similar de

respuesta a los exoantígenos de gametocitos.

1.5 CMC de infección primaria previa estimuladas con exoantígenos de P.falciparum

La respuesta de las CMC de los pacientes fue positiva a la Con A y a los LPS. En dos

pacientes Pf 7 y Pf 10 la respuesta a estos controles fue baja, sin embargo, la respuesta a los

antígenos de Plasmodium fue significativa (p<0.05, Tabla 19, Figura 9). La respuesta de las CMC

del control no palúdico a los exoantígenos asexuales o de gametocitos no fue significativa, pero si
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respondieron al control con Con A y a los LPS (p<0.05, Tabla 20, Figura 9).

a) antígenos asexuales

Los exoantígenos purificados de P. falciparum tenían un rango de peso molecular entre 50

y 104 kDa, tal como se muestra en la Tabla 18. La mezcla de exoantígenos de etapas asexuales

consistió en 15 proteínas; de estas proteínas siete fueron detectadas exclusivamente por tinción

con Coomassie con pesos moleculares de 91, 74, 68, 67, 64, 57 y 51 kDa. Las proteínas de 96 y

70 kDa se detectaron por Western blot pero no por Coomassie y cinco proteínas fueron

detectadas por ambos métodos, con pesos moleculares de 86, 82, 55, 54 y 50 kDa. De esta mezcla

de proteínas dos fueron específicas para las etapas asexuales las de 104 y 50 kDa (Tabla 18).

Con esta mezcla de proteínas solubles de etapas asexuales se estimularon CMC de once

pacientes de infección primaria procedentes del estado de Tabasco, que estuvieron infectados con

P. falciparum entre 2 y 22 meses previos a la toma de muestra. Los datos epidemiológicos de

estos pacientes se muestran en la Tabla 11.

Las CMC de.diez de once pacientes (91%) proliferaron en respuesta a los exoantígenos

asexuales de P. falciparum pero no a los ERNI (p<0.05, Tabla 19, Figura 9). La respuesta

proliferativa asexual-específica fue 2.3 veces respecto a los ERNI (rango 1.3 a 5.6, Tabla 20). Al

parecer esta respuesta no es dependiente del tiempo transcurrido después de la infección, ya que

no hubo correlación entre el periodo postinfección y los índices de estimulación (Figura 9).

b) gametocitos

La mezcla de exoantígenos obtenidos de gametocitos consistió en diecinueve proteínas

con un rango de peso molecular entre 51 y 96 kDa. De estas proteínas ocho se detectaron

solamente por Coomassie: 91, 74, 68, 67, 64, 61, 57 y 51 kDa. Tres proteínas se detectaron

exclusivamente por Western blot con pesos moleculares de 96, 82 y 70 kDa y cuatro mas fueron

detectadas por ambas técnicas: 86, 62, 55 y 54 kDa (Tabla 18). De las proteínas totales cinco de

ellas fueron específicas de los gametocitos, estas tienen pesos moleculares de 85, 65, 62, 59 y 52

kDa (Tabla 18).

Las CMC de nueve de once pacientes (82%) proliferaron de manera específica y

significativa en respuesta a los exoantígenos de gametocitos de P. falciparum (p<0.05, Tabla 19,

Figura 9). La respuesta proliferativa gametocito-específíca fue 2.0 veces respecto a los antígenos
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asexuales (rango 1.3 a 3.2, Tabla 20). Esta respuesta no es dependiente del tiempo transcurrido

postinfección. Lo anterior indica que los exoantígenos de gametocitos de P. falciparum fueron

capaces de inducir una respuesta proliferativa en pacientes de infección primaria hasta 22 meses

después de la infección. En la Tabla 21 se muestra un resumen de las CMC que proliferaron de

manera significativa en respuesta al estímulo con exoantígenos

Tabla 18. Exoantígenos de P. falciparum de 50 a 100 kDa. Proteínas solubles secretadas al

sobrenadante de cultivo por las cepas 7901 (asexual), NF54 (asexual y sexual) o ERNI. Las

proteínas fueron detectadas (4-) o no (-) con Azul de Coomassie (CB) o por Western Blot (WB)

empleando suero humano antigametocitos o antiasexuales.

Peso molecular
(kDa)

104
96
91
86

82
74
70
68
67

;•" . • : " • • • • : • • • 6 5 "••••: . ' " ""'•••

64

•: •• "•••• '" 6 2 " ' ' . ; ' .

61

C • • ' . • • $ * • • . • • • ' ; ' . '

57

55
54

51
50

Detección de exoantígenos (CB/WB)

Eritrocitos no
infectados

+/-

4-/4-

-/+

: " • / : : • ' • • ; " . • ' • • . • • • . • • • • • • : ; . ' . : ' • • • • ' < y

47-

47-

'-•••{'••;'•••. " ' • • . • ; ' ; . • • • • ' • ' : . • " '

+/-

4-/4-

•••: '.::\'--^'"^í-':^-'".'v":-'."V>":""\'>

+/-

Asexuales

+/-
-/+
+/-
+/+

+/+

+/-
-/+
47-

+/-

+/-

+/-
4-/4-

4-/4-

47-

+/+

Gametocitos

-/+
- 47-

+/+

-/+

+/-
-/+
47-

+/-

+/-

; : . ; / • • • • " ; ^ ^ : " ; . : - ; v ; \ : ;

+/-

+/-

+/+
+/+

4-/-

63



z
o
o

8

6

G CON A (x 100)
ÜLPS(x100)
• Gametocitos
G Asexuales
• ERNI

<0
lü
III
Q
lü
O
O

,ov

PACIENTE

Figura 9. Proliferación de CMC de pacientes de infección primaria previa con P. falciparum

estimuladas con exoantígenos. Se estimularon las CMC de pacientes de infección primaria

previa y controles no palúdicos con exoantígenos de 50 a 100 kDa de etapas asexuales o de

gametocitos de P. falciparum y con LPS o Con A. La proliferación celular se midió mediante

incorporación de Timidina [3H] y se determinaron los índices de estimulación. Entre

paréntesis se indica el tiempo transcurrido post-infección en meses.
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Tabla 19. índices de estimulación de CMC de pacientes con infección primaria previa con P.

falciparum estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.

PACIENTE

Pfl3
(2 meses) 1

Pf6
(7 meses)

Pf7
(7 meses)

P f l l
(14 meses)

Pf9
(15 meses)

PflO
(15 meses)

Pf4
(21 meses)

Pf5
(21 meses)

Pfl
(22 meses)

Pf2
(22 meses)

Pf3
(22 meses)

CONTROL

CON A

117.0

260.0

18.0

314.0

51.0

5.3

142.0

289.0

49.0

321.0

55.0

189.0

LPS

66.0

135.0

1.3

153.0

51.0

3.3

142.0

132.0

27.0

232.0

21.0

141.0

GAMETOCITOS

2.7

4.0

1.0

2.3

7.7

1.4

2.2

6.0

0.8

4.6

1.5

1.0

ASEXUALES

1.5

2.0

0.7

0.9

5.6

0.7

1;8

2.1

0.3

1.4

0.9

0.9

ERNI

0.7

0.9

0.3

0.5

1.0

0.3

0.7

0.9

0.7

0.9

0.7

0.9

1 _= tiempo transcurrido desde la infección previa
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Tabla 20. Razón de proliferación antígeno-específíca en CMC de pacientes con infección

primaría previa con P.falciparum estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.

PACIENTE

Pfl3
(2 meses) 2

Pf6
(7 meses)

Pf7
(7meses)

Pfl l
(14 meses)

Pf9
(15 meses)

PflO
(15 meses)

Pf4
(21 meses)

Pf5
(21 meses)

Pfl
(22 meses)

Vil
(22 meses)

Pf3
(22 meses)

Control no
febril

GAMETOCITO/ERNI

4.0*

4.3*

2.8*

4.3*

7.7*

4.0*

3.0*

6.5*

1.1 ns

5.1*

2.0*

1.1 ns

ASEXUAL/ERNI

2.1*

2.2*

2.0*

1.7*

5.6*

2.1*

2.4*

2.3*

0.5 ns

1.6*

1.3*

1.0 ns

GAMETOCITO/ASEXUAL

2.0*

2.0*

1.4 ns

2.5*

1.4*

2.0*

1.2 ns

3.0*

2.2*

3.3*

1.5*

1.1 ns

1 = tiempo transcurrido desde la infección previa
ns = no significativo estadísticamente

* = significativo, p<0.05
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Tabla 21. Resumen de la estimulación significativa en la proliferación de CMC estimuladas con

exoantígenos.

TIPO DE INFECCIÓN

Infección previa
P. vivax

Infección previa
P. falciparum

primaria
n=3

múltiple
n=2

primaria
n = l l

ANTIGENO ASEXUAL

2/3 8 años

2/2 < 6 años

10/11 < 2 años

GAMETOCITOS

2/3 < 8 años

1/2 < 6 años

9/11 < 2 años

1.6 Comparación de la capacidad proliferativa en CMC estimuladas con antígenos

sonicados o con exoantígenos.

Las CMC de los controles no palúdicos no respondieron a ninguno de los antígenos

sonicados o exoantígenos ya sea de etapas asexuales o de gametocitos tanto de P. vivax o P.

falciparum. Sin embargo, si manifestaron respuestas proliferativas positivas al ser estimuladas

con Con A o los LPS (Figuras 5 a 9).

Comparando la respuesta de las CMC en tres pacientes primarios (CM, CV y TL) que

estuvieron infectados con P. vivax y fueron estimuladas tanto con antígenos asexuales sonicados

como con exoantígenos derivados de las mismas etapas, no se encontraron diferencias en la

respuesta proliferativa asexual-específíca con ambos tipos de antígeno (Tabla 10 y Tabla 17). A

su vez, en las CMC de dos pacientes que tuvieron infecciones múltiples causadas por P. vivax (JT

y MR) tampoco se encontraron diferencias en la respuesta desencadenada por ambos tipos de

antígeno (Tabla 10 y Tabla 17).

Sin embargo, en las CMC de seis pacientes de infección primaria debida a P. falciparum

(Pf 6, Pf 11, Pf 9, Pf 4, Pf 5 y Pf 2) que fueron estimuladas con antígenos asexuales sonicados o

con exoantígenos de las mismas etapas, se encontró que en cinco de estos pacientes (83.3% con

excepción de Pf 9) la respuesta proíiferativa asexual-específíca fue superior de manera

significativa con los antígenos sonicados (Tabla 13 y Tabla 20).
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Por otro lado, al comparar la respuesta de las CMC en tres pacientes primarios (CM, CV y

TL) que estuvieron infectados con P. vivax y fueron estimuladas con gametocitos sonicados o con

exoantígenos de gametocitos, se encontró que la respuesta proíiferativa gametocito-específica fue

significativamente mayor con antígenos sonicados en dos de tres pacientes (66.7%, CM y TL).

En las CMC de dos pacientes (JT y MR) que tuvieron infecciones múltiples causadas por

P. vivax y que fueron estimulados con gametocitos sonicados o exoantígenos de gametocitos no

se encontraron diferencias en la respuesta desencadenada por ambos tipos de antígeno (Tabla 10

y Tabla 17). La respuesta proíiferativa gametocito-específica fue igual con ambos tipos de

antígenos.

No obstante, en las CMC de seis pacientes de infección primaria debida a P. falciparum

(Pf 6, Pf 11, Pf 9, Pf 4, Pf 5 y Pf 2) que fueron estimuladas con gametocitos sonicados o con

exoantígenos homólogos se encontró que la respuesta proíiferativa gametocito-específica fue

superior con antígenos sonicados en dos pacientes (Pf 4 y Pf 11), o bien fue mayor con

exoantígenos en otros dos pacientes (Pf 6 y Pf 5) y en dos mas de ellos (Pf 9 y Pf 2) no se

encontraron diferencias con ambos tipos de antígenos (Tablas 13 y 20).

Comparando la respuesta de las CMC de pacientes de infección primaria que estuvieron

infectados con P. vivax (n=3) o con P. falciparum (n=6) respectivamente y que fueron

estimuladas con antígenos sonicados, se encontró que los antígenos de etapas asexuales de P.

falciparum indujeron de manera significativa una mayor respuesta proíiferativa comparándola

con la respuesta de los antígenos homólogos de P. vivax; sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas en la respuesta proíiferativa gametocito-específica entre ambas especies

de parásito (Tabla 10 y 13).

Por otro lado, al comparar la respuesta de las CMC de estos pacientes primarios que

estuvieron infectados con P. vivax (n=3) o con P. falciparum (n=10) y que fueron estimuladas

con exoantígenos de etapas asexuales y de gametocitos, no se encontraron diferencias

significativas en la respuesta proíiferativa asexual-específica ni en la gametocito-específica

(Tabla 17 y 20).
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2. IDENTIFICACIÓN DE FENOTIPOS DE LAS CMC QUE PROLIFERARON CON

LOS ANTIGENOS DE Plasmodium.

2.1 CMC de pacientes de infección primaria previa estimuladas con antígenos sonicados de

P. vivax

Se determinaron los fenotipos de las CMC de tres pacientes (CM, CV y TL) de infección

primaria que proliferaron al ser estimulados con antígenos sonicados de gametocitos o con

antígenos de etapas asexuales de P. vivax. Los datos epidemiológicos de estos pacientes se

presentan en la Tabla 8 y los perfiles de proliferación en la Tabla 9. Los histogramas de

fluorescencia de un paciente representativo (CM) se presentan en la Figura 10 A-C.

