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i. RESUMEN

El conocimiento de la respuesta inmune celular contra las etapas asexuales y sexuales de
Plasmodium es escaso: etapas asexuales maduras inducen la proliferacion de linfocitos T 8",
mientras que las etapas inmaduras estimulan a linfocitos CD4 ", Utilizando linfocitos de pacientes
gue tuvieron una o multiples infecciones previas, se determind que los gametocitos y las etapas
asexuales totales sonicados, asi como los exoantigenos producidos por estas etapas, indujeron la
activacién y la proliferacién de linfocitos 8" en pacientes con una o muitiples infecciones con P.
vivax y con una sola infeccion con P. falciparum. La expansién de linfocitos af’, CD3* y CD4"
fue minima. Los gametocitos fueron mds inmunogénicos que los antigenos asexuales, induciendo
una mayor respuesta proliferativa y un mayor porcentaje de expresion de fenotipos que los
ultimos. La activacion por estos antigenos fue especifica para ambos tipos de pacientes,
midiéndose por la expresion de los marcadores de activacion CD25 y CD69, indicando un
requerimiento de IL-2, y/o de citocinas que actian a través de este receptor. En infecciones
primarias, los linfocitos 8" y CD8™ citotoxicos constituyen la primera linea de defensa contra el
parasito, mientras que en infecciones miltiples son los linfocitos y8', independientemente de la
frecuencia del reto; ademas, en este tltimo grupo de pacientes, los linfocitos o’ y CD4" también
contribuyen a la eliminacién del parasito. Los antigenos de Plasmodium no indujeron la
expresion del marcador CD2, ni la activacion de linfocitos B, medida mediante la expresion del
marcador CD21. Los antigenos sonicados asexuales y de gametocitos indujeron mayor expresion
del marcador CD25 en comparacion con los exoantigenos homologos. La respuesta proliferativa
contra los antigenos totales y los exoantigenos de gametocitos y de etapas asexuales,
respectivamente, fue andloga en ambas especies de Plasmodium. Existe una inmunosupresion
parcial de los linfocitos procedentes de pacientes palidicos durante la etapa aguda de la
infeccidén, aunque las células mononucleares circulantes (CMC) de estos pacientes agudos de
infeccion primaria o secundaria son capaces de responder de forma especifica a los antigenos
asexuales y de gametocitos sonicados de P. vivax. Los antigenos de Plasmodium no indujeron
respuestas proliferativas, ni de activacion, en CMC de los controles no paladicos. El
conocimiento de la respuesta inmune celular natural contra el parasito permitird avanzar en el
desarrollo de vacunas multivalentes contra las etapas asexuales para prevenir o reducir la

infeccidén y contra los gametocitos para bloquear la transmision de la enfermedad.



1. INTRODUCCION

El paludismo o malaria es uno de los principales problemas de salud piblica en paises
tropicales y subtropicales del mundo. Se estima que cuatro billones de personas en mas de 90
paises estan en riesgo de contraer la enfermedad. La mitad de la poblacién 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 nifios menores de 5 afios y un
numero significativo de mujeres embarazadas (WHO, 2000). En Centroamérica, la transmision
mantiene upa endemia sin mayores cambios en los dltimos 40 afios. Mientras que en México,
los casos de péludismo han disminuido en los ultimos afios, para el afio 2000 se reportaron 2818
casos y en el 2001 un total de 1852 casos (Sistema Unico de Informacién de Vigilancia
Epidemioldgica, 2001). El resurgimiento de la malaria ocurre debido a que el pardsito ha
desarrollado resistencia a las drogas éntimaléricas, a que el vector ha desarrollado resistencia a

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

1.1 EPIDEMIOCLOGIA

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 Ultimas son las mas importantes desde el punto de vista epidemioldgico (WHO, 1998). P.
vivax tiene una amplia distribucién geografica, especialmente en el sur de Asié y en América
Central, mientras que P. falciparum predomina en Africa, en el sureste de Asia y en América del
Sur (Godal ef al, 1998). El impacto econdémico que tiene la enfermedad varia entre 1as distintas
poblaciones humanas. En la mayor parte de Africa la enfermedad se extiende a través de todos
los grupos de edad y es la principal causa de mortalidad en nifios, se ha estimado que solo en este
continente mueren 800,000 nifios cada afio, lo que representa que cada minuto mueren de 3 a 5
niftos en areas endémicas, mientras que los nifios sobrevivientes de la malaria cerebral (400,000
al afio) sufren graves desordenes neurologicos permanentes incluyendo trastornos conductuales;
también es frecuente la muerte fetal debido a la infeccion. Esta enfermedad es endémica en 101
paises, 21 de los cuales estan en el continente americanb (WHO, 1998).

El costo de la enfermedad en términos de sistemas de salud y de actividad econémica
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 Carter, 1995; WHO, 1996). Aunado a esto, en varias partes
del mundo se han registrado cepas resistentes a los medicamentos profilacticos (cloroquina y
primaquina) y ademas se ha detectado resistencia del vector a los insecticidas. Por lo que existe la
necesidad de desarrollar herramientas profilacticas y terapéuticas para controlar esta enfermedad

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

1. 2 CICLO BIOLOGICO DEL Plasmodium spp.

El ciclo de vida de todas las especies de Plasmodium comprende una fase sexual exdgena
o esporogonia que se presenta en mosquitos del género Anopheles y una fase asexual endégena o
esquizogonia en el huésped vertebrado (Figura 1; Gilles 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 infeccion por
ingerir las etapas sexuales (gametocitos). El cambio de nivel de oxigeno y la temperatura en el
estémago del vector provoca la maduracién de los gametocitos y estos se liberan de las
membranas eritrociticas, proceso que se denomina gametocitogénesis. Los gametocitos
masculinos (microgametocitos) sufren tres ciclos de divisidn mitética originando 8 gametos de un
solo microgametocito (variable segun la especie de Plasmodium que se trate), los cuales sufren
un proceso de exflagelacidn; mientras que el gametocito femenino (macrogametocito) sufre un
proceso de maduracién originando un solo macrogameto. Después de la fecundacién se forma el
zigoto, el cual se desarrolla hasta la etapa de oocineto, que e¢s mévil y atraviesa las células
epiteliales hasta alcanzar la membrana basal del estomago donde adquiere forma esférica rodeado
de una membrana constituyendo el oooquiste, el cual sufre muitiples ciclos reproductivos que
producen en promedio 10,000 esporozoitos (variable segin la especie). Cuando el oocisto
maduro esta lleno, estalla liberando a los esquizontes que inician la migracion por el hemocele
hacia las glandulas salivales. Poco después de alcanzar las glandulas salivales los espororozoitos
se vuelven infectivos (Gilles y Warrel, 1993; Galinski y Barnwell, 1996; Lobo y Kumar, 1998).

Cuando el mosquito se alimenta, el contenido de las glandulas salivales alcanza los
capilares dérmicos. Los esporozoitos introducidos por un mosquito infectado permanecen en la
circulacion por un periodo de media hora y luego desaparecen de la circulacidn; mubhos soﬁ
destruidos por fagocitos y otros entran en las células parenquimatosas del higado (hepatocitos)

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



multiplicacién conocido como esquizogonia pre-eritrocitica, dando lugar solamente en las
especies de P. vivax y P. ovale a la formaciéon de hipnozoitos que son parasitos de 3p de
didmeiro. En contraste, en las especies de P. falciparum y P. malariae los esporozoitos no
forman hipnozoitos, se desarrollan directamente a esquizontes pre-eritrociticos. El proceso de
esquizogonia pre-eritrocitica tiene una duracién de 6 a 16 dias, segun la especie, y culmina con
la liberacién de cientos de merozoitos a la cifculacién. En las-especies de P. vivax y P. ovale una
.vez que se ha completado este proceso, hay otro fendmeno conocido como esquizogonia
exoeritrocitica secundaria durante el cual los merozoitos liberados en lugar de salir a la
circulacion reinvaden las células del higado y repiten el proceso de esquizogonia pre-eritrocitica
provocando la liberacion de parasitos tiempo después de la infeccién inicial. En estas especies los
hipnozoitos permanecen latentes en el hepatocito como formas uninucleadas de 4 a Su de
didmetro por periodos de tiempo prolongados, después de los cuales se activa nuevamente el
proceso de esquizogonia pre-eritrocitica con produccion de merozoitos que son liberados a
circulacion. En P. falciparum' y P. malariae no ocurre este fenémeno (Gilles y Warrel, 1993;
Galinski y Barnwell, 1996; Kwiatkowski y Marsh, 1997).

El desarrollo de los parésitos dentro del eritrocito se conoce como fase eritrocitica. La
primera etapa después de la invasién del merozoito al eritrocito se conoce como anillo, en ella el
parasito tiene formas redondeada y el nicleo situado en un polo. Al desarrollarse el pardsito
aumentan de tamafio y adquieren forma irregular, a esta etapa se les conoce como trofozoitos.
Los trofozoitos absorben la hemoglobina del eritrocito liberando un producto de digestién
conocido como hemozoina. Después de un periodo de crecimiento los trofozoitos sufren un
proceso de divisién asexual conocido como esquizogonia. El nicleo del parasito se divide de 3 a
5 veces seguida de una divisidn citoplasmatica dando origen asi a los esquizontes multinucleados.
En los esquizontes maduros ocurre una segmentacion del micleo 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 circulacién, estos invaden a nuevos
eritrocitos produciendo una nueva generacidén de parasitos bajo el mismo proceso. El proceso de
esquizogonia se repite varias veces durante el curso de la infeccién resultando en un incremento
progresivo de la parasitemia (Gilles y Warrel, 1993; Galinski y Barnwell, 1996, Kwiatkowski y
Marsh, 1997).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Plasmodium spp.

Al avanzar la infeccion se observan en la sangre los gametocitos, formas del parasito que,
al igual que las etapas asexuales son intraeritrociticos, se desconoce el estimulo o mensaje
responsable de su produccién a partir de merozoitos, aunque existen varias hipotesis que tratan de
explicarlo. La primera hipotesis sugiere que hay dos tipos de esquizontes, unos que producen

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

ESQUIZOGONIA



esta hipotesis, esfte proceso se llevaria a cabo durante el crecimiento de un parasito asexual en
donde factores ambientales estarian ligados a este proceso, de tal manera que un esquizonte
maduro produce merozoitos que ya estdn comprometidos para desarrollarse como asexuales o
gametocitos antes de la invasion al eritrocito (Alano y Carter, 1990; Lobo y Kumar, 1998).

Otra hipétesis sugiere que los merozoitos no estan comprometidos al momento de la
invasién a los eritrocitos y que durante la primera etapa de desarrollo (etapa de anillo) el parésito
es susceptible a factores que lo comprometen a seguir su desarrollo hacia etapas asexuales o
sexuales (Alano y Carter, 1990; Lobo y Kumar, 1998).

Ademas, se ha hipotetizado que hay una sefial primaria, la cual podria ser de naturaleza
ambiental, que estaria activando a un ge'n o grupo de genes que estarian determinando cuales
parasitos entrarian en el ciclo sexual y se desarrollarian hasta gametocitos o bien cuales
permanecerian en el ciclo asexual y se desarrollarian como merozoitos. La expresion de tales
genes podria dictar cuales de los parasitos comprometidos a desarrollarse a etapas sexuales se
desarrollarian como gametocitos femeninos o masculinos. Sin embargo, muy pocos genes
expresados especificamente en las fases sexuales han sido clonados y el papel que juegan sus
productos proteicos no se ha determinado todavia (Lobo y Kumar, 1998).

Los macro y microgametocitos pasan por varias etapas de crecimiento y diferenciacion
durante su maduracion en el eritrocito, tardan de 8 a 17 dias en madurar a partir de la invasion
del merozoito. En el caso de P. falciparum este proceso se ha dividido en 5 etapas distinguibles
por cambios en la organizacion celular (Alano y Carter, 1990; Lobo y Kumar, 1998), ademds de
la duplicacion del material genético (Janse ef al, 1987). Los gametocitos maduros tienen formas
diferentes segun la especie de Plasmodium, pero en general hay diferencias morfoldgicas 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 estan empleando piretroides sintéticos o
carbamatos que pueden ser efectivos en un periodo de 6 a 12 meses. El segundo es la proteccion
del humano, que puede ser directa (ropa, repelentes) o i)or barrera (mosquitero), y el tercero es el

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



este ultimo caso, se esta empleando actualmente un nimero limitado de drogas entre las que se
encuentran la mefloquina, halofantrina, derivados de artemisa y amodiaquina. En el futuro se
contempla ademas el control mediante el uso de vacunas (Gilles y Warrell, 1993; Galinski y
Barnwell, 1996; Kwiatkowski y Marsh, 1997; Holder, 1999). |

En la Gltima década se ha realizado mucha investigacion para el desarrollo de una vacuna
contra la malaria. Una vacuna efectiva podria constituir una poderosa herramienta adicional a los
programas de conirol. Mas de una docena de vacunas estin actualmente en desarrollo, y se espera

que dentro de los préximos 15 aftos 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-eritrociticas),‘ curativos (etapas eritrociticas) y para el bloqueo de la
transmision (fases sexuales 6 zigéficas en el vector, Galinski y Barnwell, 1996; Kwiatkowski y
Marsh, 1997; Holder, 1999; Taylor-Robinson, 2000).

1. Las vacunas de etapas pre-eritrociticas estin dirigidas contra los esporozoitos con el fin
de prevenir la infecciéon provocada por el mosquito anies de que los parésitoé causen los
padecimientos clinicos. Este tipo de vacunas probablemente no proteja completamente contra la
infeccion, pero si lograria reducir el nimero de pardsitos en la circulacién, disminuyendo el
riesgo de una enfermedad severa (Kwiatkowski y Marsh, 1997; Holder, 1999).

Anticuerpos dirigidos contra antigenos presentes en la superficie de esporozoitos (CSP)
podrian neutralizar la infectividad de la mayoria de los esporozoitos en la circulacion. A su vez,
los esporozoitos que invadan los hepatocitos activarian una respuesta inmune celular dirigida
contra peéptidos de origen parasitario expresados en la superficic de los hepatocitos. Estas
respuestas celulares, asociadas o no con citocinas, y posiblemente con anticuerpos podrian
destruir a los hepatocitos infectados o inactivar a los parasitos que se desarrollan en ellos. De este
modo, se reduciria el nimero de parasitos quel entran en la circﬁiacio’n, disminuyendo la
progresién de la enfermedad (Sinnis et @/, 1996; Doolan y Hoffman, 1997; Taylor-Robinson,
2000). '

2. Las vacunas contra etapas asexuales estdn desarrolladas para prevenir o reducir la
severidad de la infeccion y la enfermedad, disminuyendo la morbilidad y la mortalidad. Este tipo

de vacuna es antiparasitica y puede estar encaminada a inhibir la replicacién del parasito



previniendo la entrada del merozoito a los eritrocitos, o bien atacando al pardsito una vez que ya
esta dentro del eritrocito (Holder, 1999). Se han detectado antigenos en la superficie de
merozoitos que serian 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 antimalaricas son las antitéxicas, que se basan en el hecho de que
adultos expuestos frecuentemente a la infeccion manifiestan sintomas leves de la enfermedad.
Esto ocurre debido a la ruptura de los eritrocitos parasitados durante la liberacion de merozoitos,
o bien de bioproductos dafiinos durante la replicacién del parésito, estimula la produccion de
factores celulares en el huésped como el factor necrosante tumoral alfa (TNFa por sus siglas en
inglés), que incrementan la pafdgénesis de la enfermedad. Se sabe que anticuerpos que inhiben
estas toxinas reducen los sintomas de la enfermedad (Playfair et al, 1990, .Bate et al, 1992). .
Mediante la induccién de anticuerpos neutralizantes o inhibiendo la citoadherencia de los
eritrocitos parasitados se podria reducir la severidad de la enfermedad (Kwiatkowski y Marsh,
1997; Taylor-Robinson, 2000).

3. La estrategia del bloqueo de transmision se basa en la induccion de una respuesta.
humoral en el huésped vertebrado contra las etapas sexuales extracelulares presentes en el vector,
el micro y macrogameto, el zigoto y el oocineto (Galinski y Barnwell, 1996; Kaslow, 1997). La
ingestion de gametocitos intraeritrociticos por el mosquito al momento de la toma de sangre
desencadenan el proceso de gametogénesis, esto es, la maduracion de los gametocitos para
convertirse en gametos y su liberacién de las membranas eritrociticas. Los gametos estan
expuestos a otros componentes qué circulan también en la sangre tales como leucocitos,
anticuerpos y complemento. Se han detectado anticuerpos dirigidos contra proteinas de la
superficie de gametos que interfieren con la fertilizacién, inhibiendo el reconocimiento celular
que ademads favorecen la destruccidén de los gametos mediada por complemento. Ejemplos de
estos antigenos son las proteinas que se expresan en etapas de prefertilizacion (Pfs 230, Pfs
48/45, Pfg 27/25, Pfsl6, Kaslow, 1997; Doolan y Hoffinan, 1997; Kwiatkowski y Marsh, 1997).

Otra estrategia de bloqueo de la transmisidn es mediante anticuerpos dirigidos contra
antigenos que se expresan en la etapa postfertilizaciéon (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 ef al, 1999).

La estrategia de bloqueo de la trasmision no estd dirigida a la proteccion directa det



receptor, sino que contribuiria a reducir la enfermedad dentro de una comunidad en su conjunto.
Debido a que no se interrumpe la trasmision completamente, se ha asumido que este tipo de
vacuna podria ser utilizada en areas de baja ihcidencia contribuyendo a reducir la transmisioén por
abajo del umbral critico requerido para mantener la poblacion de mosquitos infectados, o bien
como componente de una vacuna multiple en combinacidon con componentes parasitarios de
etapas asexuales en dreas de alta trasmision, orientada no solo al control sino a la erradicacidn 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, todavia no existe una vacuna antimalarica. Esta tarea se ha visto entorpecida debido a la
complejidad del ciclo de vida del parasito, a que las distintas etapas del parasito son diferéntes
morfolégicamente y a la diversidad de antigenos, ademés de la inmunidad etapa especifica,
aunado a la carencia de conocimientos de la interaccién compleja del parasito con el sistema

inmune del vertebrado.

1. 5 ASPECTOS CLINICOS DE LA MALARIA

La fnalaria se caracteriza por paroxismos febriles que ocurren cada 48 o 72 h, segin la
especie de que se trate, con periodos asintomaticos sin fiebre y una tendencia a la recrudescencia
en periodos de meses o afios (WHO, 1996).

La severidad de la enfermedad depende de la especie y de la cepa del parasito, asi como
de la distribucién geografica, edad, estado nutricional y de inmunidad del individuo. Los
sintomas de la enfermedad son: fatiga, dolor de cabeza, mareos, escalofrios, dolor de pecho,
espalda, abdomen y huesos, anorexia, nausea, vomito, diarrea, anemia debida a la ruptura de los
eritrocitos y a la eritofagocitosis y se detecta un aumento de tamafio en el bazo e higado (Gilles y

Warrel, 1993). El enfermo atraviesa por paroxismos febrilés que ocurren cuando los esquizontes
se rompen de manera simultanea, liberando toxinas que estimulan al huésped a producir citocinas

' pirégenas tales como el TNFo. Durante estos paroxismos, la temperatura se eleva hasta los 40-

419C, presentandose incluso delirios; la duracidn total del paroxismo es de 8 a 12 h en promedio.
El intervalo del paroxismo febril estd determinado por la duracion del ciclo eritrocitico asexual,
tienen una duracién de 48 h en P. falciparum, P. vivax y P. ovale, prbduciéndose paroxismos en
dias alternados es decir el dia 1 y 3 por lo que se conoce como fiebre terciaria. Para el caso de P.

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



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

Después del paroxismo, el enfermo experimenta la sensacién de frio, seguida de otra
etapa de intenso calor. Los casos severos de la enfermedad ocasionados: principalmente por P.
Sfalciparum se caracterizan por los siguientes trastornos: anemia severa, hipoglucemia, fallas
renales, disfuncion hepéatica, edema pulmonar, alteraciones de electrolitos en el fluido, colapso
circulatorio, hemélisis intravascular intenmsa, ruptura del bazo y patologias cerebrales con
convulsiones y coma que ocasionan la muerte (Gilles y Warrel, 1993; Galinski y Barawell, 1996;
Kwiatkowski y Marsh, 1997; WHO, 1998).