Los linfocitos que proliferaron en respuesta a los antígenos sonicados de P, vivax fueron

principalmente los T y5+ (Tabla 22, Figura 11). El porcentaje de estimulación con antígenos

asexuales (estimulación asexual-específica) fue de 36.7% ± 33.2 (rango de 9.1 a 73.6), mientras

que el porcentaje de estimulación con antígenos específicos de gametocitos (estimulación

gametocito-específica) fue de 32.5 % ± 24 (rango de 18.0 a 60.1). Los antígenos de gametocitos

indujeron una proliferación de linfocitos T y6+ significativamente mayor que los antígenos

asexuales (p<0.05, Figura 11).

Los linfocitos T ap+ proliferaron en una mínima proporción, y no se encontraron

diferencias significativas entre el porcentaje de estimulación asexual-específico (2.6% ± 1.4,

rango de 1 a 3.6) y el gametocito-específíco (2.3% ± 2.2, rango de 0.5 a 4.8, p >0.05, Tabla 22,

Figura 11). La expansión de los linfocitos que expresaron el marcador CD3 fue mínima, la

estimulación asexual específica fue de 2.5% ± 1.2 (rango de 1.1 a 3.3) y la estimulación

gametocito-específica fue de 2.2% ± 0.4 (rango de 1.8 a 2.6, Tabla 22). Sin embargo, aun con

esta estimulación baja, los antígenos de gametocitos indujeron una estimulación

significativamente mayor en estas células que los antígenos asexuales (p< 0.05, Figura 11).

La población de linfocitos CD8+ fue la que se expandió mayoritariamente en respuesta a

los antígenos sonicados de P. vivax, la estimulación asexual-específica fue de 9.1% ± 6.6 (rango

de 3.5 a 16.4) y la estimulación gametocito-específíca fue de 9.3% + 2.4 (rango de 6.7 a 11.5,

Tabla 22). Los antígenos de gametocitos indujeron un mayor porcentaje de expansión de estas

células que los antígenos asexuales (p< 0.05, Figura 11). La expansión de los linfocitos CD4+ con
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antígenos asexuales fue baja, 4.0% ± 0.6 (rango de 3.3 a 4.4) y con gametocitos fue de 1.8% ±

1.5 (rango de 0.3 a 3.2, Tabla 22). No hubo diferencias significativas entre el porcentaje de

estimulación inducido por ambos antígenos. La proporción de linfocitos CD4+/CD8+ no se vio

alterada al estimular las CMC con antígenos sonicados de ambos tipos. En las células control sin

antígeno, la proporción de linfocitos CD4+/CD8 fue de 2.4 a 1.0, mientras que en las CMC

estimuladas con antígenos asexuales fue de 2.2 a 1.0 y con antígenos de gametocitos fue de 2.7 a

1.0.

Las CMC de estos pacientes expresaron en su superficie los marcadores de activación

CD25, CD69 y en menor proporción el CD2 en respuesta a los antígenos sonicados de P. vivax

(Figura 11). Los antígenos asexuales y de gametocitos estimularon de manera importante la

expresión del marcador CD69, un incremento de 20.1% ± 19.4 (rango de 0.73 a 39.5) y 23.3% ±

15.4 (rango de 8.8 a 39.5), respectivamente. El incremento en la expresión de este marcador de

activación fue significativamente mayor con los antígenos de gametocitos en comparación con

los antígenos asexuales (p<0.05, Figura 11). Del mismo modo, los antígenos asexuales y los

antígenos gametocito-específicos estimularon de manera significativa la expresión del marcador

CD25 (31.7% ± 11.3, rango de 23.2 a 44.5 y 25.4% ± 9.4, rango de 14.5 a 31.4, respectivamente,

Tabla 22). La expresión de este marcador fue significativamente mayor con los antígenos de

gametocitos que con los antígenos asexuales (p<0.05, Figura 11). La expresión del marcador

CD2 fue mínima y no se encontraron diferencias en el porcentaje de estimulación asexual-

específico (1.0% ± 0.8, rango de 0 a 1.6) y el gametocito-específico (1.5% ± 1.2, rango de 0.16

a 2.2, Tabla 22, Figura 11).

Hubo una falta de expresión del marcador CD21 en todas las poblaciones estimuladas.

En la Tabla 23 se muestra un resumen de los marcadores que se expresaron de manera

significativa en los linfocitos estimulados con antígenos gametocito-específicos. Los antígenos de

gametocitos estimularon principalmente la proliferación de los linfocitos T y8+, CD3+, CD8+ y la

expresión de los marcadores de activación CD25 y CD69; no se encontraron diferencias en la

expansión de iinfocitos T ccp+, CD4+ y CD2+ entre gametocitos y antígenos asexuales.
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2.2 CMC de pacientes con infecciones múltiples previas estimuladas con antígenos

sonicados de P. vivax

Se determinaron los fenotipos de las CMC de 3 pacientes (MR, RR y LO) con infecciones

múltiples previas que se estimularon con antígenos sonicados de gametocitos o antígenos

asexuales de P. vivax (Tabla 9). Los linfocitos que proiiferaron mayoritariamente fueron los T y8+

(Figura 11). La estimulación asexual-específica para este fenotipo fue de 29.0% ± 36.5 (rango de

0 a 70.0), mientras que ía estimulación gametocito-específica fue de 22.0% + 5.1 (rango de 22.4 a

27.0, Tabla 22). Los antígenos de gametocitos indujeron una proliferación de los linfocitos T y5+

significativamente mayor que los antígenos asexuales (p<0.05, Figura 11). La proliferación de

linfocitos T ap fue mínima. El porcentaje de estimulación con antígenos asexuales fue de 4.7%

±4.1 (rango de 0 a 7.6) y con los antígenos específicos de gametocitos fue de 2.4% ± 0.81 (rango

de 1.5 a 3.0). A pesar de que la respuesta es cualitativamente baja en porcentaje, los linfocitos

ap+ proiiferaron significativamente en respuesta a los antígenos de gametocitos que a los de

etapas asexuales (p<0.05, Figura 11).

La expansión de los linfocitos CD3 no fue significativa, no se encontraron diferencias

entre el porcentaje de estimulación asexual-específíco (1.3% + 0.7, rango de 0.9 a 2.0) y el

gametocito-específico (1.1% ± 0.8, rango de 0.2 a 1.8 respectivamente, p>0.05, Tabla 22, Figura

11). El porcentaje de expansión de los linfocitos CD4+ con antígenos asexuales fue de 1.7% ±

1.6 (rango de 0 a 3.3) y con antígenos gametocito-específicos fue de 3.0% ± 0.5 (rango de 2.5 a

3.5, Tabla 3). Los antígenos de gametocitos indujeron un mayor porcentaje de expansión de esta

población celular en comparación con los antígenos asexuales (p<0.05, Figura 11).

La población de linfocitos CD8+ fue la que se expandió mayoritariamente en respuesta a

los antígenos asexuales (7.0% ±6.1, rango de 0 a 11.7) y a los antígenos gametocito-específicos

(5.0% ± 1.2, rango de 3.7 a 6.0, Tabla 22) aunque no se encontraron diferencias significativas en

el porcentaje de expresión de este marcador entre los dos tipos de antígenos (p>0.05, Figura 11).

La proporción de linfocitos CD4+/CD8+ en estos pacientes de infección secundaría fue de 2.7 a

1.0 en las CMC del control sin antígeno y en las CMC estimuladas con antígenos asexuales y con

gametocitos fue de 2.5 a 1.0, por lo que no se alteró esta proporción en respuesta al estímulo con

ninguno de los dos tipos de antígenos sonicados.
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Los antígenos de P. vivax indujeron una expresión importante de los marcadores de

activación CD25 y CD69 en esos linfocitos de infección secundaria (Figura 11). Con el marcador

CD25 el porcentaje de estimulación asexual-específico fue de 16.0% + 16.0 (rango de 4.3 a 34.3)

y el gametocito-específico íue de 14.4% ± 8.4 (rango de 5.4 a 22.0, p<0.05, Tabla 22). Los

antígenos de gametocitos indujeron significativamente un mayor porcentaje de expresión del

marcador CD25 que los antígenos asexuales (p<0.05, Figura 11).

El porcentaje de expresión del marcador CD69 con antígenos asexuales fue del5.6% ±

23.0, (rango de 0 a 42.0) y con antígenos gametocito-específicos fue de 12.5% + 5.8 (rango de

6.5 a 18.2, Tabla 22). El porcentaje de expresión de este marcador fue significativamente mayor

con los antígenos de gametocitos que con antígenos asexuales (p<0.05, Figura 11). La expresión

del marcador CD2 fue mínima y no se encontraron diferencias entre el porcentaje de expresión

entre antígenos asexuales y con antígenos gametocito-específicos (2.3% ± 1.7, rango de 0.4 a 3.5

y 0.88% ± 1.4, rango de 0 a 2.5, respectivamente). No se encontró expresión del marcador CD21

en las CMC estimuladas con ninguno de los antígenos.

En la Tabla 23 se muestra un resumen de los marcadores que se expresaron de manera

significativa en los linfocitos estimulados con antígenos gametocito-específícos. Los antígenos de

gametocitos estimularon una proliferación significativamente mayor que los antígenos asexuales

de los linfocitos T yS+, ccp+, CD4+, CD25+ y CD69+; ambos antígenos indujeron proliferación

similar de linfocitos con marcadores CD3, CD8 y CD2.
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Figura 10-A. Expresión del TCR yS y ctp en CMC de un paciente representativo de infección

primaria previa con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.
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Figura 10-B. Expresión de los marcadores CD25 y CD69 en CMC de un paciente representativo

de infección primaria previa con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.
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Figura 10-C. Expresión de los marcadores CD3, CD4 y CD8 en CMC de un paciente

representativo de infección primaria previa con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados.
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PACIENTES DE INFECCIÓN PRIMARIA

ab gd CD3 CD4 CD8 CD25 CD69 CD2

PACIENTES DE INFECCIONES MÚLTIPLES

20

ab gd CD3 CD4 CD8 CD25

MARCADOR

CD69 CD2

Figura 11. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de pacientes que estuvieron

infectados con P. vivax estimuladas con antígenos sonicados. Se representa el promedio

del porcentaje de CMC positivas para cada marcador.
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2.3 CMC de pacientes de infección primaria previa estimuladas con antígenos sonicados de

P. falciparum.

Se determinaron los fenotipos de las CMC de cinco pacientes (Pf 6, Pf 9, Pf 4, Pf 5 y Pf

2) que proliferaron al ser estimulados con antígenos sonicados de gametocitos o de etapas

asexuales de P. falciparum. Los datos epidemiológicos de cada uno de ellos se muestran en la

Tabla 11 y de proliferación en la Tabla 12.

Los linfocitos que proliferaron en respuesta a los antígenos sonicados de P. falciparum

fueron principalmente los T y8+ (Figura 12). El porcentaje de estimulación con antígenos

asexuales fue de 45% ± 11.7 (rango de 21.6 a 60.1) y con los antígenos gametocito-específicos

fue de 50.4% ± 19.5 (rango de 35.4 a 78.7, Tabla 22). La proliferación de linfocitos T y6+ fue

significativamente mayor con antígenos de gametocitos que con antígenos asexuales (p<0.05,

Figura 12).

Los linfocitos T ap+ proliferaron en una proporción mínima, el porcentaje de

estimulación asexual-específico fue de 2.7% ±1 .7 (rango de 0 a 4.2) y la estimulación

gametocito-específica de 2.2% ± 1.2 (rango de 0.4 a 5.1). Los antígenos de gametocitos

estimularon de manera significativa una proliferación mayor de estos linfocitos ap+ con respecto

a los antígenos asexuales (p<0.05, Figura 12). El porcentaje de estimulación de linfocitos CD3+

con antígenos asexuales y con antígenos gametocito-específicos fue mínimo (3.0% ±2.1, rango

de 0.8 a 5.3 y 4.0 % ± 2.7, rango de 1.1 a 7.2, respectivamente, Tabla 22). A pesar de lo anterior,

los antígenos de gametocitos estimularon una proliferación significativamente mayor de este

marcador (p<0.05, Figura 12).

La población de linfocitos CD8+ se expandió en respuesta a los antígenos asexuales

(11.0% ± 2.8, rango de 8.0 a 27.5) y a los antígenos gametocito-específicos (9.0% ± 4.3, rango de

6.0 a 15.5, Tabla 22). Los gametocitos estimularon de manera significativa una expansión mayor

de los linfocitos CD8+ que los antígenos asexuales (p<0.05, Figura 12). La expansión de los

linfocitos CD4+ con los antígenos asexuales fue de 5.3% ± 2.2 (rango de 2.8 a 11.7) y con

antígenos específicos de gametocitos fue de 4.0% ±1.0 (rango de 5.6 a 22.0, Tabla 22). La

proliferación de estos linfocitos fue significativamente mayor con antígenos de gametocitos que

con antígenos asexuales (p<0.05, Figura 12). La proporción de linfocitos CD4+/CD8+ no se

modificó por estimulación con ninguno de los dos tipos de antígeno. En las células control sin
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antígeno, la proporción de linfocitos CD4+/CD8+ fue de 2.0 a 1.0, mientras que en las CMC

estimuladas con antígenos asexuales y con gametocitos fue de 1,8 a 1.0.