Después de varios afios de exposicidn a la infeccion se¢ ha desarrollado una inmunidad
adquirida contra el parasito. La proteccion contra la enfermedad nunca es completa, no se sabe
por que algunas infecciones son fatales y otras no. Aunque los marcadores de virulencia en el
parasito no han sido identificados hay algunas indicaciones de que los parasitos difieren en
virulencia. La composicion genética del huésped también tiene un papel importante en la defensa
contra ¢l parédsito, mientras que los mecanismos de inmunidad se desconocen todavia. Una
infeccion con P. falciparum induce una variedad de respuestas, humorales y celulares, con
respuestas especificas y no especificas, algunas de las cuales son protectoras. Sin embargo, el
parasito desarrolla mecanismos contra estos defensas. Hasta el momento ninguna de las vacunas

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

2. ANTECEDENTES

Cada etapa del ciclo de vida de P. falciparum (esporc;z'oitos, etapas hepéaticas, asexuales y
gametocitos) interactia de manera particular con el sistema inmune del huésped. Se han
identificado multiples mecanismos de respuesta inmune tanto humoral como celular dirigidos
contra las diferentes etapas del ciclo de vida de Plasmodium, tanto de respuesta innata como
adquirida (Gilles 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 proteinas presentes en la superficie de
esporozoitos en poblaciones humanas de areas endémicés, particularmente contra la proteina

circunesporozoitica que cubre la superficie del parasito esporozoito (CSP, Allsopp y Gilbert,



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

Después del paroxismo, el enfermo experimenta la sensacién de frio, seguida de otra
etapa de intenso calor. Los casos severos de la enfermedad ocasionados: principalmente por P.
Sfalciparum se caracterizan por los siguientes trastornos: anemia severa, hipoglucemia, fallas
renales, disfuncion hepéatica, edema pulmonar, alteraciones de electrolitos en el fluido, colapso
circulatorio, hemélisis intravascular intenmsa, ruptura del bazo y patologias cerebrales con
convulsiones y coma que ocasionan la muerte (Gilles y Warrel, 1993; Galinski y Barawell, 1996;
Kwiatkowski y Marsh, 1997; WHO, 1998).

Después de varios afios de exposicidn a la infeccion se¢ ha desarrollado una inmunidad
adquirida contra el parasito. La proteccion contra la enfermedad nunca es completa, no se sabe
por que algunas infecciones son fatales y otras no. Aunque los marcadores de virulencia en el
parasito no han sido identificados hay algunas indicaciones de que los parasitos difieren en
virulencia. La composicion genética del huésped también tiene un papel importante en la defensa
contra ¢l parédsito, mientras que los mecanismos de inmunidad se desconocen todavia. Una
infeccion con P. falciparum induce una variedad de respuestas, humorales y celulares, con
respuestas especificas y no especificas, algunas de las cuales son protectoras. Sin embargo, el
parasito desarrolla mecanismos contra estos defensas. Hasta el momento ninguna de las vacunas

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

2. ANTECEDENTES

Cada etapa del ciclo de vida de P. falciparum (esporc;z'oitos, etapas hepéaticas, asexuales y
gametocitos) interactia de manera particular con el sistema inmune del huésped. Se han
identificado multiples mecanismos de respuesta inmune tanto humoral como celular dirigidos
contra las diferentes etapas del ciclo de vida de Plasmodium, tanto de respuesta innata como
adquirida (Gilles 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 proteinas presentes en la superficie de
esporozoitos en poblaciones humanas de areas endémicés, particularmente contra la proteina

circunesporozoitica que cubre la superficie del parasito esporozoito (CSP, Allsopp y Gilbert,



1996; Tine et al, 1996; Kwiatkowski y Marhs, 1997) y el antigeno 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 nifios pequefios y se incrementan con la edad del individuo. Estos
anticuerpos son capaces de bloquear la invasion de los esporozoitos al hepatocito o bien eliminar
al esporozoito mediante opsonizacién o lisis mediada por complemento (Gilles y Warrel, 1993;
Kwiatkowski y Marhs, 1997; Doolan y Hoffman, 1997; Holder, 1999).

.\ Anticuerpos dirigidos contra la superficie de merozoitos y proteinas que son
externalizadas del complejo apical de los organelos involucrados en el reconocimiento e invasién
al eritrocito determinan un papel importante en la inmunidad contra las etapas asexuales. Estos
anticuerpos de los subtipos IgGl, IgG3 e IgM pue.den inhibir la invasién de los merozoitos a
eritrocitos, aglutinar a los eritrocitos infectados, bloquear la maduracién intraeritrocitica del
parasito o permitir que mecanismos y células efectoras dependientes de la fraccion Fe, por
gjemplo los macréfagos, puedan eliminar las células infectadas (Jakobsen, 1995; Holder, 1999).
Se han identificado por lo menos siete antigenos relevantesb asociadas con la superficie de
merozoitos y ocho en el roptrio y organelos apicales del micronema. Una de las proteinas mas
intensamente estudiadas es la MSP-1 (merozoite surface protein por sus siglas en inglés) que es
la més abundante en la superficie de merozoitos; anticuerpos contra esta proteina correlacionan
con proteccion contra episodios clinicos de la enfermedad (Egan ef af, 1996; Kwiatkowski y
Marhs, 1997).

Los merozoitos pueden ser neutralizados por anticuerpos dirigidos contra antigenos 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 antigenos
. expresados en o sobre la superficie del eritrocito (tales como HRP-1, PfEMP1) pueden eliminar
al eritrocito infectado o inhibir la citoadhetencia (Doolan y Hoffman, 1997).

Ademas, la expresion de proteinas de origen parasitario en la superficie de eritrocitos
infectados es un blanco para los anticuerpos. Un ejemplo de esto es la proteina PfEMP-1 (P.
falciparum erythrocyte membrane protein-1 por sus siglas en inglés) la cual es la principal
molécula involucrada en la unién al endotelio vascular. Sin embargo, el parasito ha desarrollado
la capacidad de variar antigenicamente esta proteina funcionando posiblemente como mecanismo
de evasion 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 invasion de los merozoitos al eritrocito, asi como anticuerpos que
eliminan al eritrocito infectado, ya sea directamente o mediante opsonizacion y fagocitosis
subsecuente.

Los anticuerpos también pueden liberar o neutralizar las toxinas solubles del parésito.
Ademas, s han detectado anticuerpos que evitan que los eritrocitos infectados se adhieran a las
células endoteliales (citoadherencia) mediante el bloqueo de la interaccion del ligando y del
receptor (Doolan y Hofmann, 1997).

Se han identificado proteinas en la superficie de gametocitos, gametos y zigoto que son
blanco de anticuerpos que bloquean el desarrollo del parasito (Holder, 1999). En poblaciones
humanas infectadas por via natural se han detectado anticuerpds contra las proteinas de 230 y
48/45 kDa presentes en los gametocitos, la primera esta correlacionada con supresién de la
infectividad de los gametocitos a los mosquitos (Duffy y Kaslow, 1997; Kwiatkowski y Marsh, -
1997). Ademas se han identificado anticuerpos dirigidos contra proteinas 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 fertilizacién, o que inhiben la
transformacién del zigoto a ooquineto, asi como tambiéﬁ bloquean la salida del ooquineto del
estomago del mosquito (Doolan y Hoffiman, 1997).

También se han detectado anticuerpos contra exoantigenos de P. falciparum que han sido
asociados con proteccién cohtra episodios sintomaticos de la enfermedad (Jakobsen ef al, 1991;
Riley et al, 1992; Jakobsen, 1995).

2.1.2 Respuesta celular

El parasito una vez dentro del hepatocito es blanco de la inmunidad celular. Se han
identificado antigenos especificos en las etapas hepaticas del parasito. Los antigenos de
esporozoitos son procesados por las células del huésped y presentados en su superficie en
combinacion con moléculas del MHC (Complejo Principal de Histocompatibilidad) clase I. Esta
presentacién permite el reconocimiento por linfocitos T citotéxicos CD8" en colaboracién con
células asesinas naturales (NK) y macréfagos que producen radicales de oxigeno y nitrégeno lo

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

estimulacién de linfocitos T CD4" que producen citocinas tales como IFNy, IL-2, IL-4 e IL-5 que

11



contribuyen a la eliminacion del parasito intracelular. Potencialmente, cualquier proteina del
pardsito expresada en la etapa hepatica podria estimular al sistema inmune y permitir la
eliminacién del parasito en esta etapa (Kwiatkowski y Marsh, 1997; Holder, 1999). Péptidos
derivados de los antigenos del parasito expresados en la superficic de los hepatocitos en
combinacién con moléculas del MHC activan respuestas de linfocitos CD4" y CDS8’. Estas
respuestas de linfocitos T, con o sin asociacién con citecinas y posiblemente también con
anticuerpos, puede destruir a los hepatocitos infectados, eliminar o inactivar el desarrollo de los
parasitos 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 eliminacién del parasito por linfocitos T citotéxicos
no es determinante (Holder, 1999). Se ha observado i vifro que esquizontes intraeritrociticos y
merozoitos libres de P. falciparum son fagocitados por neuirdfilos polimorfonucleares,
monocitos y macrdfagos (Dick et al, 1996). Los eritrocitos infectados con esquizontes son
fagocitados de manera mas eficiente que aquellos que estan infectados con anillos inmaduros,
probablemente debido a la expresién de antigenos derivados del parasito en la superficie del
eritrocito; péro la fagocitosis contra eritrocitos infectados con gametocitos es minima (Healer ef
al, 1999).

El bazo también desempeiia un papel muy importante en la proteccidén anti-palidica
incrementando la capacidad de filtracion y destruccién de los eritrocitos parasitados y mediante la
induccion de linfocitos residentes de memoria T y B (Cruz-Cubas ef a/, 1993; Dick ef al, 1996).
Los macrofagos del bazo tienen un papel importante en la defensa inmune contra las etapas
asexuales. La eliminacién de merozoitos y eritrocitos parasitados se facilita por anticuerpos
especificos, producidos bajo el control de linfocitos CD4".

Aunque los gametocitos no se multiplican.o causan sintomas en humanos, estos estimulan
reacciones inmunes dirigidos contra ellos. Sin embargo, la reacéién inmune contra los antigenos
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 destruccién por dafio citoldgico o por apoptosis (Vanham y Bisalinkumi, 1995;
Doolan y Hoffman, 1997).
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2.2 RESPUESTA INMUNE ADQUIRIDA CONTRA Plasmodium spp.

La inmunidad a Plasmodium requiere exposiciones repetidés al parasito, una razon de
esto es la capacidad del parasito de variar los antigenos que estimulan la produccién de
anticuerpos que confieren proteccién. La proteccidon mediada por anticuerpos es principalmente
del subtipo IgG que activan las funciones citotoxicas y fagociticas de los neutréfilos y monocitos.
También hay una produccion elevada de anticuerpos IgE. Sin embargo, los complejos inmunes
que contienen IgE son dafiinos mas que protectorés ya que entrecruzan los receptores de IgE
(CD23) en los monocitos, originando una sobreproduccién local de TNFa, uno de los principales
patogénicos en esta enfermedad. Los linfocitos T son esenciales para la adquisicion y regulacion
de la inmunidad contra la enfermedad. Las principales células son los linfocitos CD4" Thl y Th2
y las células T yS". El balance entre las citocinas producidas por los diferentes tipos celulares es
critico para el curso de la infeccién; el IFNy tiene un efecto muy importante de proteccién

(Perlmann y Troye-Blomberg, 2000).

2.2.1 Respuesta humoral

La inmunidad humoral contra la infeccién con Plasmodium necesita de una larga y continua
exposicion al parasito para mantenerse, esta inmunidad contra la enfermedad es especifica de la
especie y la etapa (Marsh, 1992).

Nifios que viven en areas rurales con la enfermedad endémica y una alta tasa de transmisién
sufren varios episodios de la enfermedad en sus primeros afios de vida. En 4reas endémicas, un
grado sustancial de proteccién es conferido de la madre al hijo durante un breve periodo, 3 a 6
meses después del nacimiento por transferencia de anticuerpos. Después viene un periodo de
susceptibilidad maxima en infantes (18 meses a 4 afios) que es el periodo de mayor mortalidad.
Los nifios mayores pueden tener parasitos en su circulacién presentando pocos sintomas. Esta
proteccion va declinando a medida que los nifios crecen y durante la adolescencia (Snow et al,
1998).

No es del todo claro si la resistencia en neonatos es principalmente de origen fisioldgico (por
ejemplo eritrocitos que contienen hemoglobina fetal que no son aptos para el desarrollo del
parasito o bien la lc;.che materna que es deficiente en 4acido p-aminobenzoico que es un nutriente
esencial para los pardsitos) o inmunoldgico (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 clinicas de la infeccién. Después de repetidas
exposiciones, se piensa que la inmunidad se adquiere en dos sentidos: primero el nifio desarrolla
' mecanismos para neutralizar los efectos de las toxinas derivadas del parasito, los cuales a su vez
median la liberacién de pirégenos endogenos y, segundo, el nifio desarrolla mecanismos que
eliminan los parasitos o inhiben su replicacion (Playfair e a/, 1990). De esta manera los nifios
tienden a desarrollar resistencia a los efectos clinicos de la infeccion (inmunidad clinica) antes de
que desarrollen mecanismos de control de la densidad de parasitos (inmunidad antiparasitaria,
Riley, 1999). Los adultos que viven en dreas endémicas presentan menos parasitos que los nifios
y rara vez desarrollan los sintomas clinicos de la enfermedad, pero continuamente estin
infectados, aunque tienen un cierto grado de inmunidad antiparasitica (Kwiatkoski, 1992). Se han
detectado anticuerpos antiesporozoitos de los subtipos IgM, IgD e IgG en individuos de
poblaciones endémicas, que confieren proteccion contra la enfermedad (Gilles y Warrel, 1993;
Jakobsen, 1995; Riley, 1999).

En las infecciones con P. vivax los anticuerpos contra los gametocifos pueden suprimir o
aumentar la transmisién, dependiendo de los niveles de estos y la produccién de citocinas puede
ademas modular la transmision haciendo a los gametocitos no infectivos. Las respuestas de
anticuerpos contra los gametocitos son mas frecuentes en peréonas que han experimentado uno o
pocos ataques de malaria, en confra de los que han sido expuestos mas frecuentemente
(Karunaweera et al, 1992).

Anticuerpos dirigidos contra antigenos solubles pueden inhibir la activacion de linfocitos
T o bloquear la seiial que induce la liberacién de TNFa por parte de los macrofagos. Tales
anticuerpos podrian neutralizar el efecto de pirégeno estimulado por estos antigenos solubles, y

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

2.2.2 Respuesta celular
A) Respuesta inflamatoria

Como se mencioné anteriormente, el paludismo es caracte.rizado por ataques febriles
inducidos por la liberacién de pirdgenos endogenos tales como el TNFa, IL-4, IL-1 e IL-6 y es
acompafiada de una disminucién temporal y profunda de linfocitos T circulantes. Esta
disminucion al parecer es debida a la migracién de linfocitos T periféricos al bazo e higado

(Dick et al, 1996).
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Los parésitos inducen directamente la produccién de TNFa por parte de los macrofagos,
y esto inicia las respuestas pirogénicas caracteristicas que se presentan durante la infeccién. A su
vez P. falciparum, causante de la malaria cerebral, induce un incremento en la expresion de
moléculas de adhesién en las células endoteliales del cerebro permitiendo el secuestro de
eritrocitos infectados con P. falciparum y la interferencia con la perfusién cerebral ocasionando
el coma (Miller et al, 1994). Los eritrocitos infectados con P. vivax no se unen al endotelio y esta
es la razon por la cual no causan trastornos cerebrales. A pesar de que altas concentraciones de
TNFo. estén involucradas en la patogénesis, a concentraciones fisioldgicas esta citocina tiene
actividad antiparasitica (Rockett e a/, 1992). El efecto es probablemente mediado a través de la
activacion de macrofagos que producen radicales tdxicos incluyendo el 6xido nitrico (Aﬁstey 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 resolucion de la
infeccién (Herrera et al, 1992). El IFNy se produce deépués de las primeras 24 h de estimulacién
in vitro y los niveles se incrementan gradualmente hasta los 5 o 7 dias de cultivo, esta respuesta
es dependiente de IL-12, lo que sugiere que la fuente ‘inicial de produccion 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 activacién de las células NK correlaciona de manera
positiva con los niveles de produccién de IFNy (Riley, 1999).

Sin embargo, altos niveles de IFNy se asocian con la patologia (Riley et al, 1991). La
-adquisicion de inmunidad clinica ha sido asociada con una disminucién en la capacidad para
producir IFN? en respuesta a los antigenos del parasito (Chizzoloni et al, 1990). De este modo, la
resistencia o susceptibilidad a la enfermedad depende en gran medida en la induccién de niveles
apropiados de TNFa, ¢ IFNy.

La presencia de otras citocinas durante la infeccidn con Plasmodium estd 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-1a, IL-6, IFNy, IL-4 ¢ IL-10 (Cruz-Cubas et al,
1994; Jakobsen et al, 1997). A su vez, se ha encontrado que los exoantigenos estimulan la
produccion de TNFa, I1L-6, 1L-2 ¢ IFNy (Luty et al, 1994; Fell ef al, 1994). En sobrenadantes de

cultivo con monocitos, células mononucleares periféricas y parasitos se encontraron altos niveles
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de IL-1a, 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 disminucién de la infectividad de los pardsitos (gametocitos) a los:
mosquitos, La pérdida de infectividad durante el paroxismo se debe a que son eliminados los
gametocitos intraeritrociticos circulantes, esto es mediado por el TNFa en conjunto con otros
factores del suero no identificados. Estos efectos pueden ser contrarrestados por la adicion 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 liberacién
de exoantigenos del parésito los cuales estimulan a las células mononucleares para producir
TNFao. Los sobrenadantes de esos cultivos tomados después de 48 h de incubacidn tienen un
potente efecto para matar los parasitos y estos efectos se contrarrestan mediante la adicién de

anticuerpos anti TNFo (Mendis y Carter, 1992).

B) Inmunosupresion

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
inmunosupresion. Este fenémeno se ha demostrado in vitre estimulando a linfocitos de pacientes
con antigenos o mitégenos (Mendis y Carter 1995). Durante esta etapa hay una disminucién
temporal pero profunda en el numero de linfocitos circulantes, y se cree que esto es debido a la
migracién de c€lulas de la circulacion a érganos tales como el bazo ¢ higado (Langhorne et al,
1992). Riley et al (1989) reportaron que los antigenos de Plasmodium son los responsables de
esta inmunosupresion, ya que extractos de esquizontes disminuyeron la respuesta proliferativa a
antigenos no palidicos y a mitégenos en CMC de pacientes en etapa aguda, sugiriendo una
inmunosupresion no especifica durante la malaria aguda. Esta inmunosupresion podria ser debida
a anticuerpos linfocitotoxicos, o bien a un incremento de linfocitos CD8" supresores y a una
activacion defectuosa de linfocitos T cooperadores. Se ha sugerido que los macréfagos pueden
presentar diferentes alteraciones funcionales durante Ia fase aguda de la enfermedad, tales como
un retraso en la capacidad de movilidad y activacion, disminucién en la capacidad para presentar
antigenos, ademas de una alteracién en la capacidad para producir citocinas, 1o que estaria

contribuyendo a la inmunosupresion (Riley et al, 1989;, Alves et al, 1992). La falta de
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proliferacion de los linfocitos se ha asociado con una produccion 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 minima
en comparacién con la respuesta de los controles no infectados (Alves et af, 1992). Se ha
sugerido que esta falta de respuesta se debe a una produccion insuficiente de citocinas

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

C) Respuesta proliferativa

Se han reportado incrementos en el mimero absoluto y relativo de linfocitos T v3" en
infecciones causadas por P. falciparum (Ho y Webster, 1990), asi 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 expansién de linfocitos y8™ en pacientes infectados con P.
falciparum y P. vivax en etapa aguda. Las células que proliferaron principalmente fueron del
fenotipo V82" seguidas de V81", Estas células continuaron expandiéndose por 2 meses después
de la infeccién (Schwartz et al, 1996). |

Elloso ef al (1996), empleando CMC estimuladas con antigenos de etapas asexuales de P.
falciparum, encontraron que la proliferacién maxima de linfocitos y8" ocurre después de la
proliferacién méaxima de linfocitos af"CD4". Si se eliminan los linfocitos af antes de la
estimulacién con el antigeno se reduce de manera significativa la proliferacion de los 8", lo que
sugiere que los linfocitos CD4™ estarfan ayudando a los Y8 a responder contra el antigeno. Pero
si se eliminan los linfocitos y5* no se altera la expansién de los CD4”. Sise agrega IL-2 o IL-5 se
restaura la capacidad de los y8" para proliferar en aquellos cultivos depletados de las células
CD4". Ademas, anticuerpos monoclonales especificos contra las subunidades o y B del receptor
de IL-2 inhiben la expansién de linfocitos y8" en cultivos estimulados con antigenos. Lo que
sugiere que '1a proliferacién de linfocitosy8' en respuesta al antigeno de paludismo eé
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 parasitos causantes del paludismo de inducir proliferacién de
linfocitos T en personas que nunca han sido expuestas a estos antigenos ha sido ampliamente

reportada. Dick ef al (1996) reportaron que CMC de sujetos no palidicos 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*, CD4", CD45RO" y se produjo IENy e IL-2R. Waterfall ez a/
(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 linfocitos OL|3+ CD4", mientras que con esquizontes vivos respondieron los linfocitos y3",
Los esquizontes vivos pero no los extractos indujeron la producciéon de IL-2 a 5 dias de
estimulacién. Los linfocitos 78" se activaron en presencia de los extractos solo cuando se les
agregd I1.-2. Estos resultados sugieren que la induccién de IL-2 pof los parasitos vivos
contribuye a activar a la poblacién de linfocitos y8*.

Linfocitos ¥~ de individuos no palddicos, especificamente del subtipo Vy9*,
respondieron a esquizontes de P. falciparum in vitro. La respuesta de estas células al antigeno fue
inhibida por anticuerpos anti-MHC clase I y II. Sin embargo, la inhibicién por anticuerpos anti-
MHC Clase II se revierte por la adicion de IL-2, mientras que la inhibicion por- anticuerpos anti-
clase I no se revierte. Los linfocitos CD4” también se activan en respuesta a estos antigenos.
Considerando lo anterior, se ha sugerido que los linfocitos v8* que por si mismas no reconocen
moléculas del MHC clase I, requieren de una respuesta clase IT dependiente que estaria dada por
las células T CD4". Estas ultimas proveerfan las citocinas necesarias para la activacion,
crecimiento y division de las células Vy9" que reconocen componentes del parasito y moléculas
del MHC clase I (Morris-]ones et al, 1996). En base a estos datos, se ha sugerido que los
linfocitos v&" tienen un papel importante en la respuesta inmune contra P. falciparum,
funcionando como células citotéxicas no restringidas al MHC dirigidas contra los parésitos
intraeritrociticos. Las citocinas producidas por estos pueden inducir, a su vez, la produccion de
citocinas inflamatotias tales como TNFa e IL-6 y contribuir a la inmunopatologia de la
enfermedad (Ho et al, 1994), por lo anterior, a los linfocitos 3" se les han atribuido funciones
inmunoregulatorias (Rzepczyck et al, 1997); ademas, producen perforina y esterasas de serina
(Eltoso et al, 1994). A su vez, se ha reportado que linfocitos ¥§" inhiben el crecimiento de las
ctapas asexuales, mientras que los af” activados no lo hacen, por lo que se ha sugerido que los
linfocitos v8" desempefian un papel importante en la eliminacién de pardsitos de Plasmodium

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

En contraste con la gran cantidad de informacidn referente a la respuesta del huésped a las
etapas asexuales del parasito, 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 estan inmersos en el afnbiente circulatorio que por medio de la estimulacion
provocada por las etapas asexuales es policlonal, con respuestas ﬁpo Th2 y con un incremento de
linfocitos y8" y CD8" (Mendis y Carter, 1995).

~ Una vez que la célula recibe la sefial para el micio de la gametocitogénesis, se activan
nuevas vias de desarrollo que involucran el cese del ciclo asexual y la activacion de¢ nuevos
patrones de transcripcidn y sintesis de proteinas y glicolipidos (Day et al, 1998). Sinden (1983)°
reportd la sintesis de al menos 26 proteinas durante la etapa Il a V de gametocitos, seis de las
cuales son exclusivas de los gametocitos.

El desarrollo de los gametocitos se ha dividido en S etapas, cada una de las cuales esta
acompafiada de cambios en la organizacién celular acompafiados del ensamblaje de filamentos de
actina y microtubulos (Alano y Carter, 1990; Lobo y Kumar, 1998). Durante la maduracion, las
etapas I-I'V estan secuestradas yrla etapa V de gametocitos aparece en circulacion después de 8 a
14 dias, y requieren de 3 dias mas para ser infectivos al mosquito y en el céso de P. falciparum
pueden permanecer en esta etapa durante varias semanas (Day ef al, 1998). Durante la etapa I de
P. falciparum los gametocitos tienen forma redonda y son practicamente indistinguibles de los
trofozoitos. En la etapa II A (dia 3) el gametocito pierde su forma redondeada y empieza a
elongarse; al quinto dia 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 concentracion de ribosomas, reticulo endoplasmico, 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 pardsitos, permitiendo asi que los gametocitos
puedan refugiarse en los vasos sanguineos (Rogers et al, 1996). Ademas, se sabe que hay

cambios en el pérfil 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 contintan 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 gue el secuestro de gametocitos se da principalmente en el bazo y
en médula dsea (Smalley et al, 1980). Recientemente se ha encontrado que Ias moléculas ICAM-
1, CD49¢, CD166 y CD164 actuan como posibles receptores de células de la médula ésea para la
adhesion de los gametocitos (Rogers, 2000). |

I.a Tabla I resume las proteinas especificas de gametocitos que han sido identificadas en

P. falciparum y en P. vivax asi como su posible funcidn.

2.3.1 Respuesta humoral
Se han detectado anticuerpos contra las proteinas extracelulares de gametocitos de P.
falciparum que pueden inhibir la infectividad de los gametocitos a los mosquitos. Estos antigenos
han sido propuestos como candidatos para incluirse en una vacuna. para el bloqueo de la
transmision. Uno de los posibles mecanismos para ¢l bloqueo de la transmision es mediante la
lisis de gametos mediada por complemento y anticuerpos (Healer ef al, 1997).
Ademsas, se ha detectado que anticuerpos IgG obtenidos de suero hiperinmune de
pacientes infectados con P. falciparum reconocen la superficic de gametocitos de ctapas
- tempranas (etapa [ a LI-A) pero no etapas pd.steriores (Day et al, 1998). |
En individuos infectados con P. falciparum se detectaron anticuerpos contra la proteina 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 areas endémicas infectados con P.
Jfalciparum se detectaron anticuerpos contra las proteinas Pfs 230 y Pfs 48/45 kDa que se
sintetizan durante la maduracién del gametocito en el huésped vertebrado y estan expresadas en
la superficie del parasito intracelular. Los anticuerpos que median la lisis de los gametos
" detectados en los sueros fueron IgG1 y/o 1gG3 dirigidos contra las proteinas de superficie de los
gametos (Healer et al, 1997). La proteina de Pfs 230 es el blanco principal de anticuerpos que
fijan complemento y esto es importante en €l bloqueo de la transmisiéon mediado por anticuerpos

(Alano y Carter, 1990; Riley et al, 1995; Roeffen ef al, 1995; Healer et al, 1997).
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Tabla 1. Proteinas especificas de gametocitos de Plasmodium spp.

Proteina Especie Ubicacion Funcién Referencias
membrana de la vacuola | contribuye a la ruptura del -
Pf11-1 P. falciparum | parasitéfora de micro y erifrocito durante la Kumar y Carter, 1984
macrogametocitos gametogénesis Scherf et al, 1993
vacuola parasitéfora de | bloqueo de la transmision,
Pf16 P. falciparum | macrogametos, en zigotos y candidato a vacuna Bruce et al, 1994
€Sporozoitos
_ Premawansa ef al,
Pvs 20 P. vivax gametocitos desconocida 1994
Premawansa ef al,
Pvs 24 P. vivax gametocitos desconocida 1994
citoplasmica, se expresa en Targett, 1990
Pf25 P. falciparum | la superficie de gametos, | bloqueo de la transmision |  Duffy y Kaslow,
zigoto y ooquineto 1997
Pvs 25 P. vivax gametocitos | bloqueo de la transmision | Hisaeda ef al, 2000
en gametocitos desde
Pfg 27 P. falciparum etapas tempranas, bloqueo de la transmisién | Contreras ef al, 1998
abundante en la etapa 11 Lobo y Kumar, 1998
Pvs 28 P, vivax gametocitos bloqueo de la transmisién | Hisaeda et al, 2000
citoplasma de micro y Alano et al, 1991
Pfs 32 P. falciparum macrogametocitos desconocida Lobo et al, 1994
Pfs 40 P. falciparum membrana del parasito desconocida Rawtlings et al, 1992
citoplasma de Premawansa et al,
Pv 42/37 P. vivax macrogametocitos desconocida 1994
en citoplasma de micro y
Pf48/45 | P. falciparum macrogametocitos, bloqueo de la transmisidn Healer, 1997

abundante en la etapa T,
se expresa en la superficie
de gametos

Milek et al, 1998
Lobo y Kumar, 1998

21




Alfa en el axonema de participa en los cambios | Rawlings et al, 1992
tubulina Il | P. falciparum | microgametocitos a partir | morfoldgicos que ocurren | Silvestrini et al, 2000
50 kDa de etapa III durante la exflagelacion y
en la motilidad del
parasito
Premawansa ef ql,
Pvs 57 P. vivax gametocitos desconocida 1994
: citoplasma de
Pf77 P. falciparum macrogametocitos desconocida Baker et al, 1995
citoplasma de -
Pfs 83 P. falciparum macrogametocitos desconocida Kumar y Carter, 1984
citoplasma de micro y Vermeulen ef al,
“Pf 120 P. falciparum macrogametocitos desconocida 1986
‘ citoplasma de '
Pf 205 | P. falciparum macrogametocitos desconocida Kumar y Carter, 1984
. citoplasma, micro y Targett, 1990
Pfs230 | P. falciparum macrogametocitos, bloqueo de la transmision | Healer et al, 1997
abundante en la etapa I11, Roerffen ef al, 1995
se expresa la superficie Lobo y Kumar, 1998
de gametos
_ en la superficie de regular la produccion de
PfEMP-1 | P. falciparum | eritrocitos infectados con | gametocitos, induciendo Piper et al, 1999
trofozoitos y en las la maduracién de estos
primeras etapas de
gametocitos
Pfg 377 | P. falciparum | = en macrogametocitos desconocida Silvestrini et al, 2000

maduros

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

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

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

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

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

vitro aislados de pacientes infectados con P. vivax. El desarrollo del parasito se inhibid

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

sangre.
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Durante la infecciéon aguda con P. vivax, la mayoria 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 pardsitos en el intestino del mosquito justo
después de la comida de sangre (Mendis et al., 1987; Carter y Mendis, 1991). -

Con las proteinas de gametocitos de P. vivax se ha detectado un mayor polimorfismo
entre los antigenos de superficie de gametos. Infecciones naturales con P.. falciparum inducen
respuestas de énticuerpos contra proteinas 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 epitopes 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 ef al (1985) evidenciando una inmunidad bloqueadora de la transmisién
del parésito en ratones. Respuestas inmunes de tipo celular tanto especificas como no espeéiﬁcas
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 lisados de gametocitos CMC de pacientes infectados con P. falciparum. Estas
células respondieron proliferando y produciendo IFNy, ademdis se detectaron anticuerpos
antigametocitos en el suero de estos pacientes. Estas CMC proliferaron ademas al ser estimuladas
con fa proteina Pf 48/45 pura. En individuos no palhidicos, la respuesta a los gametocitos fue baja.

En infecciones agudas con P. vivax, y dufante los paroxismos clinicos, se ha detectado
una disminucién de la infectividad de gametocitos asociada con un decremento en el namero de
microgametocitos y no de macrogametocitos, circulando en sangre (Ramsey et a/, 1996) y ha
sido relacionado con niveles elevados de TNFa y de IFNy en la sangre y con otros factores
todavia no identificados presentes en el suero del huésped (Mendis y Carter, 1992; Naonatune ef .
al, 1991). En preparaciones de linfocitos periféricos de pacientes inmunes estimulados con
lisados gametocitarios se han identificado respuestas proliferativas y productivas de IENy in vitro
(Scherf et al, 1993) y se ha documentado in vitro e in vivo que el nitrégeno 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 macréfagos asi 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 antigenos especificos del parésito en esta etapa estan expresadoé en la superficie del
eritrocito. Iz vitro la fagocitosié se correlaciond de manera positiva con los niveles de anticuerpos
IgG1 contra las proteinas Pfs 230 y Pfs 48/4.

Goodier y Targett (1997) empleando CMC de donadores no palidicos encontraron que los -
gametocitos de P. falciparum, al ignal que los trofozoitos inmaduros preferericialmente activan a
linfocitos CD4", pero no detectaron activacion de 78" |

Estos pocos estudios reflejan la falta de conocimientos respecto a la respuesta inmune
humoral y celular especifica contra los gametocitos y su papel en la regulacién de la

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

2.4 EXOANTIGENOS
Los exoantigenos o antigenos solubles son proteinas 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 maduracién del parésito o bien ser liberadas de los
merozoitos durante la invasion al eritrocito (Jakobsen, 1995; Hommel, 1997).

Los exoantigenos 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
asi como a su punto isoeléctrico (Jakobsen, 1995). Se ha sugerido que tienen caracteristicas
comunes con las endotoxinas bacterianas tales como los LPS (Riley e al, 1991). Algunos de
estos exoantigenos son glicoproteinas (ver Tablas 2 a 4, Jakobsen, 1995) y se ha reportado que
algunos contienen fosfolipidos que se pueden unir a la membrana del eritrocito por interacciones
hidrofébicas (Bate et af, 1990).

En las Tablas 2 a 4 se resumen los exoantigenos de P. falciparum y P. vivax reportados
hasta el momento, asi como sus caracteristicas principales. A su vez, en la Figura 2 se muestra _Ia
localizacion de algunos exoantigenos de P. falciparum antes de su liberacion. Hasta el momento,
los exoantigenos identificados y reportados en la literatura provienen de etapas asexuales.

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

ademds 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 protecciéon o dafiinas (Jakobsen, 1995)
como se verd mas adelante.

Los exoantigenos 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 clinico agudo (James, 1989). El potencial de los exoantigenos como
herramientas de inmunodiagnostico ha sido sujeto de numerosos estudios. Algunos exoantigenos
de P. falciparum han sido propuestos como candidatos para incluirlds en una vacuna tales como
el GBP, PfHRPII, PfMSP-1, RESA y SERP (Jakobsen, 1995; Holder, 17999; Taylor-Robinson,
2000). La vacunacién con exoantigenos podria proporcionar un medio de proteccion contra los
efectos clinicos de la enfermedad generando una inmunidad anti-enfermedad mediante la
reduccién en la produccién de citocinas. Sin embargo, para tal fin seria necesario que estos
exoantigenos 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 nifios de Africa infectados con P. falciparum en etapé aguda
(Chumpitazi et al, 1996). A su vez, én pacientes adultos se detectaron anticuerpos del subtipo
1gG2 e IgM dirigidos contra exoantigenos de P. falciparum en pacientes agudos (Ferreira et al,
1994). Los anticuerpos contra los exoantigenos pueden conferir proteccién mediante la
aglutinacién de merozoitos, inhibiendo la invasion de los merozoitos a los eritrocitos, o bien
blogueando la maduracién del parésito,. ademas de colaborar con las células fagociticas
(Ja_kobsen, 1995). 7

Los exoantigenos son capaces de activar a diferentes células del sistema inmune.
Exoantigenos activan neutr6filos y monocitos in vitro resultando en la produccién de radicales
libres (Kharazmi ef al, 1987). Exoantigenos individuales Agl, Ag 2, Ag7, PIMSP-1, PfHSP70,
RESA, GLURP, RAP-1 y SERP activan linfocitos en individuos expuestos (Riley et af, 1988;
Rzepczyk ef al, 1989; Jakobsen et al, 1990; Jakobsen et al, 1991; Jakobsen et al, 1993; Jakobsen
et al, 1994). A su vez, los exoantigenos estimulan la produccion de citocinas por parte del
huésped tales como TNFa, IFNy, IL-1 ¢ IL-6 (Taveme et al, 1990; Karunaweera ef af, 1992,
Jakobsen et al, 1993; Kristensen y Jakobsen, 1996), ademas de mecanismos que involucran
radicales de oxigeno, derivados de dxido nitrico y perdxido (Jakobsen, 1995). Esta respuesta por

un lado es benéfica para la eliminacién del pardsito y por el otro, es responsable de muchas de las
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patologias de la enfermedad como lo es la produccién de fiebre (Bate et al, 1992; Jakobsen et al,
1995). Los exoantigenos, a través de un componente de fosfolipidos estimulan a los macrdfagos
de raton a secretar TNFo. El componente activo que estimula su produccion contiene fosfato
unido a inositol. Los exoantigenos de P. yoelii destoxificados por defosforilacién o digestién con
lipasas no inducen la produccién de TNFa. Dos diferentes partes de la molécula estan
involucrados en esta induccién: uno requiere la presencia de fosfato unido a inositol y el otro no
(Bate ez al, 1992).

Exoantigenos obtenidos de eritrocitos parasitados con P. vivax estimulan a macréfagos a
producir TNFa (Bate et al, 1992; Jagadeesan et al, 1999). El antisuero obtenido contra estos
exoantigenos inhibe su secrecion y también inhibe la actividad de los exoantigenos de P.
Salciparum y de P. yoelii, lo que estaria indicando que los exoantigenos de diversas especies
comparten epitopes comunes (Bate ef af, 1990; Bate e al, 1992). Sin embargo, cuando los
exoantigenos son purificados mediante detergentes o a partir de eritrocitos infectados, no se
produce TNFo y baja la secrecidn de IL-6 indicando que se requiere ademds de otros
componentes (Jakobsen er al, 1993; Jakobsen et al, 1994). Los componentes proteicos y
fosfolipidicos de los exoantigenos podrian participar en la induccién de la enfermedad. Las
proteinas pueden incrementar la patologia de la enfermedad inducida por los fosfolipidos
estimulando a los linfocitos T a secretar IFNy haciendo a los macréfagos mas responsivos a la
estimulacion por los fosfolipidos (Jakobsen, 1995).

A su vez, se sabe que exoantigenos de P. falciparum y P. berghei inducen la proliferacion
de células de bazo y de médula dsea murinas y la produccion de IFNy en cultivos de 5 dias in
vitro, asi como la expansién de células CD3", Estos exoantigenos de diferentes especies pueden
inducir una proliferacién significativa y liberacién de citocinas tipo Thl en células murinas

independientemente de la exposicion previa (Bordmann et ¢, 1997).

26



Eritrocito infectado con un trofozoito

Pardsito y citoplasma
del eritrocito:
PfHRPII

Citoplasma
del parasito:
Pf HSP70-1

Citoplasma del
eritrocito;
Vacuola parasitofora: GPB
Antigeno-S - N
ABRA Superficie del pardsito:
GLURP Pf MSP-1
SERP
Agl
Ag2
Roptrios:
AMA-1
; teasa p76
Superficie: pro p
Merozoito prMgP-l RAP-1
RhopH3
Micronemas:
EBA-1
Granulos densos:

RESA

RESA Y RHOP3 estan insertados en la membrana del eritrocito
después de la invasion del merozoito.