Los antígenos sonicados de P. falciparum indujeron una expresión importante de los

marcadores de activación CD25 y CD69 (Figura 12). El porcentaje de expresión del marcador

CD25 con antígenos asexuales fue de 43.0% ± 23.8 (rango de 19.2 a 67.6) y con antígenos

gametocito-específícos fue de 42.0% ± 23.8 (rango de 12.1 a 64.2). Los gametocitos indujeron

una expresión significativamente mayor de este marcador en comparación con los antígenos

asexuales (p<0.05, Figura 12). Del mismo modo, el porcentaje de expresión del marcador CD69

con antígenos asexuales fue de 54.0% ± 49.5 (rango de 10.3 a 109.3) y con antígenos gametocito-

específícos fue de 20.0% ± 8.1 (rango de 12.1 a 29.8, Tabla 22). La expresión del marcador

CD69 también fue significativamente mayor con los antígenos de gametocitos (p<0.05, Figura

12). La expresión del marcador CD2 fue mínima y no se encontraron diferencias entre el

porcentaje de estimulación con antígenos asexuales y con antígenos gametocito-específicos

(3.3% ± 4.3, rango de 0 a 9.6 y 1.1% ± 1.1, rango de 0 a 2.5, respectivamente, Tabla 22). En la

Tabla 23 se presenta un resumen de los marcadores que se expresaron de manera significativa en

los linfocitos estimulados con antígenos específicos de gametocitos.

En resumen, en las CMC de pacientes primarios que estuvieron infectados con P,

falciparum, los antígenos de gametocitos estimularon de manera significativa la proliferación de

los linfocitos T yS+, ccp+, CD3+, CD4+, CD8+, CD25+ y CD69+ en comparación a los antígenos

asexuales.

DE LA BIBLIOTECA
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Figura 12. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de pacientes de

infección primaria previa con P.falciparum estimuladas con antígenos

sonicados. Se representa el promedio del porcentaje de CMC positivas para

cada marcador.
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Tabla 23. Marcadores expresados en linfocitos que proliferaron de manera significativa en

respuesta a la estimulación con antígenos.gametocito-específicos sonicados.

PACIENTE

P. vivax
Infección primaria

P, vivax
Infecciones múltiples

P. falciparum
Infección primaria

ap

-

+

+

y5

+

+

+

CD3

+

-

+

CD4

-

+

+

CD8

+

-

+

CD2

-

-

-

CD25

+

+

+

CD69

+

+

+

2.4 CMC de pacientes de infección primaria previa estimuladas con exoantígenos de

/*. vivax.

Se determinaron los fenotipos de las CMC de los pacientes CM, CV y TL que

proliferaron al ser estimulados con exoantígenos de gametocitos o de etapas asexuales de P.

vivax. Los datos epidemiológicos de los pacientes se presentan en la Tabla 5 y los perfiles de

proliferación en la Tabla 16.

Los linfocitos T yS+ proliferaron en respuesta a los exoantígenos de P. vivax (Figura 13),

aunque esta estimulación no fue gametocito-específica. El porcentaje de estimulación con

antígenos asexuales fue de 46.0% ± 14.6 (rango de 31.0 a 60.0), en comparación con los

exoantígenos de gametocitos 12.3% ± 13.5 (rango de 0 a 26.8, p<0.05, Tabla 24, Figura 13).

La estimulación de los linfocitos T ap+ fue baja y no se encontraron diferencias

significativas entre la respuesta a los exoantígenos asexuales y a los gametocitos (3.7% ± 0.8,

rango de 3.0 a 4.5 y 2.0 % í 1.7, rango de 0 a 3.6, respectivamente, Figura 13). A su vez,

tampoco hubo diferencias significativas entre el porcentaje de expansión de los linfocitos CD3+

en las CMC estimuladas con exoantígenos asexuales (3.0% ± 1,0, rango de 2.0 a 4.0) y con los

exoantígenos de gametocitos (2.0% ± 1.7, rango de 0 a 3.4, Tabla 24, Figura 13).
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La población de linfocitos CD8 fue la que se expandió mayoritariamente en respuesta a

los exoantígenos asexuales y de gametocitos, la estimulación asexuaí-específica fue de 9.0% ±

0.6 (rango de 8.2 a 9.4) y la estimulación gametocito-específica fue de 3.5% ± 3.1 (rango de 0 a

6.0, Tabla 24). No hubo diferencias significativas en la proliferación estimulada por ambos

antígenos (Figura 13). La expansión de los linfocitos CD4+ fue mínima en las CMC estimuladas

con exoantígenos de etapas asexuales (3.5% ± 0.7, rango de 2.8 a 4.2) y con exoantígenos

gametocito-específícos (2.3% ± 2.2, rango de 0 a 4.3), y tampoco hubo diferencias significativas

entre la respuesta proliferativa a ambos antígenos (Tabla 24, Figura 13). La proporción de

linfocitos CD4+/CD8+ en estos pacientes de infección primaria fue de 2.4 a 1.0 en las CMC del

control sin antígeno y de 2.3 a 1.0 en las CMC estimuladas con antígenos asexuales, y con

gametocitos fue de 2.2 a 1.0, por lo que no se alteró esta proporción en respuesta al estímulo con

los exoantígenos.

Sin embargo, las CMC de estos pacientes expresaron en su superficie los marcadores de

activación CD25, CD69 y en menor proporción el CD2 al ser estimuladas con exoantígenos de

P. vivax (Figura 13). No se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de expresión

del marcador CD25 con exoantígenos asexuales y con los gametocito-específícos (18.6% ± 1.6,

rango de 17.4 a 20.4 y 12.2% ± 10.6, rango de 0 a 18.5, respectivamente, Tabla 24). Del mismo

modo, tampoco hubo diferencias significativas en la expresión del marcador CD69, la

estimulación asexual-específica fue de 26.0% ± 3.7 (rango de 22.3 a 29.7) y la gametocito-

específica fue de (13.4% ± 13.4, rango de 0 a 26.7, Tabla 24). La expresión del marcador CD2

fue mínima y no se encontraron diferencias en el porcentaje de estimulación asexual-específico y

gametocito-específico (3.7% ± 4.6, rango de 0.2 a 9.0 y 1.7 ± 2.0, rango de 0 a 3.8

respectivamente, Tabla 24), No se detectó expresión del marcador CD21 en las poblaciones

estimuladas.

En la Tabla 25 se presenta un resumen de los marcadores que se expresaron de manera

significativa en los linfocitos estimulados con exoantígenos específicos de gametocitos. En las

CMC de pacientes de infección primaria previa con P. vivax los exoantígenos de gametocitos y

de etapas asexuales indujeron el mismo índice de proliferación de linfocitos T ccp+, CD3+, CD4+
}

CD8+,CD25+, CD69+ y CD2+. Mientras que los antígenos de etapas asexuales estimularon de

igual forma y principalmente, la proliferación de linfocitos T y8+.
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Figura 13. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de pacientes que estuvieron

infectados con P. vivax estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa. Se representa

el promedio del porcentaje de CMC positivas para cada marcador.
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2.5 CMC de pacientes con infecciones múltiples previas estimuladas con exoantígenos de P.

vivax.

Se determinaron los fenotipos de las CMC de los pacientes MR y JT estimuladas con

exoantígenos de P. vivax (Tabla 8). Los índices de proliferación se presentan en la Tabla 16. Los

linfocitos T y8+ proliferaron principalmente en respuesta a los exoantígenos asexuales (26.0% ±

25, rango de 8.5 a 43.7) y a los exoantígenos de gametocitos (15.0 % ± 0.1, Tabla 24, Figura 13).

Los exoantígenos de gametocitos indujeron una proliferación de linfocitos T yS+

significativamente mayor que los antígenos asexuales (p<0.05).

Los exoantígenos de etapas asexuales (2.0% ± 2, rango de 0.4 a 3.4) y de gametocitos

(1.5% ± 0) estimularon en una mínima proporción la proliferación de linfocitos T ccp+ y no se

encontraron diferencias significativas entre ambos antígenos (Tabla 24, Figura 13). La expansión

de linfocitos CD3+ también fue mínima, la estimulación asexual-específica fue de 1.5% ± 1.7

(rango de 0.3 a 2.8) y la estimulación gametocito-específica fue de 1.8% ± 0.14 (rango de 1.7 a

2). Los exoantígenos de gametocitos indujeron un porcentaje de estimulación significativamente

mayor de estas células que los exoantígenos asexuales (p<0.05, Tabla 24, Figura 13).

No se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de estimulación de los

linfocitos CD4+ con exoantígenos asexuales (3.0% ± 0.7, rango de 2.3 a 3.4) y el obtenido con los

gametocitos (1.4% ± 1.5, rango de 0.4 a 2.5, Tabla 24, Figura 13). Del mismo modo, en la

población de linfocitos CD8+ no se encontraron diferencias entre el porcentaje de estimulación

asexual-específíco y el gametocito-específico (3.0% ± 0.84, rango de 2.4 a 3.6 y 2.2% + 1.5,

rango de 1 a 3.3 respectivamente, Tabla 24, Figura 13). La proporción de linfocitos CD4+/CD8+

fue de 2.1 a 1.0 en las CMC del control sin antígeno y en las estimuladas con exoantígenos de

etapas asexuales y de gametocitos.

Los exoantígenos asexuales y de gametocitos indujeron la expresión del marcador CD25

(12.2% ± 4.4, rango de 9.0 a 15.3 y 10.4 % ± 13.0, rango de 1.2 a 19.6, respectivamente), aunque

no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de expresión de este marcador con

ambos tipos de exoantígenos (Tabla 24, Figura 13). El porcentaje de expresión del marcador

CD69 con antígenos asexuales fue de 30.5% ± 14.6 (rango de 20.0 a 40.8) y el porcentaje de
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expresión con gametocitos fue de 7.8% ± 5.7 (rango de 3.7 a 11.8, Tabla 24, Figura 13) y

tampoco se encontraron diferencias significativas entre ambos. La expresión del marcador CD2

con exoantígenos asexuales y de gametocitos fue mínima (5.0% ± 5.6, rango de 1.0 a 1.8 y 1.6%

± 1.3, rango de 0.7 a 2.6, respectivamente) y no se encontraron diferencias significativas entre

ambos antígenos (Tabla 24, Figura 13). No se detectó una expresión significativa del marcador

CD21 en ninguna de las poblaciones estudiadas.

En la Tabla 25 se presenta un resumen de los marcadores que se expresaron de manera

significativa en los linfocitos estimulados con exoantígenos gametocito-específicos. En las CMC

de pacientes de infecciones secundarias por P. vivax, los exoantígenos de gametocitos

estimularon una proliferación significativamente mayor a la de etapas asexuales de linfocitos T

y5+ y CD3+; ambos antígenos indujeron proliferación similar de linfocitos T afS+, CD4+, CD8+,

CD25+, CD69+ y CD2+.

2.6 CMC de pacientes de infección primaria previa estimuladas con exoantígenos de i*.

falciparum.

Se determinaron los fenotipos de las CMC de cuatro pacientes (Pf 6, Pf 9, Pf 5 y Pf 2)

que proliferaron al ser estimuladas con exoantígenos de gametocitos o de etapas asexuales de P.

falciparum. Los datos epidemiológicos de estos pacientes se muestran en la Tabla 11 y los

perfiles de proliferación en la Tabla 19.

Los linfocitos T y5+ proliferaron de forma importante en respuesta a los exoantígenos de

P. falciparum. El porcentaje de estimulación con exoantígenos asexuales fue de 27.5% ± 22.0,

(rango de 2.2 a 52.7) y el porcentaje de estimulación con exoantígenos de gametocitos fue de

41.0% ± 20.5 (rango de 28.2 a 71.5). Los exoantígenos de gametocitos indujeron una

proliferación significativamente mayor de linfocitos y5 que los exoantígenos asexuales (p<0.05,

Tabla 24, Figura 14).

La proliferación de linfocitos T ap+ fue mínima y no se encontraron diferencias

significativas entre ambos antígenos (6.0% ± 3.2, rango de 2.7 a 9.1 y 3.0% ± 3.5, rango de 0 a 8,

respectivamente, Tabla 24, Figura 14). El porcentaje de estimulación de linfocitos CD3+ con

exoantígenos asexuales fue de 5.5% ± 3.7 (rango de 1.7 a 10.3) y con gametocitos fue de 1.2% ±

0.8 (rango de 0.8 a 2.0, Tabla 24). Los exoantígenos de gametocitos estimularon una

proliferación significativamente mayor (p<0,05, Figura 14).

85



o

O "

O
od
CU

•O

O

o
o

•4-Ji
oo

•-•-<
O

p-
w(D
i

i—icS

«3
ed

tíV 2"o

<P

s
o
O

o.

tí

o
üjg
"o

tí-o

ia
ci

>
-o
+1

I
p
o

B

f
O
X
<D
tíO
O
1/3
eS

•3

I

C
D

69
C

D
25

C
D

2
C

D
8

Q

C
D

3

CQ.
tí

A
N

T
IG

E
N

O
P

A
C

IE
N

T
E

¥—1

+ 1

trñ
i—i

O

+ 1
CN

1.
7 

±
1

.9

+1

rn

eN
CN
+1
en
eN

+1
p

en

+1
en
CN

1.
8 

±
1

.7
G

am
et

oc
ito

-
es

pe
cí

fí
co

en
+1

CN

+¡

oo
1—1

3.
7 

±
4

.6

o
+1
o
Os

3.
5 

±
0

.7

p

o
rn

46
.0

 ±
 1

4.
6

3.
7 

±
0

.8
A

se
xu

al
-

es
pe

cí
fi

co

P
, v

iv
ax

In
fe

cc
ió

n
pr

im
ar

ia
n-

3

oo

+1

CN
i—(

14
.4

 ±
 8

.3
7

0.
88

 ±
1

.4
5.

0 
±

1
.2

3.
0 

±
0

.5
1

1.
1 

±
0

.8

i—i

vS

CN

2.
4 

±
0

.8
1

G
am

et
oc

ito
-

es
pe

cí
fi

co

CN

+1

i—i

16
.0

 ±
1

6
.0

+i
en
CN

7.
0 

±
6

.1
1.

7 
±

1
.6

t--
o
+1
en

29
.0

 ±
 3

6.
5

4.
7 

±
4

.1
A

se
xu

al
-

es
pe

cí
fi

co

P
. v

iv
ax

In
fe

cc
io

ne
s

m
úl

tip
le

s
n=

2

+¡

oo
T—(

48
.1

 ±
2

9
0.