Figura 2. Exoantigenos de Plasmodium spp.
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2.5 LINFOCITOS T &'

La caracterizacién de los linfocitos y8* es relativamente reciente y atin es mucho lo que se
desconoce sobre ellos. Se sabe‘ que existen en todas las especies que tienen sistema linfoide,
encontrandose 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:
Vy9V82 y V&1 (Rzepczyk et al, 1997). Secretan citocinas tales como IL-2, IL-3, I1L-4 e IL-5,
IFNy, TNFa y B, GM-CSF y TGFp (Moore ef @/, 2000). Los linfocitos y§" tienen un papel
centinela, participan en el monitoreo de la integridad celular, detectando y destruyendo células
infectadas o transformadas (Worku et al, 1997), y desempefian un papel muy importante en la
respuesta a la infeccidén con patdgenos intracelulares causantes de listeriosis (Skeen ef al, 2001),
paludismo (Pichyangkul et af, 1997), toxoplasmosis y leishmaniasis (Saha ef a/, 1999). Son un
componente critico 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, activandose y migrando a los sitios de replicacién viral
(Sciammas y Bluestone, 1999). Esta proteccién podria deberse a la citotoxicidad directa sobre los
microorganismos seguido del reconocimiento de ligandos especificos del parésito o a través de la
citotoxicidad sobre células infectadas o células con estrés como resultado de la expresiéon de
proteinas de estrés. Otros mecanismos de proteccion pueden involucrar la secrecion de citocinas
que promuevan la activacién de otros mecanismos inmunes como la inmunidad celular (Dieli et
al, 2000).

Existe una controversia sobre el hecho de que estas c¢élulas expresan en su superficie
correceptores como el CD4" o CD8”. La mayoria de linfocitos y§™ humanos y de ratén son CD4
CDS. Sin embargo, mas del 80% de los linfocitos y8" esplénicos de rata expresan una isoforma
de CDS8 (Straube y Hermann, 2000) y linfocitos y3'CD8" constituyen la subpoblacién mas
abundante de linfocitos intra-epiteliales en ratones (Hanninen y Harrison, 2000). Existen reportes
que sefialan que los linfocitos 8" requieren ademas de moléculas accesorias como CD2 y LFA-3
(Wang y Malkovsky, 2000). En un linfoma de linfocitos y8" se detectd la expresion de los
marcadores CD2, CD3, CD7, CD8 y CD56 pero no expresan el CD4 (Lin et a/, 1999). Linfocitos
v8" de vagina de ratdn 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 conexidn con el TCR para inducir la activacion y la diferenciaciéon ademas de
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expresar moléculas de adhesion VCAM-1, VLA-4 ¢ ICAM-1 (Leca et al, 1995, Behr-Perst et al,
1999).

La naturaleza del antigeno reconocido por los linfocitos y8* y el proceso de
reconocimiento de este atin no se conoce. Se ha sugerido que reconocen superficies o epitopes de
una manera parecida a las inmunoglobulinas (Worku et al, 1997). Las células Vy9V52" humanas
reconocen antigenos no peptidicos de una manera distinta que la via clasica empleada por las
células af’, ya que es sin restriccion al MHC., Este procesamiento de antigeno estaria
permitiendo respuestas muy répidas contra los antigenos y las sefiales generadas por moléculas
accesorias, como el CD2, el LFA-3 e IL-2, pueden contribuir de una manera integrada a la
regulacion de estas células (Wang y Malkovsky, 2000). En infecciones con brucelosis aguda,
estas células se activan por pequefias moléculas no peptidicas que son producidas por el parasito

y son liberadas por las células dafiadas después de la infeccion (Ottones ef af, 2000).

3. JUSTIFICACION

Mientras que algunos estudios han sido enfocados en la respuesia inmune que
desencadenan en el huésped vertebrado las meléculas de etapas asexuales, pocos estudios se han
enfocado en las respuestas desencadenadas por los gametocitos. Asi mismo, existen carencias de
conocimientos acerca del papel que desempefia la inmunidad celular en el bloqueo de la
transmisién de Plasmodium y en especial su funcién en la modulacién de los gametocitos en la
circulacion. Esta falta de conocimientos ha dado paso a que las estrategias actuales para el
desarrollo de vacunas bloqueadoras de la transmision, no contemplen las etapas sexuales
intracritrociticas residentes en la circulacién del huésped humano, aunque es bien conocido que
ocurre un bloqueo en la infeccidén natural.

Con el conocimiento de las interacciones huésped-gametocito y especificamente de la
respuesta adquirida, se podria contemplar a largo plazo el desarrollo y el uso de un reactivo
inmunoterapeltico y/o una vacuna contra estas etapas, los cuales podrian ser usados en
combinacion con drogas profilacticas y también como refuerzo a otras medidas de control para

‘bloquear la transmision del parasito.
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‘bloquear la transmision del parasito.
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4. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:
Caracterizar la respuesta proliferativa de las células mononucleares circulantes (CMC) de

pacientes palidicos o post-paludicos en respuesta a antigenos de gametocitos de Plasmodium.

OBIETIVOS ESPECIFICOS:

1) Determinar la capacidad que presentan los antigenos de gametocitos sonicados y de
exoantigenos derivados de estas mismas etapas para estimular una reaccion proliferativa en CMC
de pacientes paludicos con diferente memoria inmunolégica (infeccion primaria o secundaria).

2) Caracterizar el perfil proliferativo de las CMC en diferentes etapas de infeccion con

Plasmodium.

5. METODOLOGIA
A, Obtencion de material biolégico

Se trabajo en colaboracion con el Centro de Investigacion de Paludismo en Tapachula,
Chiapas y con la Secretaria de Salud del Estado de Oaxaca para la captacién de pacientes
infectados con P. vivax y con la Secretaria de Salud del Estado de Tabasco para la captacion de
pacientes infectados con P. falciparum. Se canalizaron pacientes de infeccion primaria y
secundaria en la etapa aguda de la infeccion, asi como pacientes de infecciéon primaria o
secundaria que tuvieron la infeccion en un periodo de 2 meses a 15 afios previos a la toma de
muestra, tal como se indica en la Figura 3, e individuos febriles no palddicos procedentes de la

misma zona como control.

? 10 A 14 2 MESES 22 MESES 15 ANOS

INFECCION
TIEMPO

Figura 3. Cronograma de infeccion con Plasmodium spp.
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1. Obtencion de sangre: De cada paciente se extrajeron 20 mi de sangre (previo consentimiento)

en vacutainers cstériles con anticoagulante (0.081 ml de EDTA al 15%) los cuales se

mantuvieron a 40C. Una vez en el laboratorio, la sangre se proceso bajo condiciones estériles. Se
separ¢ el plasma mediante centrifugacién a 850xg por 10 min en una centrifuga Hermle.

2. Obtencion de las CMC: La separaciéon 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 pg/ml) centrifugando a 850xg
durante 15 min. En la interfase se obtuvieron las CMC y después de lavarlas con RPMI se

determind su concentracion y viabilidad con Azul tripano al 0.4% en una camara de Neubauer al

microscopio de contraste de fases con el objetivo de 40X (Olympus). Las células (1x106- 1x107)

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 nitrégeno liquido hasta su
uso.
3. Cultivo y aislamiento de pardsitos 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 ml 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

pg/ml de garamicina con 300 ul 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 CO?2, 8% de O y 87% de N2. El medio de cultivo se reemplazo cada 48 h.
Eritrocitos frescos no infectados se cultivaron bajo las mismas condiciones como control.
Después del aislamiento de las CMC, los globulos 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 pg/ml de insulina-tranferrina (GIBCO-BRL). El medio de cultivo se reemplazd diariamente.,
Las diferentes etapas de los parasitos 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 a/, 1986; Ihalamulla y Mendis, 1987). En la parte superior se
agregé la sangre diluida al 25% con solucién salina (0.9% de NaCl), se centrifugd a 850xg por 10
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min a 15 ©C. Cada una de las interfases se colocd en tubos separados y después se lavaron
mediante centrifugacion a 1,200xg durante 5 min, El precipitado de cada fase fue resuspendido
en 0.5-1 ml de solucion salina. Mediante este método en la interfase de 35% de obtuvieron
parasitos en etapa de anillos y trofozoitos, en la de 50% trofozoitosy 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 aisiados a
partir del gradiente de Percoll se mantuvieron en cultivo durante 36 a 48 h con 0.1% de
pirimetamina para eliminar la contaminacion por etapas asexuales.

4, Obtencion de antigenos sonicados y de exoantigenos: Los parasitos aislados fueron sonicados

tres veces por 30 seg cada vez en un sonicador de bafio a 4 OC, se transfirieron a tubos eppendorf

estériles vy se tomo una alicuota de la muestra para determinar la concentracién de proteina

(Lowry et al, 1951). El resto de la muestra se mantuvo en congelacidon a —80 ©C hasta su uso,
Para la obtencién de exoantigenos (Ramsey ef 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 40C. EIl sobrenadante se colectd y se traspasé a tubos eppendorf estériles y se

guardaron a - 809C. Posteriormente los sobrenadantes fueron descongelados y centrifugados a

6,700xg, se dializaron en una membrana de exclusién de colodién con amortiguador de fosfatos

(PBS) a 4 OC y se tomé una muestra para determinar la concentracién de proteina por el método
de Lowry (Lowry et al, 1951). Las proteinas fueron fraccionadas en una columna de intercambio
ionico Sephacryl S300Hr (Aniersham Pharmacia Biotech) usando un afnortiguador de 0.1 M
Tris-HCI pH 8.6. Se eluyeron aproximadamente 10 ml de 0.7 a 0.9 mg de proteina a 12 m¥/h y las
fracciones eluidas fueron concentradas en una unidad de filtracién Amicon. Las fracciones fueron
separadas posteriormente en una columna de DEAE-Sephacell (Amersham Pharmacia Biotech)
usando un amortiguador dg 0.005 M Tris-HCI pH 8.0. Se eluyeron a 20 ml/h usando un gradiente
de NaCl de 02 0.5 M. | | |
Las proteinas aisladas de los sobrenadantes de parasitos fueron identificadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) al 7.5% o 12.5%, bajo condiciones
desnaturalizantes y reductoras. Los geles fueron tefiidos ¢on azul de Coomassie. Posteriormente,
las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa para la inmunodeteccion

empleando suero de pacientes que tenian solamente gametocitos o etapas asexuales circulantes.
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Los anticuerpos unidos a estas proteinas se detectaron usando un anticuerpo antthumano unido a
peroxidasa de rabano (GIBCO BRL) mediante una reaccién colorimetrica de la peroxidasa
teniendo como sustrato al cloronaftol.

Para los ensayos de proliferacién se empled una mezcla de proteinas de gametocitos y

asexuales con un rango de peso molecular entre 51 y 98 kDa.

B. Determinacion de la capacidad proliferativa de CMC con proteinas gametocitarias.

Las CMC se descongelaron en un bafio maria a 37 °C (2 a 5 min) y se lavaron con RPMI
suplementado con 20% de suero fetal bovino (SFB) mediante centrifugacion (140xg durante 5
“min.). El sedimento se resuspendié en este mismo medio y se determiné la viabilidad y la
concentracion celular con azul tripano al 0.4% en una cdmara de Neubauer en un microscopio de
contraste de fases con el objetivo del 40X. Las CMC sec incubaron con RPMI-SFB en placaé 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 suplementado con 10% de SFB a 140xg por 5 min.
Posteriormente, las células se colocaron en un gradiente de suero humano descomplementado al
100% v 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
macrofagos). La concentracion y la viabilidad celular fueron determinados como se indico

anteriormente, el 95% de células vivas fueron usadas en los ensayos de proliferacion.

Para los ensayos de proliferacién, 2x107 células por pozo fueron incubadas pof triplicado
en 200 pl de RPMI con 10% de SFB y 5x10_'5 M de B-mercaptoetanol en placas de 96 pozos. Las
CMC fueron estimuladas con 1 pg/ml de lipopolisacaridos bacterianos (LPS) como antigeno
control, con el mitégeno Concanavalina A (Con A) 5 pg/ml ¢ diversos tipos de antigeno de
Plasmodium (sonicados o exoantigenos) durante 120 h a 37 °C en una incubadora con 5% de
CO7. En las tltimas 18 h de incubacién, se agregd 0.5 pCi de Timidina [’H] (Amersham
Pharmacia Biotech) por pozo en 10 pl de RPMI. Al final de la incubacién se colectaron las
células en un cosechador de células (Skatron Instruments) y se determind la incorporacién de
Timidina 3H al DNA con un contador de centelleo § LS-5801 (Beckman). Para cada ensayo se

determinaron los indices de estimulacion (IE) es decir, el promedio de las cuentas por minuto

(cpm) del antigeno ¢ mitégeno entre las cpm del control (Riley ef al, 199.0 y 1994).
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Con el objeto de conocer la respuesta proliferativa especifica a los antigenos asexuales o a
los gametocitos totales se resto la respuesta del control con ERNI, mediante la razén: gametocitos
totales o bien antigenos asexuales/ERNI. Del mismo modo, la respuesta proliferativa especifica a
los gametocitos se determiné mediante la siguiente razén: gametocitos totales/antigenos

asexuales.

C. Identificacion de fenotipos de las CMC que responden a los antigenos de Plasmodium.
Con objeto de determinar los fenotipos de las poblaciones de linfocitos que proliferaron
en respucsta a la estimulacién con antigenos de Plasmodium, se cultivaron 2x10° cels/ml en
placas de 96 pozos en presencia o ausencia de antigenos durante 5 dias tal como se describio
anteriormente. Trascurrido el tiempo de incubacion, 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 pl de solucion de FACS
(solucion salina o PBS, 0.02% de NaNz y 2% de suero fetal bovino descomplementado). Las
CMC fueron incubadas con un anticuerpo fluorescente especifico, 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 incubacion se lavaron con 200 pl de solucién de FACS a 140xg durante 2
‘min, el precipitado fue resuspendido en 100 pl de solucién de FACS y las células fueron fijadas
con 100 pl de paraformaldehido al 1%.
Anticuerpos especificos empleados:
Marcadores para linfocitos T: anti TCR y8-FITC (Endogen), anti TCR af-FITC (Endogen) y
anti CD4-FITC/CD8-PE/CD3 PE-CyS5 (Immunotech).
Marcadores de activacion para linfocitos T: anti CD2‘-FITC (Pharmingen), anti CD25-PE
(Pharmingen), anti CD69-FITC (Pharmingen) ‘
Marcadores para linfocitos B: anti CD21-FITC (Immunotech).
Controles de isotipo: anti IgG2b-FITC (Immunotech), anti IgGI-FITC (Immunotech) y anti
IgG1-FITC/1gG1-PE/IgG1l PE-Cy5 (Immunotech).
El analisis de los fenotipos se hizo en un FACS SCAN empleando el programa Cell Quest
(Becton Dickinson). Con este programa se determind el porcentaje de células positivas, es decir,
aquellas que estan expresando al marcador en su superficie. Se obtuvieron los histogramas de

fluorescencia de las CMC de cada paciente estimuladas con los antigenos de P. vivax y de P.
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Jalciparum. En estos histogramas, la regién marcada como M1 fueron las células negativas al
marcador y la regiéon marcada como M2 indica el porcentaje de células positivas.

Tomando como referencia el porcentaje de células positivas en las muestras del control
sin antigeno como el nivel basal, se determiné el porcentaje de incremento en la expresion del
marcador en las CMC estimuladas con gametocitos, antigenos 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 estan conformados por proteinas especificas a
esta etapa y por proteinas que comparten con los parésitos en etapas asexuales. Debido a esto,
para conocer la respuesta desencadenada especificamente por las proteinas de origen
gametocitario (estimulacién gametocito-especifica) fue necesario conocer la respuesta
desencadenada por los antigenos de etéipas asexuales (estimulacion asexual-especifica). Ademas,
debido a que el desarrollo del parasito de Plasmodium en el huésped vertebrado es
intraeritrocitico se emplearon ERNI como control para eliminar la estimulacién por las proteinas
de los eritrocitos.

Se determiné el porcentaje de estimulacion y expresion de los diversos marcadores dado
por los gametocitos totales de Plasmodium (que contienen antigenos especificos de gametocitos y

antigenos asexuales) eliminando la respuesta a los ERNI mediante la siguiente razdn:

Porcentaje de estimulacion = estimulacion con_gametocitos - estimulgcion con ERNI x 100

con gametocitos totales estimulacion con ERNI

A su vez, se determind la estimulacién especifica desencadenada por las etapas asexuales

de Plasmodium eliminando la respuesta a los ERNI mediante la siguiente razén:

Porcentaje de estimulacidn = estimulacion con asexuales - estimulacion con ERNI x 100

asexual-especifica estimulacion con ERNI

Del mismo modo, se determiné el porcentaje de estimulacién y expresion de los diversos

marcadores dado por los antigenos especificos de gametocitos de Plasmodium eliminando la
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respuesta a los antigenos asexuales mediante la siguiente razoén:

Porcentaje de estimulacion = estimulacion con gametocitos - estimulacion con asexuales X 100

gametocito-especifica estimulacion con asexuales

Esto se hizo para cada uno de los marcadores con cada uno de los pacientes. Una vez

obtenido este porcentaje de estimulacion se obtuvo el promedio de todos los pacientes de cada

grupo.

D. Analisis estadistico. |
En los ensayos de proliferacion se determiné el promedio y la desviacion estindar de los
triplicados mediante el programa estadistico STATA versién 5. Se empled la prueba de T de

Student para comparar los indices de estimulacién y para el analisis de los fenotipos.

6. RESULTADOS

1. CAPACIDAD PROLIFERATIVA
1.1 CMC de etapa aguda estimuladas con antigenos sonicados de P. vivax

Se colectaron CMC de 4 pacientes con infeccion aguda causada por P. vivax procedentes
de los estados de Chiapas y Oaxaca, dos cdn infeccion primaria (REG y 596) y dos con infeccion
secundaria (601 y 642). Estas muestras se tomaron antes del inicio del tratamiento antipalidico.
Los datos epidemiolégicos de estos pacientes se muestran en la Tabla 5. Estas CMC fueron
estimuladas con 50 pg/ml de antigeno sonicado de P. vivax obtenido de etapas asexuales, de
gametocitos o de ERNI Como controles se emplearon CMC de un paciente febril no palidico
procedente de Tapachula, Chiapas, y de un individuo no febril y no palidico. Ademas de los
antigenos de Plasmodium, las CMC se estimularon con Con A y LPS tal como se indica en la
metodologia.

En las CMC del control febril y del control no palidico la respuesta proliferativa a los
antigenos asexuales y gametocitos no fue significativa (p<0.05, Tabla 6, Figura 4). Tanto en
CMC de pacientes de infeccion 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 fenémeno no

es dependiente del tipo de infeccién (primaria o secundaria). La respuesta a la Con A y LPS de
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En las CMC del control febril y del control no palidico la respuesta proliferativa a los
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CMC de pacientes de infeccion 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 fenémeno no

es dependiente del tipo de infeccién (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) antigenos asexuales

La respuesta proliferativa de las CMC de infeccion primaria al antigeno asexual fue
significativa en uno de dos pacientes (596, Tabla 6, Figura 4). La respuesta proliferativa
especifica de estos dos pacientes al antigeno asexual fue 1.7 veces (rango 1.3 a 2.2) respecto a los
ERNI (Tabla 7).

En los dos pacientes con infeccion secundaria (601 y 642) se observd una respuesta
proliferativa especifica contra las etapas asexuales comparandola con la respuesta a los ERNI,
estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05, Tabla 5, Figura 4). La respuesta
proliferativa especifica de estos pacientes de infeccidén secundaria en respuesta al antigeno
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 antigenos asexuales en las

CMC de pacientes primarios comparandola con la respuesta de los pacientes secundarios.

b) gametocitos

' En los pacientes de infeccidn primaria la respuesta proliferativa gametocito-especifica
(gametocito/asexuai) no fue significativa (1.2 veces respecto a los antigenos asexuales, rango de
1.1 a 1.4, p<0.05). Sin embargo, las CMC de los dos pacientes de infeccién secundaria
proliferaron de manera especifica y significativa en respuesta a los gametocitos éonicados de P.
vivax (Figura 4). La respuesta proliferativa fue 2.0 veces respecto a los antigenos asexuales
(p<0.05, Tablas 6 y 7). Esto esta sugiriendo una memoria adquirida que no esta deprimida por la

infeccidn aguda.
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Tabla S. Datos epidemioldgicos de los pacientes infectados con P. vivax en etapa aguda.

P A C | E N T E
REG 596 601 642
Procedencia Piedras Negras, Tapachula, Tapachula, Tapachula,
QOaxaca Chiapas Chiapas Chiapas
Edad (afios) 15 12 37 44
Sexo M M M M
Tipo de infeccion primaria Primaria secundaria secundaria
Niimero de infecciones
previas 0 0 1 1
Tiempo de infecciéon previa 0 0 9 meses 2 afios
Parasitos detectados en asexual asexual asexual asexual
sangre ' y sexual y sexual y sexual y sexual
Parasitemia total 0.25% 0.2 % 0.46 % 0.3%
Gametocitemia 15 % 12% 20 % 40 %
Tomo algiin medicamento no tomo Febrax Ampicilina | Isogen Plus
y Aralen
Dias que lleva con malestar 3 no hay dato 6 1
Tiempo desde la altima
calentura a la toma de ese mismo dia 24 horas ese mismo dia | ese mismo
muestra dia

Frecuencia del ataque
febril

cada tercer dia

cada tercer dia

cada tercer dia

cada tercer
dia

Padece otras enfermedades

no

no

no

diabetes
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INDICE DE ESTIMULACION

14

Ci1Con A (x 10)
LPS (x 10)

B Gametocitos
O Asexuales

B ERNI

CONTROL CONTROL REG(P) 596 (P) 601 (S) 642 (S)
NO FEBRIL FEBRIL

PACIENTE

Figura 4. Proliferacion de CMC de pacientes infectados con P. vivax en etapa aguda
estimuladas con antigenos sonicados. Se estimularon las CMC de pacientes en etapa
aguda de la infeccion y controles no palidicos con antigenos sonicados de etapas
asexuales o de gametocitos de P. vivax y con LPS o Con A. La proliferacion celular se
midié mediante incorporacién de Timidina PH] y se determinaron los indices de
estimulaciéon. La P indica pacientes de infecciéon primaria y S pacientes de infeccion

secundaria.
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Tabla 6. Indices de estimulacion de CMC de pacientes infectados con P. vivax en etapa aguda

estimuladas con antigenos sonicados.

PACIENTE CONA LPS | GAMETOCITOS | ASEXUALES | ERNI
(tipo de infeccion)
REG
(primaria) 2.5 2.5 1.5 1.1 0.8
596 .
(primaria) 12 8.2 3.0 27 1.3
601
(secundaria) 34 4.1 5.4 3.0 14
642
(secundaria) 3.0 2.6 34 1.6 1.0
Control no febril 130.0 26.0 1.2 0.9 0.9
Control febril 34.0 12.0 1.2 0.9 0.9

Tabla 7. Razon de proliferacién antigeno-especifica en CMC de pacientes infectados con P.

vivax en etapa aguda estimuladas con antigenos sonicados.

PACIENTE :
(tipo de infeccion) | GAMETOCITO/ERNI | ASEXUAL/ERNI | GAMETOCITO/ASEXUAL
REG
(primaria) 1.8* 1.3 ns 1.4 ns
596
(primaria) 24* 22% 1.1 ns
601
(secundaria) 4.0 * 2.1% 2.0*
642
(secundaria) 34* 16* 2.1%*
"Control no febril 1.3 ns 1.0 ns 1.2 ns
Control febril 13* 1.0 ns 1.3 ns

ns = no significativo estadisticamente, * = significativo, p<0.05
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1.2 CMC de infecciones previas estimuladas con antigenos sonicados de P. vivax
1.2.1 Respuesta de las CMC de infeccion primaria previa

Se emplearon como controles CMC de dos pacientes negativos a P. vivax, los pacientes
DM y DR y de un paciente no palidico originarios de Tapachula, Chiapas (Tabla 8). En estos tres
controles, no se observé una respuesta proliferativa significativa contra los antigenos 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) antigenos asexuales
Se estimularon CMC de 5 pacientes de infeccion primaria que estuvieron infectados con
P. vivax entre 0.25 y 15 afios previos a la toma de muesira procedentes del estado de Chiapas.
Los datos epidemiologicos 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 afios
postinfeccion, respectivamente, a los antigenos 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
especifica fue 2.3 veces (rango 2 a 2.6) respecto a los ERNI (Tabla 10). Las CMC de dos
pacientes que tuvieron infeccion a 12 (AL) y 15 (JM) afios previos no proliferaron
especificamente al antigeno de etapas asexuales (Tabla 9 y 10, Figura 5), lo cual podria indicar

un limite temporal para la memoria contra el antigeno.

b) gametocitos

Las CMC de los pacientes CM, CV y TL (0.25 a 8 afios) proliferaron de manera
especifica y significativa al ser estimuladas con gametocitos sonicados de P. vivax (p<0.05, Tabla
9, Figura 5). La respuesta gametocito-especifica fuc de 1.8 veces respecto a los antigenos
asexuales (rango de 1.3 a 2.2, p<0.05, Tabla 10). Sin embargo, las CMC de los pacientes AL (12
afios postinfeccién) y JM (15 afios postinfeccién) no respondieron al estimulo con estos antigenos

(Tablas 9 y 10, Figura 5).
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Tabla 8. Datos epidemiologicos de los pacientes que estuvieron infectados con P. vivax.

No. de Afios
Paciente Procedencia Edad | Sexo Tipo de infecciones postinfeccion
infeccion previas .

CM Tapachula, Chiapas 30 M primaria 0 0.25
Cv Tapachula, Chiapas | 42 M primaria 0 4
TL Tapachula, Chiapas | 40 F primaria 0 8
AL Tapachula, Chiapas | 38 M primaria ' 0 12
JM Tapachula, Chiapas | 47 M primaria 0 15
JT Tapachula, Chiapas | 34 M multiple 3 5
MR Tapachula, Chiapas | ~ 37 F multiple ‘ 3 6
RR Tapachula, Chiapas | 44 M multiple 4 15
LO Tapachula, Chiapas | 37 M multiple 5 12

S 1.2.2 Respuesta de las CMC de infecciones miiltiples previas
a) antigenos asexuales .

En CMC de dos pacientes con tres infecciones previas debidas a P. vivax (JT y MR)
ocurridas en un periodo entre 5 y 6 afios postinfeccion, se observd una respuesta proliferativa
especifica y significativa contra los antigenos asexuales (p<0.05, Tabla 9, Figura 6).

No se encontraron diferencias significativas en la respuesta a los antigenos asexuales en
las CMC de los pacientes RR (4 infecciones/11 afios) y LO (5 infecciones/11 afios) con respecto
a los ERNT (p< 0.05). La respuesta proliferativa asexual-especifica fue 1.6 veces (rango 0.5 a
3.1) respecto a los ERNI (Tabla 10).

Haciendo una comparacion de la respuesta proliferativa contra los parasitos asexuales en
pacientes de infeccién primaria y pacientes de infecciones multiples, no se observan diferencias
marcadas, si bien la tendencia parece sugerir que la respuesta proliferativa fue mayor con

pacientes de infeccion primaria,
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Figura 5. Proliferacion de CMC de pacientes de infeccion primaria previa con P. vivax
estimuladas con antigenos sonicados. Se estimularon las CMC de pacientes de infeccion
primaria previa y controles no palidicos con antigenos sonicados de etapas asexuales o de
gametocitos de P. vivax y con LPS o Con A. La proliferacion celular se midié mediante
incorporacion de Timidina [’H] y se determinaron los indices de estimulacion. Entre

paréntesis se indica el tiempo transcurrido post-infeccion en afios.
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Figura 6. Proliferacion de CMC de pacientes con infecciones multiples previas con P. vivax
estimuladas con antigenos sonicados. Se estimularon las CMC de pacientes con infecciones
secundarias previas y controles no paladicos con antigenos sonicados de etapas asexuales o de
gametocitos de P. vivax y con LPS o Con A. La proliferacion celular se midi6 mediante
incorporacion de Timidina [*H] y se determinaron los indices de estimulacién. Entre paréntesis se

indica el nimero de infecciones previas y el tiempo transcurrido después de la infeccion en afios.

48



Tabla 9. Indices de estimulacién de CMC de pacientes con infecciones previas con P. vivax

estimuladas con antigenos sonicados.

PACIENTE CONA LPS GAMETOCITOS | ASEXUALES ERNI

CM

(1 in/0.25aiios) ' 249.0 15.0 34 1.6 0.7
Cyv

(1 in/ 4 afios) 454.0 32.0 6.2 3.4 1.3
TL

(1 in/8 afios) 455.0 31.0 3.0 2.0 1.1

AL : i

(1 in/12 aiios) 48.0 4.7 1.0 0.6 2.0
JM

(1 in/15 afios) 70.3 47.0 0.3 0.4 0.8

- |

JT

(3 in/5 arios) 106.0 16.0 2.0 1.7 1.3
MR

(3 in/6 afios) 150.0 12.3 3.0 2.2 0.7
RR

(4 in/11 aiios) 21.2 15.0 1.5 0.5 1.1
LO

-~ (5in/11 arios) 71.0 49.0 2.0 1.1 0.9
DR

Control febril no 62.0 54 0.70 0.5 0.4

infectado

DM

Control febril no 457.0 26.0 1.2 1.1 0.9

“infectado ‘
Control no febril 457.0 26.0 1.1 1.0 0.8

]

= numero de infecciones previas/ tiempo transcurrido desde la vitima infeccion
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Tabla 10. Razdén de proliferacion antigeno-especifica en CMC de pacientes con infecciones

previas con P. vivax estimuladas con antigenos sonicados.

PACIENTE GAMETOCITO/ERNI | ASEXUAL/ERNI | GAMETOCITO/ASEXUAL
CM
(1 in/ 0.25afios) ’ 5.0 2.3 % 2.2 %
CvV
(1 in/ 4 aiios) 5.0* 26* 2.0 %
TL
(1 inf? 8 aios) 25% 2.0* 1.3 %
AL
(1 in/ 12 afios) 0.5 ns 0.3 ns - 1.5 ns
JM
(1in/ 15 arios) 0.5 ns 0.5 ns 0.8 ns
|
- JT :
(3 in/ 5 afios) 1.5* 14 % 1.1 ns
MR ‘
(3 in/ 6 arios) 43 % 3.1% 14*
RR
(4 in/ 11 afios) 1.4 * 0.5 ns 3.0*
LO
(5 in/ 11 afios) 20 1.2 ns 2.0*
e
DR
Control febril no 1.7 ns 1.2 ns 1.4 ns
infectado
DM
Control frebril no 1.3 ns 1.2 ns 1.1 ns
infectado
Control no febril 13*% 1.2 ns 1.1 ns

! = mimero de infecciones previas/ tiempo transcurrido desde la tiltima infeccion
ns = no significativo estadisticamente
* = gignificativo, p<0.05




b) gametocitos

Las CMC de tres pacientes con infecciones multiples (MR, RR y LO) en contraste al
paciente JT, proliferaron de manera especifica al ser estimuladas con gametocitos sonicados de P.
vivax (p<0.05, Tablas 9 y 10, Figura 6), la respuesta proliferativa gametocito-especifica fue de
1.7 veces respecto a los antigenos asexuales (rango 1.0 a 2.8). Lo anterior sugiere que los
antigenos de gametocitos de P. vivax, a diferencia de los de asexuales, son capaces de generar
una respuesta proliferativa que se mantiene significativa atin a 11 afios postinfeccién. En
comparacién, en los pacientes primarios la respuesta a los gametocitos, decrece
proporcionalmente al tiempo. Estas observaciones sugieren que en los pacientes con infecciones
mﬁltiples se generaron células de memoria circulantes que persisten y responden a estos

antigenos (Tabla 10, Figura 6).

1.3 CMC de infeccion primaria previa estimuladas con antigenos sonicados de P.
Salciparum.

El IE del control no palidico fue mayor de uno y no se encontraron diferencias
significativas entre la respuesta a los antigenos asexuales y a los gametocitos (Tabla 12, Figura
7). CMC de seis pacientes procedentes del estado de Tabasco (Tabla 11) que tuvieron una
infeccion primaria debida a P. falciparum en un periodo comprendido entre 7 y 22 meses previos
a la toma de muestra fueron estimuladas con 50 pg/ml de éntigenos sonicados de etapas
asexuales o de gametocitos de P. falciparum, asi 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 palidico (Tabla 12, Figura 7).

a) antigenos asexuales

En la Tabla 12 y la 7 se observa que las CMC de los seis pacientes proliferaron de manera
especifica al ser estimuladas con los antigenos asexuales de P. falciparum pero no a los ERNI
(p< 0.05). La respuesta proliferativa especifica a los antigenos asexuales fue de 5.1 veces (rango
2 a 12) respecto a los ERNI (Tabla 13). No hubo correlacién entre el tiempo transcurrido
postinfeccidn y la respuesta al antigeno asexual, asi como tampoco influyé la edad del paciente

en la magnitud de la respuesta.
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Tabla 11. Datos epidemiolégicos de los pacientes que estuvieron infectados con P. falciparum.

TIPO DE MESES POST
PACIENTE PROCEDENCIA EDAD | SEXO | INFECCION INFECCION

Pfl Huimanguillo, Tabasco 40 M primaria 22
Pf2 Huimanguillo, Tabasco 34 F primaria 22
Pf3 Huimanguillo, Tabasco 18 M primaria 22
Pf4 Tapijulapa, Tabasco 17 F primaria 21
Pf5 Tapijulapa, Tabasco 35 F primaria 21

Pfo6 Tenosique, Tabasco 34 F primaria 7

Pf7 Tenosique, Tabasco 33 F primaria 7

Pf8 Tenosique, Tabasco 15 F primaria 15
Pfo9 Tenosique, Tabasco 20 F primaria 15
Pf10 Tenosique, Tabasco 13 F primaria _ 15
Pf11 Tenosique, Tabasco 55 M primaria 14
Pf12 Tenosique, Tabasco 60 M primaria 17
Pf13 Tenosique, Tabasco 8 F primaria | 2

b) gametocitos

Las CMC de cinco de seis pacientes (83%) proliferaron de manera especifica y
significativa en respuesta a los gametocitos sonicados de P. falciparum (p<0.001, Tabla 12,
Figura 7). La respuesta proliferativa gametocito-especifica fue de 2.3 veces respecto a los
antigenos asexuales (rango de 1.1 a 4.5, p<0.05, Tabla 13). Del mismo modo que con los
antigenos asexuales, no se encontrd correlacion entre la respuesta proliferativa a los gametocitos
y el tiempo transcurrido postinfeccion.

En la Tabla 14 se muestra un resumen de las CMC que proliferaron de manera

significativa en respuesta al estimulo con antigenos sonicados.
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Figura 7. Proliferacion de CMC de pacientes de infeccion primaria previa con P. falciparum
estimuladas con antigenos sonicados. Se estimularon las CMC de pacientes de infeccion
primaria previa y controles no palidicos con antigenos sonicados de etapas asexuales o de
gametocitos de P. falciparum y con LPS o Con A. La proliferacion celular se midié mediante
incorporacién de Timidina [’H] y se determinaron los indices de estimulacién. Entre

paréntesis se indica el tiempo transcurrido post-infeccion en meses.

53



Tabla 12. Indices de estimulacion de CMC de pacientes con infeccén primaria previa con

P. falciparum estimuladas con antigenos sonicados.

PACIENTE CONA LPS GAMETOCITOS | ASEXUALES ERNI

Pf 6

(7 meses) 137.0 69.0 3.5 3.1 1.0
Pf 11

(14 meses) 188.0 95.0 6.2 1.4 0.7
Pf9

(15 meses) 46.0 47.0 2.3 6.0 0.5
Pf4

(21 meses) 171.0 72.0 5.6 2.8 0.6
Pf 5

(21 meses) 290.0 177.0 8.0 4.7 1.0
Pf2

(22 meses) 135.0 61.0 12.0 4.0 0.8

Control no febril 107.0 44.0 0.9 0.9 0.7

!'= tiempo transcurrido desde la infeccién previa
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Tabla 13. Razdn de proliferacién antigeno-especifica en CMC de pacientes con infeccion

primaria previas con P. falciparum estimuladas con antigenos sonicados.

PACIENTE GAMETOCITO/ERNI } ASEXUAL/ERNI | GAMETOCITO/ASEXUAL
Pf 6
(7 meses) ! 35* 3.1 1.1 ns
Pf 11
(14 meses) 9.0 * 2.0 * 44 *
Pf 9
(15 meses) 18.6 * 12 * 1.6%
Pf 4 '
(21 meses) 9.3* 4.6* 2.0%*
Pf 5
(21 meses) 8.0 * 4,7 * 1.7 *
Pf2
(22 meses) 14.0 * 44 % 3.2¥%
Control no
febril 1.3 ns 1.3 ns 1.0 ns

!'= tiempo transcurrido desde la infeccién previa

ns = no significativo estadisticamente

* = significativo, p<0.05
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Tabla 14. Resumen de la estimulacién significativa en la proliferaciéon de CMC estimuladas con

antigenos sonicados.

TIPO DE INFECCION ANTIGENO ASEXUAL GAMETOCITOS
primaria 1/2 no significativa
Infeccion aguda n=2
P. vivax
secundaria 2/2 2/2
n=2
primaria 3/3 8 aiios 3/3 8 aiios
Infeccién previa n=3 0/2 > 12 afios 0/2 > 12 afios
P. vivax : '
multiple 2/2 < 6 aiios 3/4 <11 afios
n=4 0/2 > 11 afios
Infeccién previa primaria 6/6 < 2 aiios 5/6 < 2 afios
P. falciparum ‘n=6

‘1.4 CMC de infecciones previas estimuladas con exoantigenos de P. vivax
Las CMC del control no proliferaron al ser estimuladas con exoantigenos asexuales o de
gametocitos (Tabla 16, Figura 8) y tuvieron una respuesta proliferativa alta a la Con A y en

menor proporcion a los LPS (Tabla 16, Figura 8).

1.4.1 Respuesta de las CMC de infeccion primaria previa
a) antigenos asexuales

Se purificaron exoantigenos de P. vivax a partir de sobrenadantes de cultivo de 24 h de
incubacién de estos parasitos en etapas asexuales (86% de trofozoitos) asi como de ERNI como
control. Las proteinas fueron detectadas mediante tincién con azul de Coomassie o bien mediante
Western blot empleando suero de un paciente postratamiento tal como se indicé en la

metodologia. Para los ensayos de proliferacién se empled una mezcla de proteinas con un rango
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de peso molecular entre 51 y 98 kDa, tal como se muestra en la Tabla 15. Los antigenos
asexuales estuvieron compuestos de nueve proteinas con pesos moleculares de 98, 84, 82, 74, 68,
67, 63, 53 y 51 kDa. De estas nueve proteinas, 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 biot. A
su vez, las proteinas de 84, 68, 67 y 53 fueron detectadas por ambos métodos. De esta mezcla de
proteinas 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 proteinas solubles de etapas asexuales se estimularon CMC de tres
pacientes de infeccion primaria (CM, CV y TL) procedentes de Tapachula, Chiapas que
estuvieron infectados con P. vivax entre 0.25 y 8 afios previos a la toma de muestra. Las CMC de
dos de tres pacientes (67%) proliferaron de manera especifica contra los exoantigenos asexuales
de P. vivax pero no a los ERNI (p<0.05, Tabla 16, Figura 8). La respuesta proliferativa asexual
especifica fue de 2.0 veces (rango 1.1 a 2.7) respecto a los ERNI (Tabla 17). Al parecer el tiempo
transcurrido postinfeccion no influye en la magnitud de la respuesta, ya que en el paciente TL con

8 afios postinfeccion se obtuvo la mayor respuesta a estos antigenos (Tabla 16, Figura 8).

b) gametocitos

| Para los ensayos de proliferacion se emple6 una mezcla de exoantigenos con un rango de
peso molecular enfre 51 y 98 kDa, tal como se muestra en la Tabla 15. La mezcla de
exoantigenos de gametocitos contenia siete proteinas, con pesos moleculares de 94, 84, 68, 67,
62, 55 y 51 kDa. De esta mezcla, las proteinas de 94, 62 y 55 kDa fueron especificas a los
gametocitos, es decir no estan presentes en las etapas asexuales. Estas proteinas fueron detectadas
ﬁor Western blot. Las proteinas de 68, 67 y 51 kDa se detectaron por ambos métodos.

Las CMC de dos de tres pacientes de infeccién primaria (CM y CV) proliferaron de
manera especifica al ser estimuladas con exoantigenos de gametocitos de P. vivax (p<0.05,
Tablas 16 y 17, Figura 8). La respuesta proliferativa gametocito-especifica fue 1.5 veces (rango
0.7 a 2.4) respecto a los antigenos asexuales (Tabla 17). El paciente que no respondié (TL) tenia

ocho afios postinfeccion.
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Tabla 15. Exoantigenos de P. vivax de 50 a 100 kDa. Proteinas solubles secretadas por P. vivax

o ERNI al sobrenadante de cultivo. Las proteinas fueron detectadas (+) o no (-) con Azul de

Coomassie (CB) o por Western Blot (WB) empleando suero humano antigametocitos o

antiasexuales.