7 
±

 0
.6

p

en
oo

^^
+1
p

1.
2 

±
0

.8
41

.0
 +

 2
0.

5

+i
p
rn

G
am

et
oc

ito
-

es
pe

cí
fí

co

58
.6

 ±
 5

2.
8

14
.8

 +
 9

.1

+i
o

en
+1

+1

oo

rn
+1
"O

27
.5

 ±
 2

2
9.

0 
±

3
.2

A
se

xu
al

-
es

pe
cí

fi
co

P
. 

fa
ld

pa
ru

m
In

fe
cc

ió
n

pr
im

ar
ia

n=
4



La expansión de linfocitos CD4+ con los exoantígenos de etapas asexuales fue de 8.0% ±

4.5 (rango de 5.0 a 14.7) y con exoantígenos de gatnetocitos fue de 5,0% ± 4.6 (rango de 1.4 a

11.7), no se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de estimulación con ambos

tipos de antígenos (Tabla 24, Figura 14). Los linfocitos CD8+ se expandieron de manera

importante en respuesta a los exoantígenos asexuales (7.6% ± 3.6, rango de 3.6 a 11.5) y a los

exoantígenos de gametocitos (8.3% ± 2.0, rango de 5.7 a 10.6). Los exoantígenos de gametocitos

estimularon de manera significativa, mayor proliferación de estos linfocitos CD8+, que los

exoantígenos asexuales (p<0.05, Tabla 24, Figura 14). La proporción de linfocitos CD4+/CD8+

no cambió significativamente en las CMC estimuladas con estos exoantígenos, en las CMC del

control sin antígeno fue de 2.1 a 1.0 y en CMC estimuladas con exoantígenos asexuales y de

gametocitos fue de 2.0 a 1.0.

Los exoantígenos asexuales y los de gametocitos indujeron una expresión importante del

marcador CD25 (15.0% ± 9.1, rango de 7.8 a 27 y 48.1% ± 29, rango de 14.7 a 75.8,

respectivamente). Los exoantígenos de gametocitos indujeron una expresión significativamente

mayor de este marcador que los antígenos asexuales (p<0.05, Tabla 24, Figura 14). De igual

manera, el porcentaje de expresión del marcador CD69 con exoantígenos asexuales fue de 58.6%

± 52.8 (rango de 9.0 a 133.0) y con exoantígenos de gametocitos fue de 18.6% ±11 (rango de 7.3

a 31). La expresión de este marcador CD69 también fue significativamente mayor con los

exoantígenos de gametocitos (p<0.05, Tabla 5, Figura 14). La expresión del marcador CD2 en las

CMC estimuladas con exoantígenos asexuales y con exoantígenos gametocito-específicos fue

mínima y no se encontraron diferencias significativas entre ellos (5.0% ± 4.7, rango de 0.2 a 11.2

y 0.7 ± 0.6, rango de 0 a 1.1, Figura 14). Los exoantígenos de P. falciparum no indujeron la

expresión del marcador CD21.

En la Tabla 25 se presenta un resumen de los marcadores que se expresaron de manera

significativa en los linfocitos estimulados con exoantígenos específicos de gametocitos. En las

CMC de pacientes primarios que estuvieron infectados con P. falciparum los exoantígenos de

gametocitos estimularon de manera significativa una mayor proliferación de linfocitos T y8+,

CD3+, CD8+, CD25+ y CD69+. Los exoantígenos asexuales y los de gametocitos indujeron una

expresión similar de los marcadores de linfocitos ap, CD4 y CD2.
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20

ab gd CD3 CD4 CD8 CD2S

MARCADOR

CD69 CD2

Figura 14. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de pacientes de infección

primaria previa con P. falciparum estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa.

Se representa el promedio del porcentaje de CMC positivas para cada marcador.
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Tabla 25. Marcadores expresados en linfocitos que proliferaron de manera significativa en

respuesta a la estimulación con exoantígenos específicos de gametocitos.

PACIENTE

P, vivax
Infección primaria

P. vivax
Infecciones múltiples

P. falciparum
Infección primaria

a|3

-

-

-

-

+

+

CD3

-

+

+

CD4

.-

-

-

CD8

-

-

+

CD2

-

-

-

CD25

-

-

CD69

-

-

+

2.7 CMC de un control no palúdico estimulados con antígenos sonicados de P. vivax

Se determinaron los fenotipos de las CMC de un individuo no febril y no palúdico (CD)

que fueron estimuladas con antígenos sonicados de gametocitos o de etapas asexuales de P.

vivax. La estimulación fue mínima y no significativa, sin embargo, se observó que los antígenos

de gametocitos estimularon principalmente la proliferación de linfocitos T y5+
s CD8+, CD25+,

CD69+ y CD2 . Los antígenos de gametocitos y los antígenos asexuales indujeron el mismo

porcentaje de proliferación de linfocitos ap+, CD3+ y CD4+ (Figura 15). La proporción de

linfocitos CD4+/CD8+ no cambió en las células estimuladas con estos antígenos, fue de 2.1 a 1.0

en las células control sin antígeno, en las células estimuladas con antígenos asexuales y con

gametocitos.

2.8 CMC de un control no palúdico estimulados con antígenos sonicados de P. falciparum

Las CMC del control (DR) que fueron estimuladas con antígenos sonicados de

gametocitos totales o de etapas asexuales de P. falciparum proliferaron en una mínima

proporción en respuesta a estos antígenos y de forma no significativa. Los antígenos de

gametocitos indujeron una mayor proliferación de linfocitos CD8+ y CD25+ en comparación con
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los antígenos asexuales. Ambos tipos de antígenos estimularon de igual manera la proliferación

de linfocitos T ap+, y5+, CD3+, CD4+, CD69+ y CD2+ (Figura 15). No hubo cambios en la

proporción de linfocitos CD4+/CD8+, fiie de 1.9 a 1.0 en las células control sin antígeno y las

estimuladas con antígenos asexuales y de 1.8 a 1.0 en respuesta a los gametocitos.

2.9 CMC de un control no palúdico estimuladas con exoantígenos de P. vivax

Las CMC del control no palúdico (VH) proliferaron en una mínima proporción al ser

estimuladas con exoantígenos de gametocitos o de etapas asexuales de P. vivax y de forma no

significativa. Los exoantígenos de gametocitos indujeron un mayor porcentaje de expresión de

los linfocitos T ap+, yS+, CD3+, CD4+, CD8+ y CD69+, mientras que los antígenos asexuales

estimularon principalmente la expresión de los marcadores CD25 y CD2 (Figura 16). La

proporción de linfocitos CD4+/CD8+ no cambió en las células estimuladas con exoantígenos, fue

de 1.9 a 1.0 en las células control sin antígeno y en las células estimuladas con ambos tipos de

antígenos.

3. CMC de un control no palúdico estimuladas con exoantígenos de P. falciparum

Se estimularon las CMC del control (DM) con exoantígenos de gametocitos o de etapas

asexuales de F'. falciparum. Los exoantígenos de gametocitos indujeron un mayor porcentaje de

proliferación, aunque no significativo, de linfocitos T ap+, y5+, CD3+, CD4+, CD25+, CD69+ y

CD2+. Los gametocitos y los exoantígenos asexuales indujeron el mismo porcentaje de

proliferación en los linfocitos CD8+ (Figura 16). La proporción de linfocitos CD4+/CD8+ no varió

en respuesta a estos exoantígenos, fue de 2.0 a 1.0 en las células control y en las estimuladas con

ambos antígenos.
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P. vivax

3-

• Gametocjtos

O Asexuales

2.6

ab gd CD3 CD4 CD8 CD25 CD69 CD2

P. falciparum

gd CD3 CD4 CD8 CD25 CD69 CD2

Figura 15. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de controles no palúdicos

estimuladas con antígenos sonicados de P. vivax o P. falciparum. En cada caso se

representa el porcentaje de CMC positivas para cada marcador en un solo paciente.
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P. vivax

2.1

1.4

0.7

2.4
• Gametocitos

G Asexuales

1.7

ab gd CD3 CD4 CD8 CD25 CD69 CD2

P. falciparum

ab gd CD3 CD4 CD8 CD25 CD69 CD2

MARCADOR

Figura 16. Porcentaje de expresión de marcadores en CMC de controles no palúdicos

estimuladas con exoantígenos de 50 a 100 kDa de P. vivax o P. falciparum. En cada

caso se representa el porcentaje de CMC positivas para cada marcador en un solo

paciente. 92
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7. DISCUSIÓN

Cada una de las etapas del ciclo de vida de Plasmodium interactúa de manera particular y

específica con el sistema inmune del huésped vertebrado. Debido a esto, el estudio de la respuesta

inmune se vuelve complejo. En términos generales, el conocimiento de la respuesta inmune

celular contra las etapas asexuales intraeritrocíticas y sexuales de Plasmodium es escaso, y la

mayoría de los estudios se han realizado en donadores no palúdicos; hay poca información sobre

la respuesta celular en pacientes en etapa aguda o que han cursado una infección previa. Se sabe

que los merozoitos y los esquizontes inducen la proliferación de linfocitos y8+ (Waterfall et al,

1998), mientras que las etapas asexuales más inmaduras (anillos y trofozoitos) inducen la

proliferación de linfocitos CD4+ (Goodier et al, 1995). Los gametocitos de P. falciparum activan

linfocitos CD4+ en donadores no palúdicos (Goodier y Targett, 1997), y se han detectado

respuestas proliferativas contra estos en pacientes infectados (Riley et al, 1990). Del mismo

modo, se tienen antecedentes que exoantígenos de etapas asexuales inducen la proliferación de

linfocitos y8+ en donadores no palúdicos (Pichyangkul et al, 1997). Antes del presente estudio no

se conocía el papel de los linfocitos y5+ en la respuesta a los gametocitos de Plasmodium,

tampoco se habían identificado exoantígenos secretados específicamente por estas etapas y no

existían reportes de la activación de linfocitos yS+ en respuesta a exoantígenos asexuales y de

gametocitos en pacientes de infección previa. El conocimiento de esta respuesta inmune celular

contra el parásito, en combinación con la respuesta humoral, permitirá avanzar en el desarrollo de

vacunas multivalentes contra las etapas asexuales destinadas a prevenir o reducir la gravedad de

la infección, y contra los gametocitos para bloquear la transmisión.

La respuesta de memoria a los antígenos asexuales.

La mayoría de los estudios sobre la respuesta inmune contra las etapas asexuales

intraeritrocíticas de Plasmodium se han llevado a cabo empleando extractos de parásitos lisados,

y CMC de donadores no palúdicos. Muchos de estos estudios han reportado resultados

contradictorios entre ellos. En el presente trabajo, empleamos células de donadores después de

una sola infección o de múltiples infecciones, por lo menos tres meses previos, con P. vivax o con

P. falciparum. Los linfocitos fueron estimulados in vitro con antígenos sonicados o con

exoantígenos de etapas asexuales.

/ En donadores no palúdicos, Goodier et al (1995) demostraron una proliferación específica
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de linfociíos y5 del subtipo Vy9 , en respuesta al estímulo con merozoitos, con preparaciones de

esquizontes, o con sobrenadantes obtenidos durante la ruptura de estos. Según esos autores las

etapas tempranas del parásito (anillos y trofozoitos), o Usados de eritrocitos parasitados, inducen

principalmente la proliferación de linfocitos CD4+. En el presente estudio, los antígenos

sonicados no estimularon respuesta alguna en los controles no-palúdicos. Sin embargo, los

antígenos asexuales sonicados indujeron respuestas proliferativas específicas en CMC de

pacientes de infección primaria previa o de infecciones múltiples con P. vivax, y en CMC de

infección primaria previa con P. falciparum. Linfocitos de pacientes que tuvieron una sola

infección previa, hasta 8 años postinfección, proliferaron de manera significativa al estímulo con

antígenos asexuales sonicados, mientras que los que tuvieron la infección.con más de 12 años

previos, no proliferaron al ser estimulados con estos antígenos. De forma similar, las CMC de

pacientes que tuvieron múltiples infecciones previas, también proliferaron de manera específica

contra los antígenos asexuales, aunque los linfocitos de pacientes con infecciones múltiples en

los 11 años previos no respondieron a los antígenos. Los datos sugieren que en ambos casos,

existe un límite temporal para la memoria contra estos antígenos asexuales de P. vivax,

independientemente de la frecuencia del reto. En ambos tipos de pacientes, los linfocitos T y5+

fueron los que proliferaron mayoritariamente en respuesta a los antígenos asexuales sonicados; de

forma secundaria se expandieron los linfocitos CD8+. En el presente estudio, la expansión de las

poblaciones de linfocitos a(3+, CD3+ y CD4+ fue mínima, en contraste con lo que se ha reportado

anteriormente. Hubo además, una expresión significativa de los marcadores CD25 y CD69

indicando activación en presencia del antígeno específico y la dependencia de la respuesta a la

presencia de IL-2. La intensidad de la respuesta proliferativa asexual-específica y el perfil de

expresión de fenotipos, fueron similares después de una o múltiples infecciones. Sin embargo, en

los pacientes que tuvieron una sola infección, la proliferación de linfocitos CD4+ y CD25+ fue

mayor en comparación con los pacientes con infecciones múltiples. En estos últimos, la

proliferación de linfocitos que expresaron el receptor ap+ fue superior.