Deteccidn dé exoantigenos (CB/WB)

Peso Molecular Eritrocitos Asexuales Gametocitos
(kDa) no infectados
98 +/+ -+
97

84

g v

++ +
82 +/+ +f-
78
74 +/-
68 +/+ +/+
67 +/+ ++

53

++

++

51

+-

-/+

+/+
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Figura 8. Proliferacion de CMC de pacientes de infecciones previas con P. vivax estimuladas
con exoantigenos. Se estimularon las CMC de pacientes de infeccion primaria y secundaria
previas y controles no palidicos con exoantigenos de 50 a 100 kDa de etapas asexuales o de
gametocitos de P. vivax y con LPS o Con A. La proliferaciéon celular se midic mediante
incorporaciéon de Timidina ’H] y se determinaron los indices de estimulacién. Entre
paréntesis se indica el mimero de infecciones previas y el tiempo transcurrido post-infeccion

en afios.
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Tabla 16. Indices de estimulacion de CMC de pacientes con infecciones previas con P. vivax

estimuladas con exoantigenos de 50 a 100 kDa,

T
foatl e

1.1

PACIENTE CONA| LPS GAMETOCITOS | ASEXUALES ERNI

CM

(1in/0.25 aﬁos)’ 249.0 15.0 2.0 14 0.6
Cv

(1 in/ 4 asios) 454.0 31.0 2.5 1.1 0.9
TL

(1 in/ 8 afios) 455.0 31.0 2.1 2.7 1.0

= - " e e e

JT

(3 in/ 5 afios) 106.0 16.0 2.1 1.7 1.1
MR

(3 in/ 6 afios) 150.0 12.0 2.0 1.4 0.4

Control no febril { 457.0 26.0 1.0 0.8

* = mimero de infecciones previas/ tiempo transcurrido desde la ltima infeccién

1.4.2 Respuesta de las CMC de infecciones multiples previas
a) antt:genbs asexuales

Las CMC de dos pacientes con tres infecciones previas causadas por P. vivax entre 5 y 6
afios previos (JT y MR) proliferaron también de manera especifica a los exoantigenos asexuales
de P. vivax (Tablas 16 y 17, Figura 8). La respuesta proliferativa asexual especifica fue de 2.3
veces (rango 1.5 a 3) respecto a los ERNL '

Al comparar la magnitud de la respuesta desencadenada por exoantigenos asexuales en
pacientes de infeccidn primaria previa con la de los pacientes de infecciones multiples, no hubo

diferencias significativas (Figura 8).
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Tabla 17. Razdn de proliferacidn antigeno-especifica en CMC de pacientes con infecciones

previas por P. vivax estimuladas con exoantigenos de 50 a 100 kDa.

PACIENTE GAMETOCITO/ERNI | ASEXUAL/ERNI | GAMETOCITO/ASEXUAL
CM
(1in/0.25 afios) | 30* 2.0% 14 *
Ccv
(1 in/ 4 afios) 2.6 * 1.1 ns : 23 %
TL
(1 in/ 8 arios) 2.1 % 2.7 * 0.7 ns
- - -~~~ -
JT
(3in/ 35 arios) 2.0%* . 158¢% 1.2 ns
MR _
(3 in/ 6 arios) 42 * 3.0* 14 *
Control no
febril 1.3 ns 1.2 ns 1.1 ns

! = namero de infecciones previas/ tiempo transcurrido desde la Gltima infeccion
ns = no significativo estadisticamente,
* = significativo, p<0.05

b} gametocitos

Solo en uno de dos pacientes (MR) con tres infecciones previas entre 5 y 6 afios
postinfeccién la respuesta proliferativa especifica contra los exoantigenos dé gametocitos de P.
vivax fue significativa (p<0.05, Tablas 16 y 17, Figura 8). La respuesta proliferativa gametocito-
especifica fue de 1.4 veces respecto a los antigenos asexuales (p<0.05). En los pacientes de
infeccion primaria y en los pacientes de infecciones multiples se observo un perfil muy similar de

respuesta a los exoantigenos de gametocitos.

1.5 CMC de infeccion primaria previa estimuladas con exoantigenos 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
antigenos de Plasmodium fue significativa (p<0.05, Tabla 19, Figura 9). La respuesta de las CMC

del control no paludico a los exoantigenos 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) antigenos asexuales

Los exoantigenos purificados de P. falciparum tenian un rango de peso molecular entre 50
y 104 kDa, tal como se muestra en la Tabla 18. La mezcla de exoantigenos de ctapas asexuales
consistié en 15 proteinas; de estas proteinas siete fueron detectadas exclusivamente por tincién
con Coomassie con pesos moleculares de 91, 74, 68, 67, 64, 57 y 51 kDa. Las proteinas de 96 y
70 kDa se detectaron por Western blot pero no por Coomassie y cinco proteinas fueron
detectadas por ambos métodos, con pesos moleculares de 86, 82, 55, 54 y 50 kDa. De esta mezcla
de proteinas dos fueron especificas para las etapas asexuales las de 104 y 50 kDa (Tabla 18).

Con esta mezcla de proteinas solubles de etapas asexuales se estimularon CMC de once
pacientes de infeccion primaria procedehtes del estado de Tabasco, que estuvieron infectados con
P. falciparum entre 2 y 22 meses previos a la toma de muestra. Los datos epidemioldgicos de
estos pacientes se muestran en la Tabla 11,

Las CMC de .diez de once pacientes (91%) proliferaron en respuesta a los exoantigenos
asexuales de P. falciparum pero no a los ERNI (p<0.05, Tabla 19, Figura 9). La respuesta
proliferativa asexual-especifica 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 infeccidn, ya que

no hubo correlacion entre el periodo postinfeccion y los indices de estimulacién (Figura 9).

b) gametocitos

La mezcla de exoantigenos obtenidos de gametocitos consistié en diecinueve proteinas
con un rango de peso molecular entre 51 y 96 kDa. De estas proteinas ocho se detectaron
solamente por Coomassie: 91, 74, 68, 67, 64, 61, 57 y 51 kDa. Tres proteinas 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 proteinas totales cinco de
ellas fueron especificas 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 especifica y
significativa en respuesta a los exoantigenos de garﬁetocitos de P. falciparum (p<0.05, Tabla 19,

Figura 9). La respuesta proliferativa gametocito-especifica fue 2.0 veces respecto a los antigenos
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asexuales (rango 1.3 a 3.2, Tabla 20). Esta respuesta no es dependiente del tiempo transcurrido
postinfeccién. Lo anterior indica que los exoantigenos de gametocitos de P. falciparum fueron
capaces de inducir una respuesta proliferativa en pacientes de infeccidn primaria hasta 22 meses
después de la infeccion. En la Tabla 21 se muestra un resumen de las CMC que proliferaron de

manera significativa en respuesta al estimulo con exoantigenos

Tabla 18. Exoantigenos de P. falciparum de 50 a 100 kDa. Proteinas solubles secretadas al
sobrenadante de cultivo por las cepas 7901 (asexual), NF54 (asexual y sexual) o ERNI. Las
proteinas fueron detectadas (+} o no (-) con Azul de Coomassie (CB) o por Western Blot (WB)

empleando suero humano antigametocitos o antiasexuales.

Deteccidén de exoantigenos {CB/WB)

Peso molecular Eritrocitos no Asexuales Gametocitos
(kDa) infectados 7
104 +/- +/-
96 -+ -+
921 +/- +/-
++ ++

86

82

+/+

++

35

++

+H+

54

++

+H+

++

50

++
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Figura 9. Proliferacion de CMC de pacientes de infeccion primaria previa con P. falciparum
estimuladas con exoantigenos. Se estimularon las CMC de pacientes de infeccion primaria
previa y controles no palidicos con exoantigenos de 50 a 100 kDa de etapas asexuales o de
gametocitos de P. falciparum y con LPS o Con A, La proliferacién celular se midid mediante
incorporacion de Timidina [*H] y se determinaron los indices de estimulacion. Entre

paréntesis se indica el tiempo transcurrido post-infeccidon en meses.
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Tabla 19, Indices de estimulacion de CMC de pacientes con infeccidén primaria previa con P.

Jfalciparum estimuladas con exoantigenos de 50 a 100 kDa.

PACIENTE CONA LPS GAMETOCITOS | ASEXUALES ERNI
Pf13
(2 meses) ! 117.0 66.0 2.7 1.5 0.7
Pf6
(7 meses) 260.0 135.0 4.0 2.0 0.9
Pf7
(7 meses) 18.0 1.3 1.0 0.7 0.3
Pf11
(14 meses) - 3140 | 153.0 2.3 0.9 0.5
Pfo9 o
(15 meses) 51.0 51.0 7.7 5.6 1.0
Pf 10
(15 meses) 5.3 33 1.4 0.7 0.3
Pf4
(21 meses) 142.0 142.0 2.2 . 18 0.7
Pfs
(21 meses) 289.0 132.0 6.0 241 0.9
Pf1 :
(22 meses) 49.0 270 0.8 0.3 0.7
Pf2 _
(22 meses) 321.0 232.0 4.6 1.4 0.9
Pf3
(22 meses) 55.0 21.0 1.5 0.9 0.7
CONTROL 189.0 141.0 1.0 0.9 0.9

!'= tiempo transcurrido desde la infeccién previa



Tabla 20. Razén de proliferacion antigeno-especifica en CMC de pacientes con infeccién

primaria previa con P. falciparum estimuladas con exoantigenos de 50 a 100 kDa.

PACIENTE | GAMETOCITO/ERNI | ASEXUAL/ERNI | GAMETOCITO/ASEXUAL
Pf13 |
(2 meses) ! 4.0 * 2.1% 2.0 *
Pf6
(7 meses) 43 * 22 * 2.0*
Pf7
(7 meses) 2.8 % 2.0 * 1.4 ns
Pf11
(14 meses) 4.3 * 1.7 * 25%
Pfo
(15 meses) 7.7 *% 5.6 % 14*
Pf10
(15 meses) 4.0* 2.1 % 2.0 *
Pf4
(21 meses) 3.0% 24 * 1.2 ns
Pf5
(21 meses) 6.5.% 23% 3.0%*
Pf1
(22 meses) 1.1 ns 0.5 ns 2.2 *
Pf2
(22 meses) S.1* 1.6 * 33*
Pf3
(22 meses) 20* 1.3* 1.5*%
Control no
febril 1.1 ns 1.0 ns 1.1 ns

! = tiempo transcurrido desde la infeccién previa
ns = no significativo estadisticamente
* = significativo, p<0.05
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Tabla 21. Resumen de la estimulacion significativa en la proliferaci(’)ﬁ de CMC estimuladas con

exoantigenos.
TIPO DE INFECCION ANTIGENO ASEXUAL GAMETOCITOS

primaria 2/3 8 ailos 2/3 < 8 aflos

Infeccion previa n=3

P, vivax

multiple 2/2 < 6 afios 1/2 < 6 afios

n=2
Infeccion previa primaria 10/11 < 2 aiios 9/11 < 2 afios

P. falciparum n=11 :

1.6 Comparacion de la capacidad proliferativa en CMC estimuladas con antigenos
sonicados o con exoantigenos.

Las CMC de los controles no paludicos no respondieron a ninguno de los antigenos
sonicados o exoantigenos 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 Sa 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 antigenos asexuales sonicados
como con exoantigenos derivados de las mismas etapas, no se encontraron diferencias en la
respuesta proliferativa asexual-especifica con ambos tipos de antigeno (Tabla 10 y Tabla 17). A
su vez, en las CMC de dos pacientes que tuvieron infecciones miltiples causadas por P. vivax (JT
y MR) tampoco se encontraron diferencias en la respuesta desencadenada por ambos tipos de.
antigeno (Tabla 10 y Tabla 17).

Sin embargo, en las CMC de seis pacientes de infeccion primaria debida a P. Salciparum
(Pf6,Pf 11, P9, Pf4, PS5y Pf2) que fueron.estimuladas con antigenos asexuales sonicados o
con exoantigenos de las mismas etapas, se encontrd que en cinco de estos pacientes (83.3% con
excepcion de Pf 9) la respuesta proliferativa asexual-especifica fue superior de manera

significativa con los antigenos sonicados (Tabla 13 y Tabla 20).
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Por otro lado, al comparar la respuesta de las CMC en tres paciéntes primarios (CM, CV'y
TL) que estuvieron infectados con P. vivax y fueron estimuladas con gametocitos sonicados o con
exoantigenos de gametocitos, se encontrd que la respuesta proliferativa gametocito-especifica fue
significativamente mayor con antigenos sonicados en dos de tres pacientes (66.7%, CM y TL).

En las CMC de dos pacientes (JT y MR) que tuvieron infecciones multiples causadas por
P. vivax y que fueron estimulados con gametocitos sonicados o exoantigenos de gametocitos no
se encontraron diferencias en la respuesta desencadenada por ambos tipos de antigeno (Tabla 10
y Tabla 17). La respuesta proliferativa gametocito-especifica fue igual con ambos tipos de
antigenos.

No obstante, en las CMC de seis pacientes de infeccion 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
exoantigenos homoélogos se encontrd que la respuesta proliferativa gametocito-especifica fue
superior con‘antigenos sonicados en dos pacientes (Pf 4 y Pf 11), o bien fue mayor con
exoantigenos 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 antigenos (Tablas 13 y 20).

Comparando la respuesta de las CMC de pacientes de infeccion primaria que estuvieron
infectados con P. vivax (n=3) o con P. falciparum (n=6) respectivamente y que fueron
estimuladas con antigenos sonicados, se encontré que los antigenos de etapas asexuales de P.
falciparum indujeron de manera significativa una mayor respuesta proliferativa comparandola
con la respuesta de los antigenos homoélogos de P. vivax; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la respuesta proliferativa gametocito-especifica entre ambas especies
de parésito (Tabla 10 y 13). '

Por otro lado, al comparar la respuesta de las CMC de estos pacientes primarios que
estuvieron infectados con P. vivax (ﬂ=3) o con P. falciparum (n=10) y que fueron estimuladas
con exoantigenos de etapas asexuales y de gametocitos, no se encontraron diferencias
significativas en la respuesta proliferativa asexual-especifica ni en la gametocito-especifica
(Tabla 17 y 20). |
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2. IDENTIFICACION DE FENOTIPOS DE LAS CMC QUE PROLIFERARON CON
LOS ANTIGENOS DE Plasmodium.

2.1 CMC de pacientes de infeccion priinaria previa estimuladas con antigenos sonicados de
P. vivax

Se determinaron los fenotipos de las CMC de tres pacientes (CM, CV y TL) de infeccién
primaria que proliferaron al ser estimulados con antigenos sonicados de gametocitos o con
antigenos de etapas asexuales de P. vivax. Los datos epidemioldgicos de estos pacientes se
presentan en la Tabla 8 y los perfiles de proliferacion 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 éntigenos sonicados de P. vivax fueron
principalmente los T y8' (Tabla 22, Figura 11). El porcentaje de estimulacién con antigenos
asexuales (estimulacion asexual-especifica) fue de 36.7% + 33.2 (rango de 9.1 a 73.6), mientras
que el porcentaje de estimulacién con antigenos especificos de gametocitos (estimulacién
- gametocito-especifica) fue de 32.5 % + 24 (rango de 18.0 a 60.1). Los antigenos de gametocitos
indujeron una proliferacién de linfocitos T y8" significativamente mayor que los antigenos
asexuales (p<0.05, Figura 11).

Los linfocitos T of” proliferaron en una minima proporcién, y no se enconiraron
diferencias signiﬁcativas entre el porcentaje de estimulacion asexual-especifico (2.6% =+ 1.4,
rango de 1 a 3.6) y el gametocito-especifico (2.3% * 2.2, rango de 0.5 a 4.8, p >0.05, Tabla 22,
Figura 11). La expansion de los linfocitos que expresaron el marcador CD3 fue minima, la
estimulacidn asexual especifica fue de 2.5% £ 1.2 (rango de 1.1 a 3.3) y la estimulacion
gametocito-especifica fue de 2.2% £ 0.4 (rango de 1.8 a 2.6, Tabla 22). Sin embargo, aun con
esta estimulacién baja, los antigenos de gametocitos indujeron una estimulacion
significativamente mayor en estas células que los antigenos asexuales (p< 0.05, Figura 11).

La poblacién de linfocitos CD8" fue la que se expandié mayoritariamente en respuesta a
los antigenos sonicados de P. vivax, la estimulacion asexual-especiﬁca fue de 9.1% * 6.6 (rango
de 3.5 a 16.4) y la estimulacion gametocito-especifica fue de 9.3% * 2.4 (rango de 6.7 a 11.5,
Tabla 22). Los antigenos de gametocitos indujeron un mayor porcentaje de expansion de estas

células que los antigenos asexuales (p< 0.05, Figura 11). La expansién de los linfocitos CD4" con
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antigenos 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.
estimulacion inducido por ambos antigenos. La proporcién de linfocitos CD47/CD8" no se vio
alterada al estimular las CMC con antigenos sonicados de ambos tipos. En las células control sin
antigeno, la proporcién de linfocitos CD4"/CD8" fue de 2.4 a 1.0, mientras que en las CMC
estimuladas con antigenos asexuales fue de 2.2 a 1.0 y con antigenos de gametocitos fue de 27a
1.0.

Las CMC de estos pacientes expresaron en su superficie los marcadores de activacién
CD25, CD69 y en menor proporeion el CD2 en respuesta a los antigenos sonicados de P. vivax
(Figura 11). Los antigenos asexuales y de gametocitos estimularon de manera importante la
expresion del marcador CD69, un incremento de 20.1% * 19.4 (rango de 0.73 2 39.5)y 23.3% £
15.4 (rango de 8.8 a 39.5), respectivamente. El incremento en la expresion de este marcador de
activacion fue significativamente mayor con los antigenos de gametocitos en comparacion con
los antigenos asexuales (p<0.05, Figura 11). Del mismo meodo, los antigenos asexuales y los
antigenos gametocito-especificos estimularon de manera significativa la expresion 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 expresion de este marcador fue significativamente mayor con los antigenos de
gametocitos que con los antigenos asexuales (p<0.05, Figura 11). La expresién del marcador
CD2 fue minima y no se encontraron diferencias en el porcentaje de estimulacion asexual-
especifico (1.0% + 0.8, rango de 0 a 1.6) y el gametocito-especifico (1.5% % 1.2, rango de 0.16
a 2.2, Tabla 22, Figura 11).

Hubo una falta de expresién 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 antigenos gametocito-especificos. Los antigenos de
gametocitos estimularon principalmente la proliferacién de los linfocitos T y§*, CD3*, CD8" y la
expresién de los marcadores de activacion CD25 y CD69; no se encontraron diferencias en la

expansién de linfocitos T apf’, CD4" y CD2" entre gametocitos y antigenos asexuales.
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2.2 CMC de pacientes con infecciones multiples previas estimuladas con antigenos
sonicados de P. vivax

Se determinaron los fenotipos de las CMC de 3 pacientes (MR, RR y LO) con infecciones
multiples previas que se estimularon con antigenos sonicados de gametocitos o antigenos
asexuales de P. vivax (Tabla 9). Los linfocitos que proliferaron mayoritariamente fueron los T y8"
(Figura 11). La estimulacién asexuél—especiﬁca para este fenotipo fue de 29.0% % 36.5 (rango de
0 a 70.0), mientras que la estimulacién gametocito-especifica fue de 22.0% x 5.1 (rango de 22.4 a
27.0, Tabla 22). Los antigenos de gametocitos indujeron una proliferacién de los linfocitos T y8*
significativamente mayor que los antigenos asexuales (p<0.05, Figura 11). La proliferacién de
linfocitos T ap’ fue minima. El porcentaje de estimulacion con antigenos asexuales fue de 4.7%
+4.1 (rango de 0 a 7.6) y con los antigenos especificos 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
af’ proliferaron significativamente en respuesta a los antigenos de gametocitos que a los de
etapas asexuales (p<0.05, Figura 11),

La expansién de los linfocitos CD3” no fue significativa, no se encontraron diferencias
entre el pofcentaje de estimulacién asexual-especifico (1.3% * (.7, rango de 0.9 a 2.0) y el
gametocito-especifico (1.1% £ 0.8, rango de 0.2 a 1.8 respectivamente, p>0.05, Tabla 22, Figura
11). El porcentaje de expansién de los linfocitos CD4" con antigenos asexuales fue de 1.7% +
1.6 (rango de 0 a 3.3) y con antigenos gametocito-especificos fue de 3.0% + 0.5 (rango de 2.5 a
3.5, Tabla 3). Los antigenos de gametocitos indujeron un mayor porcentaje de expansién de esta
poblacién celular en comparacion con los antigenos asexuales (p<0.05, Figura 11).

La poblacién de linfocitos CD8” fue la que se expandid mayoritariamente en respuesta a
los antigenos asexuales (7.0% = 6.1, rango de 0 a 11.7) y a los antigenos gametocito-especificos
(5.0% + 1.2, rango de 3.7 a 6.0, Tabla 22) aunque no se encontraron diferencias significativas en
el porcentaje de expresion de este marcador entre los dos tipos de antigenos (p>0.05, Figura 11).
La proporcién de linfocitos CD4'/CDS8" en estos pacientes de infeccién secundaria fue de 2.7 a
1.0 en las CMC del control sin antigeno y en las CMC estimuladas con antigenos asexuales y con
gametocitos fue de 2.5 a 1.0, por lo que no se alter6 esta proporcion en respuesta al estimulo con

ninguno de los dos tipos de antigenos sonicados.
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Los antigenos de P. vivax indujeron una expresion importante de los marcadores de
activacion CD25 y CD69 en esos linfocitos de infeccion secundaria (Figura 11). Con el marcador
CD2S5 el porcentaje de estimulacién asexual-especifico fue de 16.0% = 16.0 (rango de 4.3 a 34.3)
y el gametocito-especifico fue de 14.4% + 8.4 (rango de 5.4 a 22.0, p<0.05, Tabla 22). Los
antigenos de gametocitos indujeron significativamente un mayor porcentaje de expresion del
marcador CD25 que los antigenos asexuales (p<0.05, Figura 11). |

El porcentaje de expresion del marcador CD69 con antigenos asexuales fue del5.6% =
23.0, (rango de 0 a 42.0) y con antigenos gametocito-especificos fue de 12.5% % 5.8 (rango de
6.5 a 18.2, Tabla 22). El porcentaje de expresién de este marcador fue significativamente mayor
con los aniigenos de gametocitos que con antigenos asexuales (p<0.05, Figura 11). La expresion
del marcador CD2 fue minima y no se encontraron diferencias entre el porcentaje de expresion
entre antigenos asexuales y con antigenos gametocito-especificos (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 encontré expresion del marcador CD21
en las CMC estimuladas con ninguno de los antigenos.

En la Tabla 23 se muestra un resumen de los marcadores que se expresaron de manera
significativa en los linfocitos estimulados con antigenos gametdcito~eSpeciﬁcos. Los antigenos de
gametocitos estimularon una proliferacion significativamente mayor que los antigenos asexuales
de los linfocitos T ¥&%, af®, CD4", CD25" y CD69"; ambos antigenos indujeron proliferacion
similar de linfocitos con marcadores CD3, CD8 y CD2.
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Figura 10-A. Expresion del TCR v6 y aff en CMC de un paciente representativo de infeccion

primaria previa con P. vivax estimuladas con antigenos sonicados.
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Figura 10-B. Expresion de los marcadores CD25 y CD69 en CMC de un paciente representativo

de infeccion primaria previa con P. vivax estimuladas con antigenos sonicados.
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Figura 10-C. Expresion de los marcadores CD3, CD4 y CD8 en CMC de un paciente

representativo de infeccion primaria previa con P. vivax estimuladas con antigenos sonicados.
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Figura 11. Porcentaje de expresion de marcadores en CMC de pacientes que estuvieron
infectados con P. vivax estimuladas con antigenos sonicados. Se representa el promedio

del porcentaje de CMC positivas para cada marcador.
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2.3 CMC de pacientes de infeccion primaria previa estimuladas con antigenos 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 antigenos sonicados de gametocitos o de etapas
asexuales de P. falciparum. Los datos epidemioldgicos de cada uno de ellos se muestran en la
Tabla 11 y de proliferacién en la Tabla 12.

Los linfocitos que proliferaron en respuesta a los antigenos sonicados de P. falciparum
fueron principalmente los T & (Figura 12). El porcentaje de estimulacion con antigenos
asexuales fue de 45% £ 11.7 (rango de 21.6 a 60.1) y con los antigenos gametocito-especificos
fue de 50.4% % 19.5 (rango de 35.4 a 78.7, Tabla 22). La proliferacién de linfocitos T y8" fue
significativamente mayor con antigenos de gametocitos que con antigenos asexuales (p<0.05,
Figura 12).

Los linfocitos T af* proliferaron en una proporcién minima, el porcentaje de
estimulacién asexual-especifico fue de 2.7% + 1.7 (rango de 0 a 4.2) y la estimulacién
gametocito-especifica de 2.2% £ 1.2 (rango de 0.4 a 5.1). Los antigenos de gametocitos
estimularon de manera significativa una proliferacién mayor de estos linfocitos o’ con respecto
a los antigenos asexuales (p<0.05, Figura 12). El porcentaje de estimulacién de linfocitos CD3*
con antigenos asexuales y con antigenos gametocito-especificos fue minimo (3.0% + 2.1, rango
de 0.8a53y4.0%=+2.7, rango de 1.1 a 7.2, respectivamente, Tabla 22). A pesar de lo anterior,
los antigenos de gametoéitos estimularon una proliferacién significativamente mayor de este
marcador (p<0.05, Figura 12). |

La poblacién de linfocitos CD8™ se expandi6 en respuesta a los antigenos asexuales
(11.0% + 2.8, rango de 8.0 a 27.75) y a los antigenos gametocito-especificos (9.0% = 4.3, rango de
6.0 a 15.5, Tabla 22). Los gametocitos estimularon de manera significativa una expansion mayor
de los linfocitos CD8" que los antigenos asexuales (p<0.05, Figura 12). La expansién de los
linfocitos CD4™ con los antigenos asexuales fue de 5.3% =+ 2.2 (rango de 2.8 a 11.7) y con
antigenos especificos de gametocitos fue de 4.0% + 1.0 (rango de 5.6 a 22.0, Tabla 22). La

_proliferacién de estos linfocitos fue significativamente mayor con antigenos de gametocitos que
con antigenos asexuales (p<0.05, Figura 12). La proporcién de linfocitos CD4+/CD_8+ no sec

modificd por estimulacidon con ninguno de los dos tipos de antigeno. En las células control sin
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antigeno, la proporcién de linfocitos CD4*/CD8" fue de 2.0 a 1.0, mientras que en las CMC
estimuladas con antigenos asexuales y con gametocitos fue de 1.8 a 1.0.

Los antigenos sonicados de P. falciparum indujeron una expresion importante de los
marcadores de activacién CD25 y CD69 (Figura 12). El porcentaje de expresién del marcador
CD25 con antigenos asexuales fue de 43.0% + 23.8 (rango de 19.2 a 67.6) y con antigenos
gametocito-especificos fue de 42.0% % 23.8 (rango de 12.1 a 64.2), Los gametocitos indujeron
una expresion significativamente mayor de este marcador en comparacion con los antigenos
asexuales (p<0.05, Figura 12). Del mismo modo, el porcentaje de expresion del marcador CD69
con antigenos asexuales fue de 54.0% * 49.5 (rango de 10.3 a 109.3) y con antigenos gametocito-
especificos fue de 20.0% £ 8.1 (rango de 12.1 a 29.8, Tabla 22), La expresion del marcador
CD69 también fue significativamente mayor con los antigenos de gametocitos (p<0.05, Figura
12). La expresion del marcador CD2 fue minima y no se encontraron diferencias entre ¢l
porcentaje de estimulacién con antigenos asexuales y con antigenos gametocito-especificos
(3.3% % 4.3, rango de 02 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
tos linfocitos estimulados con antigenos especificos de gametocitos.

En resumen, en las CMC de pacientes primarios que estuvieron infectados con P.
Jalciparum, los antigenos de gametocitos estimularon de manera significativa la proliferacion de
los linfocitos T v8*, ap’, CD3", CD4", CD§", CD25" y CD69" en comparacion a los antigenos

asexuales,

79



120

116.7 B Gametocitos

105.2 O Asexuales

ab gd cD3 CD4 CD3 CcD25 CcD&Y cD2

MARCADOR

Figura 12. Porcentaje de expresion de marcadores en CMC de pacientes de
infeccion primaria previa con P. falciparum estimuladas con antigenos

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 estimulacion con antigenos gametocito-especificos sonicados.

PACIENTE of T3 CD3 |CD4{CD8 | CD2 | CD25 [CD6Y
P, vivax - + + - + - o+ +
Infeccion primaria '
P. vivax + + - + - - + +

Infecciones multiples

P. falciparum + + + + + - + +
Infeccidn primaria

2.4 CMC de pacientes de infeccion primaria previa estimuladas con exoantigenos de
P. vivax. _

Se determinaron los fenotipos de las CMC de los pacientes CM, CV y TL que
prohferaron al ser estimulados con exoantigenos de gametocitos o de ctapas asexuales de P.
vivax. Los datos epidemiolégicos de los pacientes se presentan en la Tabla 5 y los perﬁles de
proliferacion en la Tabla 16.

Los linfocitos T y8™ proliferaron en respuesta a los exoantigenos de P. vivax (Figura 13),
aunque esta estimulacién no fue gametocito-especifica. El porcentaje de estimulacion con
antigénos asexuales fue de 46.0% + 14.6 (rango de 31.0 a 60.0), en comparacién con los
exoantigenos de gametocitos 12.3% + 13.5 (rango de 0 a 26.8, p<0.05, Tabla 24, Figura 13).

La estimulacién de los linfocitos T op’ fue baja y no se encontraron diferencias
significativas entre la respuesta a los exoantigenos asexuales y a los gametocitos (3.7% =+ 0.8,
rango de 3.0 2 45 y 2.0 % + 1.7, rango de 0 a 3.6, respectivamente, Figura 13). A su vez,
' tampoco hubo diferencias significativas entre el porcentaje de expansién de los linfocitos CD3*
en las CMC estimuladas con exoantigenos asexuales (3.0% + 1.0, rango de 2.0 a 4.0) y con los

exoantigenos de gametocitos (2.0% % 1.7, rango de 0 a 3.4, Tabla 24, Figura 13).
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La poblacién de linfocitos CD8" fue la que se expandié mayoritariamente en respuesta a
los exoantigenos asexuales y de gametocitos, la éstimulacién asexual-especifica fue de 9.0% *
0.6 (rango de 8.2 a 9.4} y la estimulacién gametocito-especifica fue de 3.5% % 3.1 (rangode O a
6.0, Tabla 24). No hubo diferencias significativas en la proliferacion estimulada por ambos
antigenos (Figura 13). La expansién de los linfocitos CD4” fue minima en las CMC estimuladas
con exoantigenos de etapas asexuales (3.5% + 0.7, rango de 2.8 a 4.2) y con exoantigenos
gametocito-especificos (2.3% = 2.2, rango de 0 a 4.3), y tampoco hubo diférencias significativas
entre la respuesta proliferativa a ambos antigenos (Tabla 24, Figura 13). La proporcién de
linfocitos CD4"/CD8” en estos pacientes de infeccién primaria fue de 2.4 a 1.0 en las CMC del
control sin antigeno y de 2.3 a 1.0 en las CMC estimuladas con antigenos asexuales, y con
gametocitos fue de 2.2 a 1.0, por lo que no se alterd esta proporcidn en respuesta al estimulo con
los exoantigenos.

Sin embargo, las CMC de estos pacientes expresaron en su superficie los marcadores de
activacion CD25, CD69 y en menor proporcion el CD2 al ser estimuladas con exoantigenos de
P. vivax (Figura 13). No se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de expresion
del marcador CD25 con exoantigenos asexuales y con los gametocito-especificos (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 expresion del marcador CD69, la
estiﬁmlacién asexual-especifica fue de 26.0% £ 3.7 (rango de 22.3 a 29.7) y la gametocito-
especifica fue de (13.4% + 13.4, rango de 0 a 26.7, Tabla 24). La expresién del marcador CD2
fue minima y no se encontraron diferencias en el pbrcentaje de estimulacion asexual-especifico y
gametocito-especifico (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 detecté expresion del marcador CD21 en las poblaciones
estimuladas.

En la Tabla 25 se presenta un resumen de los marcadores que se expresaron de manera
signi-ﬁcativa en los linfocitos estimulados con exoantigenos especificos de gametocitos. En las
CMC de pécientes de infeccion primaria previa con P. vivax los exoantigenos de gametocitos y
de etapas asexuales indujeron el mismo indice de proliferacion de linfocitos T af”, CD3", CD4",
CD&',CD25%, CD69" y CD2'. Mientras que los antigenos de etapas asexuales estimularon de

igual forma y principalmente, la proliferacién de linfocitos T 8",
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Figura 13. Porcentaje de expresion de marcadores en CMC de pacientes que estuvieron
infectados con P. vivax estimuladas con exoantigenos 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 multiples previas estimuladas con exoantigenos de P,
vivax.

Se determinaron los fenotipos de las CMC de los pacientes MR y JT estimuladas con
exoantigenos de P. vivax (Tabla 8). Los indices de proliferacion se presentan en la Tabla 16. Los
linfocitos T y8" proliferaron principalmente en respuesta a los exoantigenos asexuales (26.0% +
25, rangode 854 43.7) y,a los exoantigenos de gametocitos (15.0-% £ 0.1, Tabla 24, Figura 13).
Los exoantigenos de gametocitos indujeron una proliferacién de linfocitos T &7
significativamente mayor que los antigenos asexuales (p<0.05). |

Los exoantigenos de etapas asexuales (2.0% = 2, rango de 0.4 a 3.4) y de gametocitos
(1.5% = 0) estimularon en una minima proporcion la proliferacién de linfocitos T o’ y no se
encontraron difereﬁcias significativas entre ambos antigenos (Tabla 24, Figura 13). La expansion
de linfocitos CD3™ también fue minima, la estimulacion asexual-especifica fue de 1.5% + 1.7
(rango de 0.3 a 2.8) y la estimulacién gametocito-especifica fue de 1.8% + 0.14 (rango de 1.7 a
2). Los exoantigenos de gametocitos indujeron un porcentaje de estimulacion significativamente
mayor de estas células que los exoantigenos asexuales (p<0.05, Tabla 24, Figura 13).

No se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de estimulacién de los
linfocitos CD4" con exoantigenos 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
poblacién de linfocitos CD8" no se encontraron diferencias entre el porcentaje de estimulacién
asexual-especifico y el gametocito-especifico (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 proporcion de linfocitos CD47/CD8"
fue de 2.1 a 1.0 en las CMC del control sin antigeno y en las estimuladas con exoantigenos de
etapas asexuales y de gametocitos.

Los exoantigenos asexuales y de gametocitos indujeron la expresién 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 expresion de este marcador con
ambos tipos de exoantigenos (Tabla 24, Figura 13). El porcentaje de expresion del marcador

CD69 con antigenos asexuales fue de 30.5% + 14.6 (rango de 20.0 a 40.8) y el porcentaje de
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expresion 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 expresion del marcador CD2
con exoantigenos asexuales y de gametocitos fue minima (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 antigenos (Tabla 24, Figura 13). No se detectd una expresion significativa det 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 exoantigenos gametocito-especificos. En las CMC
de pacientes de infecciones secundarias. por P.vivax, los exoantigenos de gametocitos
estimularon una proliferacidon significativamente mayor a la de etapas asexuales de linfocitos T
v8" y CD3"; ambos antigenos indujeron proliferacién similar de linfocitos T af’, CD4", CD8",

CD25%, CD69" y CD2".

2.6 CMC de pacientes de infeccion primaria previa estimuladas con exoantigenos de P.
Salciparum.

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 exoantigenos de gametocitos o de etapas asexuales de P.
falciparum. Los datos epidemioldgicos de estos pacientes se muestran en la Tabla 11 y los
perfiles de proliferacion en la Tabla 19.

Los tinfocitos T v8" proliferaron de forma importante en respuesta a los exoantigenos de
P. falciparum. El porcentaje de estimulacién con exoantigenos asexuvales fue de 27.5% + 22.0,
(rango de 2.2 a 52.7) y el porcentaje de estimulacion con exoantigenos de gametocitos fue de
41.0% £ 20.5 (rango de 28.2 a 715). Los exoantigenos de gametocitos indujeron una
- proliferacion significativamente mayor de linfocitos 5" que los exoantigenos asexuales (p<0.05,
Tabla 24, Figura 14). '

La proliferacién de linfocitos T wp” fue minima y no se encontraron diferencias
significativas entre ambos antigenos (6.0% + 3.2, rango de 2.7a9.1 y3.0% + 3.5, rango de 0 a §,
respectivamente, Tabla 24, Figura 14). El porcentaje de estimulacién de linfocitos CD3™ con
exoantigenos 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 exoantigenos de gametocitos estimularon una

proliferacién significativamente mayor (p<0.05, Figura 14).
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La expansion de linfocitos CD4" con los exoantigenos de etapas asexuales fue de 8.0% *
4.5 (rango de 5.0 a 14.7) y con eXoantigenos de gametocitos fue de 5.0% + 4.6 (rango de 1.4 a
11.7), no se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de estimulacién con ambos
tipos de antigenos (Tabla 24, Figura 14). Los linfocitos CD8" se expandieron de manera
importante en respuesta a los exoantigenos asexuales (7.6% + 3.6, rango de 3.6 a 11.5) y a los
exoantigenos de gametocitos (8.3% * 2;0, rango de 5.7 a 10.6). Los exoantigenos de gametocitos
estimularon de manera significativa, mayor proliferacién de estos linfocitos CD8", que los
exoantigenos asexuales (p<0.05, Tabla 24, Figura 14). La proporcién de linfocitos CD47/CD8”
no cambié significativamente en las CMC estimuladas con estos exoantigenos, en las CMC del
control sin antigeno fue de 2.1 a 1.0 y en CMC estimuladas con exoantigenos asexuales y de
gametocitos fue de 2.0 a 1.0, o

Los exoantigenos asexuales y los de gametocitos indujeron una expresion 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 exoantigenos de gametocitos indujeron una expresion signiﬁcativamente
mayor de este marcador que los antigehos asexuales (p<0.05, Tabla 24, Figura 14). De igual
manera, el porcentaje de expresion del marcador CD69 con exoantigenos asexuales fue de 58.6%
+ 52.8 (rango de 9.0 a 133.0) y con exoantigenos de gametocitos fue de 18.6% + 11 (rango de 7.3
a 31). La expresion de este marcador CD69 también fue significativamente mayor con los
exoantigenos de gametocitos (p<0.05, Tabla 5, Figura 14). La expresién del marcador CD2 en las
CMC estimuladas con exoantigenos asexuales y con exc_)antigenos gametocito-especificos fue
minima y no se encontraron diferencias significativas entre ellos (5.0% £ 4.7, rangode 0.2 a 11.2
y 0.7 £ 0.6, rango de 0 a 1.1, Figura 14). Los exoantigenos de P. falciparum no indujeron la
expresion 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 exoantigenos especificos de gametocitos. En las
CMC de pacientes primarios que estuvieron infectados con P. falciparum los excantigenos de
gametocitos estimularon de manera significativa una mayor proliferacién de linfocitos T v&",
CD3%, CD8", CD25" y CD69", Los exoantigenos asexuales y los de gametocitos indujeron una

expresion similar de los marcadores de linfocitos af, CD4 y CD2.
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Figura 14. Porcentaje de expresion de marcadores en CMC de pacientes de infeccion
primaria previa con P. falciparum estimuladas con exoantigenos 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 estimulacién con exoantigenos especificos de gametocitos.

PACIENTE af ) CDh3 ] CD4 CD8 | CD2 ([CD25|CD69

P. vivax
Infeccion primaria - - - - - - - -

: P. vivax
Infecciones multiples - + + - - - - -

P. falciparum
Infeccién primaria - + + - + - + +

2.7 CMC de un control no palidico estimulados con antigenos sonicados de P, vivax

Se determinaron los fenotipos de las CMC de un individuo no febril y no palidico (CD)
que fueron estimuladas con antigenos sonicados de gametocitos o de etapas ascxuales de P.
vivax. La estimulacién fue minima y no significativa, sin embargo, se observd que los antigenos
de gametocitos estimularon principalmente la proliferacion de linfocitos T v8', CD8", CD25",
CD69" y CD2". Los antigenos de gametocitos y los antigenos asexuales indujeron el mismo
porcentaje de proliferacién de linfocitos aff’, CD3" y CD4" (Figura 15). La proporcién de
linfocitos CD4'/CD8" no cambid en las células estimuladas con estos antigenos, fue de 2.1 a 1.0
en las células control sin antigeno, en las células estimuladas con antigenos asexuales y con

gametocitos.