Waterfall et al (1998) reportaron que componentes de esquizontes Usados activan a

linfocitos CD4+, mientras que los linfocitos y6+ son activados por componentes de esquizontes

vivos, respuesta que es dependiente de IL-2. Este último estudio sugiere que in vivo los productos

del parásito inducen la activación de linfocitos y8+ y la producción de IL-2, conclusión que apoya

la presente investigación. El estudio anterior subraya la importancia de la calidad del antígeno
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utilizado en ensayos in vitro, y apoya la hipótesis inicial del presente estudio de que el antígeno

sonicado preserva epitopes claves, tal como en la infección natural. La proliferación de linfocitos

que tuvieron una sola exposición previa a P. falciparum, fue independiente del tiempo

transcurrido después de la infección,. ya que no se encontró correlación entre el tiempo

transcurrido postinfección y la respuesta al antígeno, así como tampoco influyó la edad del

paciente en la magnitud de la respuesta. Los linfocitos y5+ proliferaron principalmente en

respuesta a estos antígenos, seguidos de la expansión de linfocitos CD8+. La expansión de

linfocitos ap+ fue mínima, aunque se detectó una expresión importante de los marcadores de

activación CD25 y CD69. Los antígenos asexuales sonicados indujeron un patrón de

proliferación similar en los pacientes primarios con P. vivax y con P. falciparum, con excepción

del marcador CD69, que se expresó proporcionalmente más en respuesta a los antígenos de P.

falciparum.

Las diferencias en las preparaciones de los parásitos, o en los procedimientos en los

ensayos, podrían ser responsables de las discrepancias en la respuesta reportadas por los diversos

laboratorios. Dick et al (1996) encontraron que en CMC de donadores no palúdicos estimulados

con esquizontes Usados por congelación, las células que proliferaron fueron principalmente

ap+CD4+, CD45RO+ y en menor proporción los linfocitos ap+CD8+ junto con los linfocitos y8+

CD4"CD8". Las células activadas con estos antígenos produjeron IL-2r soluble e IFNy. Sin

embargo, al igual que en el presente trabajo, se reportó que en donadores de áreas endémicas en

África, se detecta la expansión de linfocitos Vy9VS2+ en respuesta a antígenos de esquizontes

Usados de P. falciparum (Goodier et al, 1993). Al parecer, la respuesta a antígenos únicos es

diferente: linfocitos CD4+ de donadores inmunes restringidas a HLA-DR y DQ, y una mínima

proporción de linfocitos CD8+ responden a fragmentos clonados de la proteína PfMSP-1 de P.

falciparum (Riley et al, 1992). La proteína purificada Pfl55/RESA y péptidos sintéticos de esta

proteína inducen respuestas proliferativas y la producción de IL-2, IL-4 e IFNy en donadores de

áreas endémicas, de tal forma que epitopes de esta proteína son capaces de activar la

proliferación de linfocitos T (Riley et al, 1995). La respuesta a antígenos individuales representa

sin duda una mínima parte de la respuesta completa contra los múltiples antígenos presentes en el

parásito.

Las etapas asexuales producen y secretan exoantígenos, muchos de los cuales tienen

grupos de glicofosfatidilinositoí y son responsables de respuestas endotóxicas importantes, que
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involucran la secreción de TNFa (Taverne et al, 1990). Los exoantígenos se secretan del

eritrocito infectado durante la maduración del parásito o bien son liberados de los merozoitos

durante la invasión al eritrocito (Jakobsen, 1995; Hommel, 1997). Exoantígenos obtenidos de

eritrocitos parasitados con P. vivax estimulan la producción de TNFa por parte de los macrófagos

(Bate et al, 1992; Jagadeesan et al, 1999), estableciendo que estas moléculas tienen la capacidad

de estimular una respuesta inflamatoria. En el presente estudio, los exoantígenos de etapas

asexuales indujeron respuestas proliferativas en pacientes de infección primaria previa o de

infecciones múltiples previas con P. vivax, y en pacientes de infección primaria previa con P.

falciparum. La respuesta proliferativa contra los exoantígenos asexuales de P. vivax fue

significativa en la mayoría de los pacientes después de una infección primaria, y sin correlación

con el tiempo transcurrido después de la infección, por lo menos dentro de los 8 años

postinfección. Las CMC de pacientes de infecciones múltiples con P. vivax, también proliferaron

de manera significativa contra estos exoantígenos. En ambos tipos de pacientes los linfocitos y8+

fueron los que proliferaron específicamente en respuesta a los exoantígenos de etapas asexuales,

mientras que la expansión de linfocitos a(3 , CD3 , CD4 y CD8+ fue mínima. La expresión de

los marcadores CD25 y CD69 fue significativa. La respuesta proliferativa asexual-específica y el

perfil de expresión de fenotipos fue similar en ambos tipos de pacientes, con excepción de los

linfocitos yS+ y CD8+ que se expandieron proporcionalmente más y de manera significativa en los

pacientes que tuvieron una sola infección previa.

Los presentes resultados coinciden en parte con lo reportado por Pichyangkul et al (1997)

quienes encontraron que sobrenadantes de cultivo de esquizontes de P. falciparum inducen la

proliferación de linfocitos y8+ en CMC de pacientes no palúdicos. Exoantígenos de etapas

asexuales también activan linfocitos en individuos expuestos (Riley et al, 1988; Jakobsen et al,

1994). Una mezcla de antígenos solubles de P. falciparum y de exoantígenos Agí y Ag7

purificados induce la producción de IFNy en CMC de individuos que estuvieron infectados con

P. falciparum (Hviid et al, 1990). Las CMC de casi todos los pacientes de infección primaria

previa con P. falciparum proliferaron de manera significativa en respuesta a los exoantígenos.

Los linfocitos y5+ fueron la población de respuesta principal a estos exoantígenos y de manera

secundaria los CD8+. La expansión de linfocitos ccp+ y CD4+ fue mínima, aunque hubo una

expresión importante del marcador CD69, y en menor proporción del CD25. En el presente

estudio, los exoantígenos de etapas asexuales de P. vivax y P. falciparum indujeron respuestas
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proliferativas análogas. Por lo menos en el caso de uno de los exoantígenos (30 kDa de P. vivax y

31 kDa de P. falciparum), se ha comprobado la existencia de epítopes homólogos que enlazan

anticuerpos naturales (Ramsey et al, en prensa). Aunque no se encontraron diferencias

significativas en la magnitud de la respuesta proliferativa asexual-específica con ambas especies

de Plasmodium, si hubo diferencias cualitativas en esa respuesta. Si bien no existen reportes

comparando la respuesta a antígenos de P. vivax y P. falciparum, se ha encontrado que

exoantígenos de P. falciparum y P. berghei inducen la proliferación de células de bazo y de

médula ósea murinas y la producción de IFNy en cultivos de 5 días in vitro, así como la

expansión de células CD3 . Los exoantígenos de diferentes especies inducen una proliferación

significativa y la liberación de citocinas tipo Thl en células murinas independientemente de ía

exposición previa y sin especificidad de especie (Bordmann et al, 1997). Estos datos apoyan la

hipótesis de que hay epítopes comunes conservados entra las diversas especies de Plasmodiwn a

nivel de estas moléculas.

Los antígenos asexuales sonicados y los exoantígenos asexuales homólogos de P. vivax

indujeron una respuesta proliferativa análoga en los pacientes que tuvieron una sola o múltiples

infecciones previas. En los pacientes con una infección, el perfil de expresión de fenotipos fue

similar con ambos tipos de antígeno, aunque los antígenos sonicados indujeron una mayor

expresión del marcador CD25. En los pacientes con infecciones múltiples, los antígenos

asexuales sonicados indujeron una mayor proliferación de linfocitos ap+ y CD8+ que los

exoantígenos, mientras que los exoantígenos indujeron una mayor proporción de la expresión del

marcador CD69. En pacientes de infección primaria previa con P. falciparum, la respuesta

proliferativa asexual-específica fue mayor con antígenos sonicados que con exoantígenos y el

análisis de fenotipos de las CMC que proliferaron a estos antígenos reveló que los antígenos

totales indujeron una mayor proliferación de linfocitos yS+ y CD25+ que los exoantígenos,

mientras que los exoantígenos homólogos indujeron una mayor proliferación de linfocitos ap+.

Estos datos están indicando una posible asociación entre la expresión del marcador CD25 y el

estímulo con antígenos asexuales sonicados en pacientes de infección primaria tanto de P. vivax y

P. falciparum, así como una asociación positiva entre la expresión del marcador CD69 y el

estímulo con exoantígenos en pacientes primarios y secundarios de P. vivax. Estas diferencias

podrían deberse a la cantidad y la calidad de las proteínas que conforman los dos tipos de

antígeno. Los antígenos sonicados constituyen una mezcla de las proteínas totales del parásito,
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proteínas constitutivas y estructurales, mientras que los exoantígenos derivados de estas etapas

comprenden una mezcla de nueve proteínas de P. vivax y quince de P. falciparum y son proteínas

solubles, secretadas al medio, lo que estaría implicando probablemente, tal como se discutirá mas

adelante, la participación de mecanismos diferentes de procesamiento y presentación entre ellos.

En pacientes de P. vivax, tanto como en los de P. falciparum, los antígenos sonicados

principalmente, pero también los exoantígenos, indujeron la expresión del marcador de activación

CD25 (IL-2ra). Este es un marcador de activación innata de linfocitos T, ya que se expresa

principalmente en pacientes con infecciones primarias. Su participación indica que la respuesta a

los antígenos asexuales sonicados requiere de IL-2. Elloso et al (1996) reportaron que más del

95% de los linfocitos y8+ después de 7 días en cultivo expresaron el receptor de IL-2 (CD25) y

que anticuerpos monoclonales contra este inhiben la proliferación de linfocitos yo"1" estimuladas

con antígenos asexuales de P. falciparum. Los datos presentes apoyan la hipótesis que los

linfocitos requieren de dos señales para activarse, la primera dada por el reconocimiento del

antígeno, y la segunda por citocinas que actúan a través del receptor de IL-2. Al parecer, la

expresión del marcador CD69 es más importante en la respuesta a los exoantígenos, ya que se

expresó principalmente en pacientes primarios de P. falciparum y en pacientes secundarios de P.

vivax estimuladas con ese tipo de antígeno. El marcador CD69 esta presente en linfocitos T

activados y en células NK, y es un marcador de activación primaria. Se expresa a las pocas horas

de estimulación con mitógeno, participa en la transducción de señales para la activación y

proliferación celular, y en la iniciación de las funciones citotóxicas de los linfocitos y8+ (Cranston

et al, 1997).

La respuesta de memoria a los gametocitos

Los gametocitos y las etapas asexuales comparten proteínas constitutivas y metabólicas,

aunque los gametocitos expresan proteínas que no están presentes en las etapas asexuales. En el

presente estudio, se ha utilizado la etapa asexual eritrocítica como control para los gametocitos,

dado que previamente fueron caracterizadas las proteínas que tienen en común, y las que tienen

solamente los gametocitos (Ramsey et al, en prensa). Good et al (1987) reportaron que clonas de

linfocitos T que reaccionan contra los gametos de P. falciparum también reaccionaron con

esquizontes, pero no con eritrocitos no infectados en CMC de donadores no palúdicos. Del

mismo modo, Goodier y Targett (1997) reportaron que tanto los gametocitos como los trofozoitos
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inmaduros de P. falciparum activan principalmente a los linfocitos CD4+ en la misma proporción

en CMC de donadores no palúdicos, lo que estaría apoyando la idea de que ambas etapas del

parásito tienen antígenos comunes. La respuesta proliferativa a los gametocitos en este estudio

siempre fue significativamente mayor a la de los antígenos asexuales.

El conocimiento sobre la respuesta inmune contra los gametocitos de Plasmodium es

escaso en comparación con lo que se sabe acerca de la respuesta a las etapas asexuales del

parásito. Debido a la carencia de conocimientos acerca del papel que desempeña la inmunidad

celular en el bloqueo de la transmisión de Plasmodium, y a que se desconoce además cual es el

mecanismo de modulación de los gametocitos en la circulación, aunado a las dificultades técnicas

y metodológicas para la obtención de gametocitos puros, ha dado paso a que las estrategias

actuales para el desarrollo de vacunas bloqueadoras de la transmisión no contemplen las etapas

sexuales intraeritrocíticas residentes en la circulación del huésped humano.

En este trabajo, los gametocitos sonicados estimularon de forma etapa-específica la

proliferación de linfocitos en pacientes de infección primaria previa y de infecciones múltiples

con P. vivax, y de infección primaria previa con P. falciparum. En los pacientes con una sola

infección previa con P. vivax, los linfocitos que tenían menos de 8 años postinfección

proliferaron específicamente contra los gametocitos sonicados. De igual manera, los linfocitos de

la mayoría de los pacientes con infecciones múltiples proliferaron de manera específica al ser

estimuladas con gametocitos sonicados, hasta después de 11 años postinfección, a diferencia de

los antígenos asexuales. Los linfocitos y8+ proliferaron principalmente en respuesta a los

gametocitos sonicados, tanto en pacientes con una sola como con múltiples infecciones previas.

En ambos grupos de pacientes, hubo una expresión importante de ambos marcadores de

activación, CD25 y CD69. Además de los linfocitos y8+, las CMC de infección primaria que

proliferaron específicamente fueron CD3+ y CD8+. Sin embargo, después de múltiples

infecciones los linfocitos ap+ y CD4+ proliferaron de manera secundaria. Esta diferencia puede

estar indicando que después de una sola infección, los linfocitos yS+ y CD8+ citotóxicos

constituyen la primera línea de defensa contra el parásito, mientras que los linfocitos y8+ y en

menor grado los linfocitos a(3 y CD4+ de memoria, estarían contribuyendo a la eliminación de

los gametocitos después de múltiples infecciones. A su vez, las CMC de la mayoría de los

pacientes de infección primaria previa debida a P. falciparum, proliferaron de manera específica

en respuesta a los gametocitos sonicados. La población de linfocitos y8+, de nuevo, fue la que
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proliferó principalmente. Además fue significativa la expansión de linfocitos ctp+, CD8+, CD4+ y

CD3+. Las respuestas proliferativas estimuladas por los gametocitos sonicados de P. vivax y P.

falciparum fueron análogas: con ambas especies, la proliferación de linfocitos y5+, CD3+, CD8+,

y de los marcadores de activación CD25 y CD69 fue similar. Los gametocitos de P, falpiparum

indujeron mayor proliferación proporcionalmente de los linfocitos ap+ y CD4+ que sus

homólogos de P. vivax.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Riley et al (1990) en donde CMC de

pacientes de infección previa con P. falciparum proliferaron en respuesta a gametocitos Usados,

además de producir IFNy. Estos autores detectaron anticuerpos circulantes contra los antígenos

de gametocitos, pero no encontraron una asociación entre las respuestas serológicas, la

proliferación y la producción de IFNy. En el presente estudio no hubo expansión de linfocitos

CD21 , evidenciando la falta de correlación entre el anticuerpo presente y las poblaciones

estimuladas específicamente con antígenos totales de gametocitos. Sin embargo, y en contraste

con el presente estudio, se detectó la expansión de linfocitos CD4+ con CMC aislados de

donadores no palúdicos estimulados con gametocitos enteros de P. falciparum (Goodier y

Targett, 1997). Esa proliferación de linfocitos naive podría ser el resultado de la calidad del

antígeno utilizado (lisado por métodos que no sea sonicación resulta muy distinto), o de una

incompatibilidad del sistema presentador.

Como se ha señalado previamente, los exoantígenos pertenecen a la única clase de

proteínas secretadas por el parásito intraeritrocítico. Muchas de estas proteínas han sido

identificadas como moléculas clave, involucradas en procesos metabólicos y en la estimulación

de la respuesta humoral y celular contra el parásito (Jakobsen, 1995). Estudios usando

exoantígenos asexuales en pacientes inmunes han demostrado su capacidad de inducir

proliferación de linfocitos y producción de IFNy (Jakobsen et al, 1991; Riley et al, 1991) y la

inducción de TNFa por los macrófagos (Luty et al, 1994; Kristensen y Jakobsen, 1996). Antes

de este trabajo no existían reportes de la presencia de exoantígenos específicos de gametocitos

(Ramsey et al, en prensa), ni de la respuesta inmune contra estos en pacientes ya expuestos a la

infección. Los exoantígenos de entre 50 y 100 kDa, específicos de gametocitos, estimularon

respuestas proliferativas etapa-específicas en CMC de pacientes con una sola y también con

múltiples infecciones previas de P. vivax y P. falciparum. Las CMC de la mayoría de los

pacientes que tuvieron una sola infección previa con P. vivax proliferaron de manera específica a
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estos antígenos, siendo el límite de esa memoria cerca de ocho años. Solo se ha investigado dos

pacientes con infecciones múltiples con 5 y 6 años previos, y los linfocitos de solo uno de ellos

proliferó de manera significativa. La respuesta proliferativa de pacientes con múltiples retos no

fue diferente respecto a los pacientes con una sola infección. Sin embargo, eí número de

pacientes con infecciones múltiples fue demasiado reducido para concluir sobre la regulación de

estas poblaciones celulares. La memoria contra los exoantígenos de P. vivax debe desarrollarse

durante la infección primaria, pero esta memoria es dependiente de la rapidez del diagnóstico del

paciente (tiempo del desarrollo de gametocitogénesis) y del tratamiento terapéutico (tiempo de

presencia de los gametocitos en la circulación), es decir el reto total, inclusive en infecciones

múltiples. El análisis de fenotipos de los linfocitos procedentes de esos pacientes reveló que los

linfocitos y8 proliferaron mayoritariamente en respuesta a esos antígenos. Hubo mayor

proliferación de estas células en los pacientes con infecciones múltiples, lo que estaría indicando

la expansión de linfocitos y8+ de memoria con mayor reto parasitario. En ambos grupos de

pacientes, hubo una expresión importante de los marcadores de activación CD25 y CD69. En los

pacientes primarios no hubo expansión significativa de linfocitos en respuesta a estos antígenos,

mientras que en pacientes de infecciones múltiples hubo una proliferación significativa de

linfocitos CD3+.

La mayoría de pacientes de infección primaria por P. falciparum proliferaron de manera

significativa en respuesta a los exoantígenos de 50 a 100 kDa de gametocitos. Del mismo modo

que los pacientes con P. vivax, los linfocitos y5+ proliferaron mayoritariamente al estímulo con

exoantígenos con una expansión significativa también de células CD3+ CD8+, y una expresión

importante de los marcadores CD25 y CD69. Los exoantígenos de gametocitos estimularon una

respuesta proliferativa análoga en pacientes con una sola infección previa con P, vivax o con P.

falciparum, y el análisis de fenotipos reveló que los exoantígenos de P. falciparum indujeron una

mayor proliferación de linfocitos yS+, CD3+, CD8+, CD25+ y CD69+ con respecto a sus

homólogos de P. vivax. Los exoantígenos representan la única fuente estimulatoria natural de

gametocitos para células presentadoras, debido a que el parásito no expresa otros antígenos del

gametocito en la membrana externa del eritrocito. Es notable que la respuesta contra estos

antígenos en ambas especies fue casi completamente de linfocitos y8+ con una respuesta mínima

de linfocitos CD4+.
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Estimulando con proteínas de gametocitos, el perfil de expresión de fenotipos varió

dependiendo de la naturaleza de presentación del antígeno (sonicado o exoantígenos). Las CMC

de pacientes primarios estimuladas con gametocitos sonicados de P. vivax indujeron una mayor

proliferación de linfocitos y5+, CD3+, CD8+, CD25+ y CD69+, en comparación con los

exoantígenos homólogos. Sin embargo, en los pacientes de múltiples infecciones, los gametocitos

sonicados indujeron mayor expansión de linfocitos ctp+, CD4+, CD25+ y CD69+ en comparación

con los exoantígenos. La proliferación de linfocitos yS+ fue similar en los dos grupos de

pacientes. De forma similar, en las CMC de pacientes de infección primaria con P. falciparum,

los gametocitos sonicados estimularon una mayor proliferación de linfocitos a(3+ y CD4+ en

comparación con los exoantígenos homólogos. El hecho de que los linfocitos y5+ y los CD8+ se

expanden principalmente en pacientes de una sola infección estaría indicando de nuevo que estas

células constituyen la primera línea de defensa contra los gametocitos, mientras que los linfocitos

ap+ y CD4+ que se expanden de manera significativa, aunque secundaria, en pacientes que

tuvieron múltiples infecciones, estarían contribuyendo de manera adicional a la defensa contra el

parásito. Las diferencias en el perfil de expresión de fenotipos en respuesta a los gametocitos

sonicados y a los exoantígenos podrían deberse a la cantidad y a las características particulares de

los dos tipos de antígenos. Los gametocitos sonicados resultaron ser más inmunogénicos, pero

hay que considerar que estos constituyen una mezcla de las proteínas totales del parásito,

mientras que los exoantígenos solo son una mezcla de siete proteínas para el caso de P. vivax y de

diecinueve para P. falciparum; aunado a esto, y tal como se discutirá mas adelante, la naturaleza

misma de los dos tipos de antígenos, por un lado proteínas constitutivas y por el otro proteínas

solubles, involucran mecanismos de procesamiento y presentación diferentes, lo que estaría

permitiendo la activación diferencial de las poblaciones de íinfocitos que responden a estos

antígenos.

En el presente trabajo las proporciones de las diferentes poblaciones linfociticas básales

(ccp+, yS+, CD3+, CD4+, CD8+) antes del estímulo con el antígeno, fueron iguales entre los

pacientes palúdicos y los controles no infectados, tanto en pacientes de infección primaria con P.

vivax o P. falciparum como de infecciones múltiples con P. vivax. Esto puede ser debido al

tiempo transcurrido después de la infección, los pacientes que estuvieron infectados con P.

falciparum tuvieron la infección entre 1 y 22 meses previos, mientras que los de una sola

infección previa con P. vivax entre 0.25 y 8 años previos y los de infecciones múltiples entre 5 a

102



6 años previos. Además es importante mencionar que en uno de los pacientes de infección

primaria con P. vivax que tenía solamente tres meses postinfección hubo proporcionalmente mas

linfocitos y8 y CD4 así como un mayor porcentaje de expresión de los marcadores de activación

CD25+ y CD69 en comparación con los otros pacientes que tenían un mayor tiempo

postinfección. Lo anterior estaría indicando que a tres meses de la infección aguda aún hay altos

niveles de estas poblaciones celulares en la circulación que aun están activados por los antígenos

de Plasmodium y que a medida que transcurre el tiempo postinfección van regresando a los

niveles básales. A este respecto se ha reportado que durante por lo menos en la fase aguda de la

infección hay expansión de linfocitos yS+ en pacientes infectados con P. falciparum o con P.

vivax y que estas células continúan expandiéndose durante los dos meses posteriores a la

infección (Schwartz et al, 1996, Hensmann y Kwiatkowski, 2001).

Antígenos sonicados vs. exoantígenos para la respuesta celular

La respuesta principal contra los antígenos totales y secretados de las etapas asexuales y

los gametocitos fue la expansión de poblaciones de linfocitos yS+ y esta fue independiente de la

frecuencia del reto (una o múltiples infecciones previas). Un resumen de la duración de esta

memoria y de las poblaciones celulares secundarias que responden de manera predominante a

estos antígenos se encuentra en la siguiente tabla:

Especie

P. vivax

P. falciparum

Antígeno

sonicado

exoantígenos

sonicado

exoantígenos

Etapas asexuales

1 infección

8 <12 años
CD8, CD4

8 años
CD8

< 2 años
CD8

< 2 años
CD8

>1 infección

11 años
CD8, ap

6 años

Gametocitos

1 infección

> 8 años
CD8, CD3

< 8 años

< 2 años
CD8, CD4,
CD3, ap

<2 años
CD8, CD3

>1 infección

< 11 años
CD4, ap

6 años
CD3
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Es preciso señalar que las diferencias principales en las respuestas accesorias al estímulo

con gametocitos o con antígenos asexuales se dan entre pacientes con una o múltiples

infecciones. Los gametocitos sonicados inducen la expansión de linfocitos CD8+ y CD3+ en

pacientes de infección primaria mientras que en infecciones múltiples predomina una respuesta

de linfocitos CD4+ y ap+. Mientras que los antígenos asexuales inducen una expansión

importante de linfocitos CD8+ en ambos grupos de pacientes, sin embargo, en pacientes primarios

también se activan los CD4+ y con infecciones múltiples los linfocitos ap+.

Es notable que los exoantígenos asexuales inducen la proliferación de los linfocitos CD8+

en infecciones primarias, mientras que en infecciones múltiples no esta asociada otra población

además de las y5+. De igual manera los exoantígenos de gametocitos no activan a otras

poblaciones celulares en pacientes de una sola infección, mientras que en infecciones múltiples

hay activación de células CD3+. La duración de la respuesta de memoria contra los exoantígenos

de gametocitos o asexuales fue menor que con los antígenos totales, sin embargo la memoria

contra los antígenos asexuales prevalece por mayor tiempo que la de los gametocitos, esto podría

deberse a que durante la infección los parásitos asexuales están más tiempo en contacto con el

sistema inmune del huésped. La población de linfocitos CD8+ fue la que se expandió

principalmente al estímulo con antígenos asexuales totales y secretados de P. falciparum.

Mientras que con gametocitos, además de los CD8+, también se expandieron células CD3+, los

gametocitos sonicados, a diferencia de los exoantígenos, indujeron además la expansión de

linfocitos ap+ y CD4+.

Para entender las diferencias en la respuesta proliferativa entre los antígenos totales y los

exoantígenos, de etapas asexuales o de gametocitos, es necesario considerar la naturaleza de los

dos tipos de antígeno. Por un lado, los antígenos sonicados son proteínas estructurales y

constitutivas en vías de traducción y formación de estructura terciaria, mientras que los

exoantígenos son proteínas secretadas y de forma conformacional final al medio extracelular. La

vía clásica de presentación de antígenos de origen extracelular involucra la asociación con

moléculas del MCH clase II (Weenink y Gautam, 1997; Mukherjee et al, 2001). Sin embargo, se

ha reportado que proteínas extracelulares solubles pueden ser presentadas en asociación con el

MHC clase I desencadenando una respuesta de linfocitos CD8 . Estas proteínas pueden entrar a

la célula mediante macropinocitosis, llegando al citosol para asociarse con la vía de
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procesamiento convencional de antígenos endógenos en asociación con moléculas del MHC clase

I, induciendo una respuesta citotóxica contra proteínas de patógenos y células tumorales

(Norbury et al, 1995; Harding, 1996; Nakanishi et al, 2000). Se ha sugerido que esta es una vía

de procesamiento no convencional, diferente a la vía clásica, y que es utilizada por algunos

microorganismos (Harding, 1996). No obstante, existen divergencias encontradas en distintos

sistemas, sugiriendo que puede existir mas de un mecanismo de procesamiento y presentación,

que no son dependientes de los compartimentos, las proteínas o los mecanismos que son

necesarios en la vía clásica, incluyendo el retículo endoplásmico, los transportadores (TAP) y los

proteosomas. Se ha reportado que los macrófagos, y en menor proporción las células dendrítícas,

presentan estos mecanismos alternos de procesamiento, pero no se descarta que otros tipos

celulares también los tengan (Harding, 1996). Sin duda, el procesamiento del antígeno y otras

respuestas del sistema inmune son activadas o inhibidas por los componentes de los

microorganismos en beneficio del patógeno (Ramachandra et al, 1999). Se han descrito linfocitos

y8+ que son estimulados con péptidos restringidas al MHC-1 en humanos y en ratones (Kuhnlein

et al, 1994; Holt, 1995), o al MHC- II (Kaufmann, 1996; Zanni et al, 1997; Lindberg et al,

1999). Anticuerpos monoclonales anti-TCR inhiben la activación y proliferación de linfocitos y5+

indicando que hay interacciones específicas entre el TCR y la célula blanco (Dielii et al, 2000).

Sin embargo, hay también evidencia creciente que indica que estás células pueden activarse

independientemente del mecanismo de procesamiento y presentación del antígeno, sin restricción

al MHC (Salerno y Dieli, 1998; Guehler et al, 1999; Wang y Malkovsky, 2000; Cady et al,

2000). En el presente trabajo, los antígenos totales sonicados, tanto de etapas asexuales como de

gametocitos, indujeron una mayor respuesta proliferativa y un mayor porcentaje de expresión de

fenotipos que los exoantígenos homólogos. Si bien debe influir el hecho de que los antígenos

totales contenían un mayor número de proteínas que los exoantígenos, también se puede

especular que los antígenos totales y los exoantígenos estarían siendo procesados y presentados

por vías diferentes. Esta diferencia hubiera favorecido la activación de distintas poblaciones

celulares o de la misma población pero en diferente proporción. En este trabajo, no existen

evidencias que permitan determinar si los linfocitos y5+ están o no restringidos al MHC.

Como ya se ha hecho mención anteriormente, bajo las condiciones experimentales

empleadas en el presente estudio las CMC de los controles no palúdicos, procedentes de la misma

área geográfica que los pacientes que estuvieron infectados, no proíiferaron al ser estimuladas
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con los antígenos tanto sonicados como exoantígenos de etapas asexuales o de gametocitos de P.

vivax o de P. falciparum. Esto es contradictorio a lo que se ha reportado previamente empleando

parásitos Usados de etapas asexuales (Goodier et al, 1995; Dick et al, 1996) o sobrenadantes de

cultivo de estos (Pichyangkul et al, 1997) o bien con gametocitos (Goodier y Targett, 1997).

Estas diferencias pueden deberse a la cepa del parásito empleada, a la naturaleza del antígeno o a

las diferentes condiciones experimentales.

Respuesta proliferativa en etapa aguda de la infección.

La respuesta proliferativa de las CMC de pacientes en etapa aguda de la infección

primaria y secundaria con P. vivax a mitógenos como Con A y LPS fue menor que en los

controles no infectados. Estos resultados confirman otros datos previos que señalan una

inmunosupresión en pacientes palúdicos durante la etapa aguda de la infección. Al parecer, este

fenómeno no es dependiente de la respuesta innata o adquirida. Asimismo, la respuesta a la Con

A y LPS en CMC provenientes de pacientes febriles no palúdicos es menor que en el control no

febril. Alves et al (1992) reportaron una baja capacidad de proliferación de linfocitos

provenientes de pacientes infectados con P. vivax y P. falciparum en etapa aguda en respuesta a

la estimulación con Fitohemaglutinina A (PHA) comparándola con los controles no infectados.

Sugieren que esta baja respuesta está asociada con una producción deficiente de IL-1 por parte

de los monocitos y macrófagos, ya que si se agrega IL-1 recombinante a los cultivos de linfocitos

se restaura parcialmente la capacidad de proliferación de estas células. Sin embargo, el hecho de

no poder recobrar esta capacidad al 100% sugiere que otros factores también están participando

en la activación de estas células.

En el presente trabajo, se decidió emplear dos controles positivos de proliferación celular,

en primer lugar la Con A que es un mitógeno de linfocitos T (Onah et al, 2000; De Luna et al,

1999), y con la que se obtuvieron unos índices muy altos a las pocas horas de estimulación. No

detectamos respuestas proliferativas positivas a la PHA, otro mitógeno de linfocitos T

comúnmente empleado en ensayos de proliferación celular con células de humano, a pesar de

que se probaron diversas concentraciones (0.5 a 20 |ig/ml) y tiempos de incubación (12 a 120 h,

Saito et al, 2001; Godot et al, 2000; Wolday et al, 2000). Se decidió emplear además, los LPS,

que son activadores policlonales de linfocitos B y macrófagos (Alving, 1993; Tough et al, 1997,

Ogata et al, 2000), los cuales indujeron una respuesta proliferativa positiva} indicando que las
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CMC que se emplearon contenían la maquinaria celular requerida para responder adecuadamente

a la presentación de los antígenos.

A pesar de los bajos índices de estimulación en respuesta al mitógeno y a los LPS, se

encontró que las CMC de pacientes en etapa aguda fueron capaces de responder a los antígenos

sonicados de P. vivax de forma específica. La respuesta proliferativa de las CMC de infección

primaria al antígeno asexual fue significativa solo en uno de dos pacientes. La diferencia entre

ambos pacientes primarios fue el lugar de procedencia, ya que los dos pertenecen al mismo

género y grupo de edad y tenían un porcentaje similar de parasitemia y gametocitemia al

momento de la toma de muestra. En los dos pacientes con infección secundaria, la respuesta

proliferativa contra los antígenos asexuales fue específica y significativa. Ya que se cuenta con la

confirmación de que los linfocitos en etapa aguda no son anérgicos, y para tener información

sobre la respuesta a los antígenos asexuales sería necesario contar con mayor número de

pacientes tanto de infección primaria y de múltiples infecciones previas.

La respuesta proliferativa gametocito-específica de linfocitos procedentes de todos los

pacientes en etapa aguda primaria con P. vivax o P. falciparum no fue significativa. Esto era de

esperarse, debido a que durante la infección primaria la gametocitogénesis se inicia tarde, y los

linfocitos no han tenido el reto suficiente para establecer una respuesta a las mismas. Sin

embargo, una vez establecida la respuesta a los antígenos específicos del gametocito, como en el

caso de pacientes con múltiples infecciones previas con P. vivax, los linfocitos proliferan de

forma significativa y específica a esta etapa. A pesar de las bajas respuestas de estas células a los

controles con Con A y LPS, tienen la capacidad de responder de forma específica al antígeno de

P. vivax, aunque en mínima proporción. Esta capacidad de respuesta se acentúa principalmente

en las CMC de múltiples infecciones estimuladas con gametocitos, lo que estaría sugiriendo un

potencial de respuesta a una memoria adquirida contra los antígenos de gametocitos que no está

deprimido por la infección aguda. Estudios previos han reportado que en infecciones agudas

causadas por P. falciparum y P. vivax las CMC son anérgicas al mitógeno y a antígenos

asexuales (Riley et al, 1989; Ho et al, 1994; Rzepzyck et al, 1996). El presente es el primer

estudio que demuestra que esta inmunosupresión no es generalizada y que puede ser dependiente

de la memoria y del reto antígenico. Aunque no se conoce el mecanismo exacto de esta

inmunosupresión, se ha sugerido la participación de anticuerpos linfocitotóxicos (Riley et al,

1990), así como un incremento en las poblaciones de linfocitos T CD8+ y la activación
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defectuosa de linfocitos T cooperadores (Ho et al, 1990). En la presente investigación, no

determinamos el perfil de fenotipos de las CMC de etapa aguda que proliferaron en respuesta a

los antígenos de P. vivax, debido a que no contamos con la cantidad de células requeridas para

estos experimentos. En otros estudios, la falta de proliferación de CMC de P. falciparum durante

la etapa aguda ha sido asociado con un defecto en la producción de IL-2 (Ho et al, 1988; Lucas et

al, 1996). Hay evidencia de la activación de linfocitos T durante la etapa aguda (Ho et al, 1990;

Jakobsen et al, 1994), que correlaciona con niveles elevados de TNFa, IL-1 e IL-6 in vivo

(Kwiatkowski et al, 1989; Shaffer et al, 1991). A pesar de la falta de proliferación de las CMC

en etapa aguda, se ha reportado que los linfocitos se activan y producen IFNy e IL-10, mientras

que en la etapa de convalecencia hay proliferación y producción de IL-2 e IL-4 (Rzpczyk et al,

1996), evidencia congruente con la alta respuesta proliferativa de las CMC a 4 semanas después

de la infección primaria observada en el presente estudio. Considerando lo anterior, se ha

sugerido que las respuestas tipo Th2 están subreguladas durante la infección aguda (Ho et al,

1994) y que parte de la inmunosupresión es debida a la apoptosis de ciertos tipos celulares

(linfocitos T, macrófagos y linfocitos B) que ocurre en el bazo durante este periodo de la

infección (Helmby et al, 2000).

Los linfocitos T y6+ en la respuesta anti-Plasmodium.

En el presente trabajo, la población de linfocitos yS+ fue la que proliferó principalmente

en respuesta contra los antígenos de Plasmodium. Si bien ya existían reportes de la participación

de estas células en respuesta a antígenos asexuales de Plasmodium, no se conocía el papel de

estas en respuesta a los gametocitos y a los exoantígenos derivados de los mismos. El trabajo de

Goodier y Targett (1997) demostró que los gametocitos de P. falciparum activan a linfocitos

CD4+, pero no a linfocitos y8+ en CMC de donadores no palúdicos. Cabe recordar que en el

presente estudio, los linfocitos de ninguno de los controles no-palúdicos proliferaron en respuesta

a estos antígenos.

No pudimos identificar si las poblaciones de linfocitos y8+ que responden a los antígenos

de Plasmodium expresan el correceptor CD4 o CD8, para ello seria necesario hacer estudios

posteriores. Hubo un alto porcentaje de expresión de los marcadores de activación CD25 (IL-2r)

y CD69 (marcador primario de activación), lo que sugiere que los linfocitos y8+ expresan ambos

marcadores en respuesta al parásito y a las proteínas secretadas por este (exoantígenos). Hay

108



reportes de poblaciones Iinfoides CD8+CD69+ y CD4+CD25+ (Albernethy et al, 2000). En

nuestro sistema de estudio, es probable que los linfocitos CD8+ y CD4+ también estén expresando

estos marcadores, pero debido a la mínima proliferación de estas poblaciones celulares en

respuesta a los antígenos de Plasmodium, en comparación con los linfocitos y8+, nos lleva a

pensar que estos últimos están expresando principalmente los marcadores de activación. Existen

reportes de que los linfocitos y8+ humanos expresan el marcador CD69 y el CD25 al ser

estimuladas con antígenos de Mycobacteria (Wesh et al, 1997), y se sabe que CMC de pacientes

en etapa aguda de la infección con P. falciparum expresan el marcador CD25 (Worku et al, 1997)

lo que apoya nuestros resultados.

La expresión del marcador CD25 en respuesta a los antígenos de Plasmodium estaría

indicando la dependencia de IL-2 en este proceso. A este respecto, se ha reportado que en CMC

de donadores no palúdicos, los linfocitos y8+ que se expanden en respuesta a Usados de P.

falciparum requieren de IL-2 y de IL-15, ambas citocinas se unen a IL-2rp e IL-2ry. Estas dos

citocinas incrementan la capacidad de los linfocitos yS para inhibir la replicación del parásito

(Elloso et al, 1998). Waterfall et al (1998) encontraron que la proliferación in vitro de linfocitos

y5+ en respuesta a esquizontes y sobrenadantes de cultivo de estos, se incrementa si se agrega IL-

2, y la activación de linfocitos y5+ en ratones infectados con P. yoelii es también dependiente de

IL-2 (Haque et al, 2001). Los linfocitos yS+ que proliferan en respuesta a Mycobacteria

requieren de IL-2 e IL-15 y en menor proporción de IL-4, IL-7 e IL-12, y además es preciso que

linfocitos CD4+ estén activados con componentes no peptídicos fosforilados (Wesh et al, 1997).

Estos resultados sugieren que los linfocitos y8+ que responden a los antígenos de Plasmodium,

requieren de dos señales para activarse, la primera dada por el reconocimiento al antígeno y la

segunda por citocinas que actúan a través del IL-2r y que los linfocitos CD4+ podrían estar

proviendo en parte, las citocinas necesarias para la activación.

Existen reportes que señalan que los linfocitos y8+ requieren de moléculas accesorias

como el CD2 y LFA-3 para activarse (Rakasz et al, 1997; Lin et al, 1999; Wang y Malkovsky,

2000) y que expresan moléculas de adhesión VCAM-1, VLA-4 e ICAM-1 (Leca et al, 1995;

Behr-Perst et al, 1999). En el presente trabajo no hay evidencia de que los antígenos de

Plasmodium induzcan la expresión o la activación de linfocitos y8+ a través del marcador CD2

(receptor de LFA-3). Este marcador está presente en timocitos y linfocitos T maduros y participa

en la transdución de señales que conllevan a la activación de linfocitos T, además de que
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participa en la adhesión celular (Wang et al, 1999; Tangye et al, 2000). Sin embargo,

encontramos que ni los antígenos sonicados ni los exoantígenos de ambas especies de

Plasmodium inducen su expresión. Del mismo modo, estos antígenos tampoco inducen la

expresión del marcador CD21, que es el receptor de la molécula C3 del complemento, y se

expresa en linfocitos B activados, participando en la activación de estos, junto con las proteínas

CD19/CD81 que forman un complejo de activación co-accesoria con el receptor de linfocitos B.

Esta secuencia permite que bajas concentraciones de antígeno induzcan una máxima activación

de estas células (Zabel y Weis, 2001). La falta de expresión de este marcador para ambos tipos de

antígeno estaría indicando la falta de respuesta humoral a los antígenos asexuales y gametocitos

tanto sonicados como exoantígenos de Plasmodium que se emplearon bajo las condiciones de

estimulación en este trabajo.

El procesamiento y la presentación de antígenos de Plasmodium por parte de los

linfocitos y8+ no se conocen todavía. Se ha reportado que los linfocitos y8+ que responden a los

antígenos de Plasmodium son restringidas al MHC-II, debido a que anticuerpos contra esta

molécula inhiben la proliferación de linfocitos y8+ (Goodier et al, 1992). Por el contrario, Jones et

al (1996) reportaron que la proliferación de linfocitos Vy9+ en CMC de donadores no palúdicos

estimuladas con sobrenadantes de cultivo de esquizontes se inhibe por anticuerpos anti MHC

clase I y clase II. La inhibición por anticuerpos anti MHC-II se revierte con IL-2 exógena,

mientras que la inhibición por anticuerpos anti MHC-I no. Estas células por si mismas no

reconocen las moléculas del MHC clase I, pero requieren de linfocitos CD4+ que provean las

citocinas necesarias para su activación. Se ha reportado que un antígeno fosforilado presente en

esquizontes, resistente a proteasas (como los exoantígenos), estimula directamente a los linfocitos

y5+, lo que apoya la hipótesis del reconocimiento de moléculas no peptídicas de una manera

parecida a las inmunoglobulinas (Pichyangkul et al, 1997).

Los mecanismos de acción para los linfocitos y8+ que se conocen hasta el momento en

donadores no palúdicos implican la activación de estas células con mitógenos o con antígenos de

P. falciparum, además inhiben el crecimiento de las etapas asexuales del parásito in vitro; los

linfocitos ap+ activados no lo hacen. Los linfocitos ccp+ y yS+ producen IFNy, TNFa y TNFp/LT

y expresan moléculas citolíticas tales como perforina, granzima A y B, ligando de Fas y CD95L,

lo que implica que ambas tienen la maquinaria necesaria para eliminar células infectadas, pero

solo lo hacen las y8+. La activación de los linfocitos y5+ precede a las ap+ por varias horas o días,
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lo que estaría sugiriendo que los linfocitos yS+ desempeñan un papel determinante en la

eliminación de los parásitos y en la regulación de las respuestas tempranas contra la infección con

Plasmodium (Troye-Blomberg et al, 1999). In vitro, se han encontrado interacciones entre

linfocitos ap+ y yS+ en respuesta al parásito en donadores de 9 meses postinfección con P.

falciparum, los linfocitos que proliferaron fueron Vy9+. A tiempos largos de cultivo, solo

proliferan estas células si se cultivan además con linfocitos otp+ que se retan previamente con

antígenos de Plasmodium (Roussilhon et al, 1994). Se ha reportado que la máxima proliferación

de linfocitos y8+ ocurre después de la máxima proliferación de linfocitos ocp+. Si se eliminan los

linfocitos CD4+ antes de la estimulación con el antígeno se reduce la proliferación de linfocitos

y8+. En cultivos depletados de linfocitos CD4+, los linfocitos y5+ solo proliferan en presencia de

IL-2, IL-4 o IL-15, y anticuerpos contra las subunidades a y p del receptor de IL-2 inhiben la

proliferación de estos. Estos datos sugieren que la proliferación de linfocitos y8+ depende de la

presencia de linfocitos ccp+CD4+, además de citocinas que actúan a través del IL-2r (EIloso et al,

1996). Hensmann y Kwiatkowski (2001) reportaron que durante la fase aguda de la infección con

P. vivax y P. falciparum las poblaciones de linfocitos y8 , particularmente las Vy9+, se expanden

en sangre periférica, siendo estas la principal fuente de producción de TNFct e IFNy en las

primeras etapas. Después de una semana, cuando ya hay desechos derivados de la lisis de

parásitos, se activa también la población de linfocitos ap+. Sugieren además que las interacciones

célula-célula son esenciales para la activación y que los eritrocitos enteros parasitados son

mejores inductores de esta respuesta que los antígenos lisados.

En el presente estudio a pesar de las diferencias cuantitativas entre la respuesta a los

gametocitos y los antígenos de etapas asexuales de Plasmodium, ambos tipos de antígenos

totales, al igual que los exoantígenos derivados de estos, activaron principalmente a los linfocitos

y8+. Esta activación ocurrió en linfocitos después de infecciones únicas y múltiples. Estas células

que tienen funciones citotóxicas, podrían estar produciendo citocinas inflamatorias contribuyendo

a la eliminación del parásito además de la patología de la enfermedad. Estos linfocitos y8+

expresan los marcadores de activación CD25 y CD69 lo que indica que requieren de IL-2 y/o de

citocinas que actúan a través de este receptor. No detectamos activación significativa de

linfocitos CD4+ contra antígenos asexuales o gametocitos tal como se ha reportado previamente.

La activación de CMC en este estudio fue con un sistema homólogo contra antígenos peptídicos
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de Plasmodium, tanto sonicados como exoantígenos, sugiriendo que se activan con el

reconocimiento directo al antígeno. Después de una sola infección, los linfocitos y8+ y linfocitos

CD8+ citotóxicos constituyen la primera línea de defensa contra el parásito, mientras que

linfocitos ap+ y CD4+ de memoria, además de los linfocitos y8 , estarían contribuyendo a la

eliminación del parásito en el sistema de infecciones múltiples, con calidad de respuesta

adquirida.

Los exoantígenos de P. vivax y P. falciparum estimulan a los linfocitos y8 en pacientes

después de una o múltiples infecciones, tal como lo hacen los antígenos Usados. No solo son

producidos por las etapas asexuales, como ya se ha reportado previamente (Jakobsen, 1995), sino

otras moléculas secretadas están producidas únicamente por los garnetocitos (Ramsey et al, en

prensa). En esta investigación no fueron estudiados los mecanismos anti-parasitarios o de ayuda y

por lo tanto se desconoce si son los mismos en los pacientes después de una infección,

comparándolos con los de infecciones múltiples. Los exoantígenos secretados por las etapas

asexuales que son liberados por los merozoitos o al momento de la ruptura de los esquizontes

inducen respuestas humorales (Holder, 1999; Taylor-Robinson, 2000), y se sabe que activan a

macrófagos y monocitos (Kharazmi et al, 1987), así como también que estimulan la producción

de citocinas inflamatorias (Jakobsen, 1995). Participan en la invasión del parásito al eritrocito,

además se les ha conferido un papel importante como mecanismos de evasión inmune, evitando

la eliminación del parásito mediada por fagocitosis. Algunos otros exoantígenos participan en la

secreción de proteasas. Antes de este trabajo, no se tenían antecedentes de que estas proteínas

solubles activaran a linfocitos y5 en pacientes de infecciones previas. El hecho que estas

proteínas estimulen respuestas proliferativas análogas en ambas especies de Plasmodium, habla

de que podrían estar conservados entre las diversas especies de Plasmodium y compartiendo

epítopes comunes. Si bien se tuvo un escaso número de pacientes de múltiples infecciones, se

encontró que en estos pacientes hubo una mayor respuesta proliferativa de linfocitos yS+ que en

los pacientes de una sola infección. Esto indica que la respuesta de memoria contra estos

exoantígenos aumenta con la experiencia. La memoria contra los exoantígenos debe desarrollarse

durante la infección primaria, pero es dependiente del tiempo postinfección, inclusive en

infecciones múltiples. Para tener información concluyente al respecto, es preciso estudiar un

mayor número de pacientes. El hecho de que los exoantígenos, tanto de etapas asexuales como de

gametocitos, sean capaces de activar a linfocitos T permite contemplar la posibilidad de
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utilizarlos como candidatos a vacunas. La vacunación con exoantígenos podría proporcionar un

medio de protección contra los efectos clínicos de la enfermedad generando una inmunidad anti-

enfermedad mediante la reducción en la producción de citocinas inflamatorias. Sin embargo, para

tal fin sería necesario que estos exoantígenos tengan la habilidad de generar memoria, tal como

nuestros resultados lo sugieren, y que no generen una respuesta inflamatoria patológica. Sería

necesario hacer una caracterización de estas proteínas y seleccionar aquellas que resultan más

inmunogénicas, determinando además sin son capaces de generar memoria inmune.

La respuesta de los linfocitos y5+ contra las etapas asexuales de Plasmodium y contra los

exoantígenos derivados de estas, permite contemplar la posibilidad de desarrollar una vacuna

multivalente, por un lado dirigida contra etapas asexuales, básicamente con funciones

antiparasíticas, que permita inhibir la replicación del parásito previniendo por un lado la entrada

del merozoito a los eritrocitos o bien eliminando al parásito dentro del eritrocito. Además, la

respuesta inmune contra proteínas gametocitarias y contra los exoantígenos derivados de estas

etapas, sugiere la posibilidad de desarrollar estrategias que permitan la eliminación o la

regulación de los gametocitos directamente en la circulación del huésped, disminuyendo con esto

la carga gametocitaria al momento de que el mosquito ingiere la comida de sangre, bloqueando

así la transmisión del parásito. La inmunidad contra Plasmodium se desarrolla como resultado de

una exposición prolongada al parásito y depende de la memoria inmunológica. Mecanismos

humorales y celulares contribuyen a esta inmunidad. Las células clave en el reconocimiento y

regulación de las respuestas inmunes son los linfocitos T. La inmunidad se adquiere cuando estos

linfocitos reconocen antígenos relevantes del parásito y regulan la actividad de los macrófagos y

linfocitos B, pero también actúan directamente como células citotóxicas en las células infectadas

a través de la producción de citocinas. Hay muchos mecanismos efectores contra el parásito, y la

protección puede ser mediada por diversos mecanismos de acuerdo al grado de exposición al

parásito y el patrón de transmisión de la enfermedad. Linfocitos ap+CD4+ y CD8+ controlan las

etapas intraeritrocíticas, mientras que linfocitos y5+ estarían inhibiendo la replicación del

parásito, aunque el papel preciso de estas no se conoce todavía.

A su vez, el parásito interfiere contra esa inmunidad: la inducción de una respuesta

inmune a macromoléculas se evita ya que el parásito vive dentro del eritrocito la mayor parte del

ciclo y la reacción hacia otras moléculas se evita mimetizando moléculas del huésped. Se evade

la respuesta inmune mediante los exoantígenos, el reconocimiento inmune es obstaculizado por la
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diversidad antigénica de la población de parásitos. La regulación inmune es además obstaculizada

por la supresión inmune caracterizada por una disminución profunda, mecanismos inmunes

efectores en hígado y bazo se evitan mediante el secuestro de parásitos maduros al endotelio

vascular. La relación entre el sistema inmune y el parásito gobierna la sintomatología, la

patología, y el desarrollo de la inmunidad a la enfermedad (Theander, 1992).

8. CONCLUSIONES

Este estudio confirma que las proteínas de gametocitos de P. falciparum pueden estimular

la activación y la proliferación de linfocitos, y por primera vez demuestra que las de P. vivax

pueden realizar esta acción. También se demostró que los gametocitos totales de las dos

principales especies del paludismo, P. falciparum y P. vivax, estimulan la activación y

proliferación de linfocitos T yS+, de forma específica e independiente de la frecuencia del reto

(con una o múltiples infecciones previas). A su vez, de manera secundaria, los gametocitos de

ambas especies estimulan la proliferación de linfocitos CD8+ y CD3+en pacientes de una sola

infección. Igualmente por primera vez se demuestra que los exoantígenos secretados

específicamente por los gametocitos de ambas especies de Plasmodium estimulan principalmente

la proliferación de linfocitos y8+ en pacientes con una o múltiples infecciones previas.

En relación a las etapas asexuales de P. vivax, se demostró que la respuesta inmune a las

proteínas totales o a los exoantígenos es análoga a la de Pt falciparum, aunque de menor

amplitud. Las proteínas totales y los exoantígenos de las etapas eritrocíticas del parásito

estimulan una respuesta primaria de linfocitos y5+, seguida de la expansión de linfocitos CD8+.

Los antígenos asexuales totales inducen en pacientes de infección primaria previa una leve

respuesta de linfocitos CD4+, mientras que en infecciones múltiples se añade una respuesta de

linfocitos ctp+.

En este trabajo se demostró que durante la etapa aguda de la infección con P. vivax, hay

una inmuno supresión de los linfocitos, demostrado por la falta de proliferación con Con A y con

LPS de manera similar a lo que ocurre con P. falciparum. Sin embargo, las CMC de pacientes

con una primera o una segunda infección son capaces de activarse y proliferar de manera

específica a los antígenos asexuales y a los gametocitos sonicados, demostrando una falta de

anergia.

Bajo las condiciones de incubación de las CMC en este estudio y en contraste a lo
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reportado, los antígenos totales y exoantígenos de ambas especies de Plasmodium^ no indujeron

la activación y proliferación de linfocitos en CMC de los controles no palúdicos. Además no se

detectó la activación de linfocitos B en respuesta a ninguno de los antígenos de Plasmodium tanto

en CMC de los controles como de los pacientes infectados. De igual forma, los antígenos de

Plasmodium rio indujeron la expresión del marcador CD2, indicando que esta molécula no es co-

accesoria en la activación inducida por estos antígenos. De manera importante, las CMC fueron

activadas en respuesta a proteínas sonicadas y a exoantígenos de Plasmodium con la expresión de

los marcadores de activación CD25 y CD69. La expresión del primer marcador se induce

principalmente con las proteínas sonicadas.

Los linfocitos y5+ podrían estar contribuyendo a la eliminación del parásito, y a la

patología de la enfermedad, por medio de mecanismos citotóxicos y/o a la producción de

citocinas inflamatorias. La activación con las proteínas de Plasmodium parece requerir de IL-2

y/o de otras citocinas que actúan a través de este receptor. Las proteínas totales y los

exoantígenos indujeron respuestas análogas en ambas especies de Plasmodium, sugiriendo que

los antígenos dominantes podrían tener epítopes conservados que son comunes entre especies.
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