2.8 CMC de un control no paliadico estimulados con antigenos sonicados de P, falciparum
Las CMC del control (DR) que fueron estimuladas con antigenos sonicados de

gametocitos totales o de etapas asexuales de P. falciparum proliferaron en una minima

proporcién en respuesta a estos antigenos y de forma no significativa. Los antigenos de

gametocitos indujeron una mayor proliferacién de linfocitos CD8" y CD25" en comparacién con
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los antigenos asexuales. Ambos tipos de antigenos estimularon de igual manera la proliferacién
de linfocitos T af’, ¥8*, CD3", CD4%, CD69" y CD2" (Figura 15). No hubo cambios en la
proporcién de linfocitos CD4"/CD8", fue de 1.9 a 1.0 en las células control sin antigeno y las

estimuladas con antigenos asexuales'y de 1.8 a 1.0 en respuesta a los gametocitos.

2.9 CMC de un control no palidico estimuladas con exoantigenos de P. vivax

Las CMC del control no paludico (VH) proliferaron en una minima proporcion al ser
estimuladas con exoantigenos de gametocitos o de etapas asexuales de P. vivax y de forma no
significativa. Los exoantigenos de gametocitos indujeron un mayor porcentaje de expresion de
los linfocitos T ap’, y8', CD3", CD4", CD8" y CD69, mientras que los antigenos asexuales
estimularon principalmente la expresién de los marcadores CD25 y CD2 (Figura 16). La
proporcion de linfocitos CD4-+/CD8+ no cambid en las células estimuladas con exoantigenos, fue
de 1.9 a 1.0 en las c¢élulas control sin antigeno y en las células estimuladas con ambos tipos de

antigenos.

3. CMC de un control no palidico estimuladas con exoantigenos de P. falciparum

Se estimularon las CMC del control (DM) con exoantigenos de gametocitos o de etapas
asexﬁales de P. falciparum. Los exoantigenos de gametocitos indujeron un mayor porcentaje de
proliferacién, aunque no significativo, de linfocitos T ap’, y8', CD3", CD4", CD25”, CD69" y
CD2". Los gametocitos y los exoantigenos asexuales indujeron el mismo porcentaje de
proliferacién en los linfocitos CD8" (Figura 16). La proporcion de tinfocitos CD4*/CD8” no vari6
en respuesta a estos exoantigenos, fue de 2.0 a 1.0 en las células control y en las estimuladas con

ambos antigenos.
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Figura 18. Porcentaje de expresion de marcadores en CMC de controles no palidicos
estimuladas con antigenos 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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Figura 16. Porcentaje de expresion de marcadores en CMC de controles no paludicos
estimuladas con exoantigenos 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.
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7. DISCUSION

Cada una de las etapas del ciclo de vida de Plasmodium interactlia de manera particular y
especifica con el sistema inmune del huésped vertebrado. Debido a esto, el estudio de 1a respuesta
inmune se vuelve complejo. En términos generales, el conocimiento de la respuesta inmune
celular contra las etapas asexuales intraeritrociticas y sexuales de Plasmodium es escaso, y la
mayoria de los estudios se han realizado en donadores no paladicos; hay poca informacion sobre
la respuesta celular en pacientes en etapa aguda o que han cursado una infeccion previa. Se sabe
que los merozoitos y los esquizontes inducen la proliferacién de linfocitos y8* (Waterfall et al,
1998), mientras qué las etapas asexuales mas inmaduras (anillos y trofozoitos) inducen la
proliferacién de linfocitos CD4" (Goodier et al, 1995). Los gametocitos de P. falciparum activan
linfocitos CD4" en donadores no palidicos (Goodier y Targett, 1997), y se han detectado
respuestas proliferativas contra estos en pacientes infectados (Riley et af, 1990). Del mismo
modo, se tienen antecedentes que exoantigenos de etapas asexuales inducen la proliferacion de
linfocitos y8" en donadores no palidicos (Pichyangkul e al, 1997). Antes del presente estudio no
se conocia el papel de los linfocitos 18" en la respuesta a los gametocitos de Plasmodium,
tampoco se habfan identificado exoantigenos secretados especificamente por estas etapas y no
existian reportes de la activacidn de linfocitos 3" en respuesta a exoantigenos asexuales y de
gametocitos en pacientes de infeccion previa, El conocimiento de esta respuesta inmune celular
contra €l parasito, en combinaci6n con la respuesta humoral, permitird avanzar en el desarrollo de
vacunas multivalentes contra las etapas asexuales destinadas a prevenir o reducir la gravedad de

la infeccidn, y contra los gametocitos para bloquear la transmision.

La respuesta de memoria a los antigenos asexuales.

La mayoria de los estudios scbre la respuesta inmune contra las etapas asexuales
intraeritrociticas de Plasmodium se han llevado a cabo empleando extractos de parasitos lisados,
y CMC de donadores no paludicos. Muchos de estos estudios han reportado resultados
contradictorios entre ellos. En el presente trabajo, empleamos células de donadores después de
una sola infeccion o de miltiples infecciones, por lo menos tres meses previos, con P. vivax o con
P. falciparum. Los linfocitos fueron estimulados in vifro con antigenos sonicados o con
exoantigenos de etapas asexnales.

+ En donadores no palidicos, Goodier et al (1995) demostraron una proliferacion especifica
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de linfocitos y&* del subtipo V9", en respuesta al estimulo con merozoitos, con preparaciones de
esquizontes, o con sobrenadantes obtenidos durante la ruptura de estos. Segun esos autores las
etapas tempranas del parésito (anillos y trofozoitos), o lisados de eritrocitos parasitados, inducen
" principalmente la proliferacién de linfocitos CD4". En el presente estudio, los antigenos
sonicados no estimularon respuesta alguna en los controles no-palidicos. Sin embargo, los
antigenos asexuales sonicados indujeron respuestas proliferativas especificas en CMC de
pacientes de infeccién primaria previa o de infecciones multiples con P. vivax, y en CMC de
infeccién primaria previa con P. falciparum. Linfocitos de pacientes que tuvieron una sola
infeccidn previa, hasta 8 afios postinfeccion, proliferaron de manera significativa al estimulo con
antigenos asexuales sonicados, mientras que los que tuvieron la infeccién con mas de 12 afios
previos, no proliferaron al ser estimulados con estos antigenos, De forma similar, las CMC de
pacientes que tuvieron multiples infecciones previas, también proliferaron de manera especifica
contra los antigenos asexuales, aunque los linfocitos de pacientes con infecciones miltiples en
los 11 afios previos no respondieron a los antigenos. Los datos sugieren que en ambos casos,
existe un limite temporal para la memoria contra estos antigenos asexuales de P. vivax,
independientemente de la frecuencia del reto. En ambos tipos de pacientes, los linfocitos T y&"
fueron los que proliferaron mayoritariamente en respuesta a los antigenos asexuales sonicados; de
forma secundaria se expandieron los linfocitos CD8". En el presente estudio, la expansién de las
poblaciones de linfocitos ep*, CD3"y CD4" fue minima, en contraste con lo que se ha reportado
anteriormente. Hubo ademas, una expresién significativa de los marcadores CD25 y CD69
indicando activacién en presencia del antigeno especifico y la dependencia de la respuesta a la
presencia de IL-2. La intensidad de la respuesta proliferativa asexual-especifica y el perfil de
expresion de fenotipos, fueron similares después de una o multiples infecciones. Sin embargo, en
los pacientes que tuvieron una sola infeccién, la proliferacién de linfocitos CD4* y CD25" fue
mayor en comparacion con los pacientes con infecciones multiples. En estos ultimos, la
proliferacién de linfocitos que expresaron el receptor aff* fue superior.

Waterfall et al (1998) reportaron que componentes de esquizontes lisados activan a
linfocitos CD4", mientras que los linfocitos y8" son activados por componentes de esquizontes
vivos, respuesta que es dependiente de IL-2. Este ultimo estudio sugiere que in vivo los productos
del parasito inducen la activacidn de linfocitos 8" v la produccién de IL-2, conclusion que apoya
la presente investigacion. El estudio anterior subraya la importancia de la calidad del antigeno
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utilizado en ensayos in vitro, y apoya la hipétesis inicial del presente estudio de que el antigeno

sonicado preserv.a epitopes claves, tal como en la infeccic"m natural. La proliferacion de linfocitos

que tuvieron una sola exposicion previa a P. falciparum, fue independiente del tiempo

transcurrido después de la infeccidén, ya que no se encontrd correlacién entre el tiempo

transcurrido postinfeccion y la respuesta al antigeno, asi como tampoco influyé la edad del

paciente en la magnitud de la respuesta. Los linfocitos v8" proliferaron principalmente en -
respuesta a estos antigenos, seguidos de la expansiéon de linfocitos CD8™. La expansién de

linfocitos af” fue minima, aunque se detecté una expresién importante de los marcadores de

activacion CD25 y CD69. Los antigenos asexuales sonicados indujerén un patrén de
proliferacién similar en los pacientes primarios con P. vivax y con P. falciparum, con excepcion
del marcador CD69, que se expresé proporcionalmente mas en respuesta a los antigenos de P.
Jfalciparum.

Las diferencias en las preparaciones de los parasitos, o en los procedimientos en los
ensayos,‘podrian ser responsables de las discrepancias en la respuesta reportadas por los diversos
laboratorios. Dick et al (1996) encontraron que en CMC de donadores no palidicos estimulados
con esquizontes lisados por congelacidn, las células que proliferaron fueron principalmente
aB'CD4", CD45RO" y en menor proporcién los linfocitos ap"CD8" junto con los linfocitos y&*
CD4'CD8. Las células activadas con estos antigenos produjeron IL-2r soluble e IFNy. Sin
embargo, al igual que en el presente trabajo, se reportd que en donadores de areas endémicas en
Africa, se detecta la expansion de linfocitos Vy9Va2" en respuesta a antigenos de esquizontes
lisados de P. falciparum (Goodier et al, 1993). Al parecer, la respuesta a antigenos Unicos es
diferente: linfocitos CD4" de donadores inmunes restringidas a HLA-DR y DQ, y una minima
proporcién de linfocitos CD8” responden a fragmentos clonados de la proteina PfMSP-1 de P.
Sfalciparum (Riley et al, 1992). La proteina purificada Pf155/RESA y péptidos sintéticos de esta
proteina inducen respuestas proliferativas y la produccion de IL-2, IL-4 e IFNy en donadores de
areas endémicas, de tal forma que epitopes de esta proteina son capaces de activar la
proliferacion de linfocitos T (Riley et al, 1995). La respuesta a antigenos individuales representa
sin duda una minima parte de la respuesta completa contra los multiples antigenos presentes en el
parésito.

Las etapas asexuales producen y secretan exoantigenos, muchos de los cuales tienen

grupos de glicofosfatidilinositol y son responsables de respuestas endotéxicas importantes, que
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involucran la secrecidon de TNFo (Taverne et al, 1990). Los exoantigenos se secretan del
eritrocito infectado durante la maduracion del parédsito o bien son liberados de los merozoitos
durante la invasién al eritrocito (Jakobsen, 1995; Hommel, 1997). Exoantigenos obtenidos de
eritrocitos parasitados con P. vivax estimulan Ia produccién de TNFo por parte de los macréfagos
(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 exoantigenos de etapas
asexuales indujeron respuestas proliferativas en pacientes de infeccién primaria previa o de
infecciones multiples previas con P. vivax, y en pacientes de infeccidn primaria previa con P.
falciparum. La respuesta proliferativa contra los exoantigenos asexuales de P. vivax fue
significativa en la mayoria de los pacientes después de una infeccién primaria, y sin correlacién
con el tiempo transcurrido después de la infeccion, por lo menos dentro de los 8 afios.
postinfeccion. Las CMC de pacientes de infecciones miltiples con P. vivax, también proliferaroﬁ
de manera significativa contra estos exoantigenos. En ambos tipos de pacientes los linfocitos ol
fueron los que proliferaron especiﬁcamente en respuesta a los exoantigenos de etapas asexuales,
mientras que la expansién de linfocitos aff’, CD3*, CD4™ y CD8" fue minima. La expresion de
los marcadores CD25 y CD69 fue significativa. La respuesta proliferativa asexual-especifica y el
perfil de expresién de fenotipos fue similar en ambos tipos de pacientes, con excepcién de los
linfocitos y8" y CD8" que se expandieron proporcionalmente mas y de manera significativa en los
pacientes que tuvieron una sola infeccién previa.

Los presentes resultados coinciden en parte con lo reportado por Pichyangkul ef a/ (1997)
quienes encontraron que sobrenadantes de cultivo de esquizontes de P. falciparum inducen la
proliferacién de linfocitos v8" en CMC de pacientes no palidicos. Exoantigenos de etapas
asexuales también activan linfocitos en individuos expuestos (Riley et af, 1988; Jakobsen ef af,
1994). Una mezcla de antigenos solubles de P. falciparum y de exoantigenos Agl y Ag7
purificados induce la produccion de IFNy en CMC de individuos que estuvieron infectados con
P. falciparum (Hviid et al, 1990). Las CMC de casi todos los pacientes de infeccién primaria
previa con P. falciparum proliferaron de manera significativa en respuesta a los exoantigenos.
Los linfocitos ¥&" fueron la poblacién de respuesta principal a estos exoantigenos y de manera
secundaria los CD8". La expansion de linfocitos af” y CD4" fue minima, aunque hubo una
eXpresién importante del marcador CD69, y en menor proporcién del CD25. En el presente

estudio, los exoantigenos de etapas asexuales de P. vivax y P. falciparum indujeron respuestas
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proliferativas analogas. Por lo menos en el caso de uno de los exdantigenos (30kDade P. vivax y
31 kDa de P. falciparum), se ha comprobado la existencia de epitopes homélogos que enlazan
anticuerpos naturales (Ramsey ef al, en prensa). Aunque no se encontraron diferencias
significativas en la magnitud de la respuesta proliferativa asexual-especifica con ambas especies
de Plasmodium, si hubo diferencias cualitativas en esa respuesta. Si bien no existen reportes
comparando la respuesta a antigenos de P. vivax y P. falciparum, se ha encontrado que
exoantigenos de P. falciparum y P. berghei inducen la proliferacién de células de bazo y de
médula ésea murinas y la produccién de IFNy en cultivos de 5§ dias in vitro, asi como la
expansién de células CD3". Los exoantigenos de diferentes especies inducen una proliferacion
“significativa y la liberacién de citocinas tipo Thl en células murinas independientemente de la
exposicion previa y sin especificidad de especie (Bordmann ef al, 1997). Estos datos apoyan la
hipdtesis de que hay epitopes comunes conservados entra las diversas especies de Plasmodium a
nivel de estas moléculas.

Los antigenos asexuales sonicados y los exoantigenos asexuales homdlogos de P. vivax
iﬁduj_eron una respuesta proliferativa analoga en los pacientes que tuvieron una sela o muiltiples
infecciones previas. En los pacientes con una infeccion, €l perfil de expresion de fenotipos fue
similar con ambos tipos de antigeno, aunque los antigenos sonicados indujeron una mayor
expresion del marcador CD25. En los pacientes con infecciones multiples, los antigenos
asexuales sonicados indujeron una mayor proliferacion de linfocitos af” y CD8" que los
exoantigenos, mientras que los exoantigenos indujeron una mayor proporcion de la expresion del
marcador CD69. En pacientes de infeccién primaria previa con P. falciparum, la respuesta
proliferativa asexual-especifica fue mayor con antigenos sonicados que con exoantigenos y el
analisis de fenotipos de las CMC que proliferaron a estos antigenos revelé que los antigenos
totales indujeron una mayor proliferacion de linfocitos v&" y CD25" que los exoantigenos,
mientras que los exoantigenos homélogos indujeron una mayor proliferacién de linfocitos o™,
Estos datos estan indicando una posible asociacién entre la expresion del marcador CD25 y el
estimulo con antigenos asexuales sonicados en pacientes de infeccion primaria tanto de P. vivax y
P. falciparum, asi como una asociacion positiva entre la expresién del marcador CD69 y el
estimulo con exoantigenos en pacientes primarios y secundarios de P. vivax. Estas diferencias
podrian deberse a la cantidad y la calidad de las proteinas que conforman los dos tipos de

antigeno. Los antigenos sonicados constituyen una mezcla de las proteinas totales del parésito,
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proteinas constitutivas y estructurales, mientras que los exoantigenos derivados de estas ctapas
comprenden una mezcla de nueve proteinas de P. vivax y quince de P. falciparum y son proteinas
solubles, secretadas al medio, lo que estaria implicando probablemente, tal como se discutird mas
adelante, la participacion de mecanismos diferentes de procesamiento y presentacién entre ellos.
En pacientes de P. vivax, tanto como en los de P. falciparum, los antigenos sonicados
principalmente, pero también los exoantigenos, indujeron la expresion del marcador de activacién
CD25 (IL-2ra). Este es un marcador de activacion innata de linfocitos T, ya que se expresa
principalmente en pacientes con infecciones primarias. Su participacion indica que la respuesta a
los antigenos asexuales sonicados requiere de IL-2. Elloso et al (1996) reportaron que mas del
95% de los linfocitos ¥8” después de 7 dias en cultivo expresaron el receptor de IL-2 (CD25) y
qué anticuerpos monoclonales contra este inhiben la proliferacién de linfocitos y8" estimuladas
con antigenos asexuales de P. falciparum. Los datos presentes apoyan la hipdtesis que los
linfocitos requieren de dos sefiales para activarse, la primera dada por el reconocimiento del
antigeno, y la segunda por citocinas que actuan a través del receptor de IL-2. Al parecer, la
expresion del marcador CD69 es mas importante en la respuesta a los exoantigenos, ya que se
expreso principalmente en pacientes primarios de P. falciparum y en pacientes secundarios de P.
vivax estimuladas con ese tipo de antigeno. El marcador CD69 esta presente en linfocitos T
activados y en células NK, y es un marcador de activacién primaria. Se expresa a las pocas horas
de estimulacién con mitégeno, participa en la transduccion de sefiales para la activacion y
proliferacion celular, y en la iniciacién de las funciones citotéxicas de los linfocitos y8" (Cranston

et al, 1997).

La respuesta de memoria a los gametocitos

Los gametocitos y las etapas asexuales comparten proteinas constitutivas y metabdlicas,
aunque los gametocitos expresan proteinas que no estan presentes en las etapas asexuales. En el
presente estudio, se ha utilizado la etapa asexual eritrocitica como control para los gametocitos,
dado que previamente fueron caracterizadas las proteinas que tienen en comun, y las que tienen
solamente los gametocitos (Ramsey et al, en prensa). Good et al (1987) reportaron que clonas de
linfocitos T que reaccionan conira los gametos de P. falciparum también reaccionaron con
esquizontes, pero no con eritrocitos no infectados en CMC de donadores no palidicos. 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 proporcién
en CMC de donadores no paludicos, lo que estaria apoyando la idea de que ambas etapas del
parasito tienen antigenos comunes. La respuesta proliferativa a los gametocitos en este estudio
siempre fue significativamente mayor a la de los antigenos asexuales,

El conocimiento sobre la respuesta inmune contra los gametocitos de Plasmodium es
escaso en comparacién con lo que se sabe acerca de la respuesta a las etapas asexuales del
parasito. Debido a la carencia de conocimientos acerca del papel que desempefia la inmunidad
celular en el bloqueo de ia transmisioén de Plasmodium, y a que se desconoce ademas cual es el
mecanismo de modulacién de los gametocitos en la circulaci6n, aunado a las dificultades técnicas
y metodoldgicas para la obtencion de gametocitos puros, ha dado paso a que las estrategias
actuales para el desarrollo de vacunas bloqueadoras de la transmisién no contemplen las etapas
sexuales intraeritrociticas residentes en la circulacién del huésped humano. |

En este trabajo, los gametocitos sonicados estimularon de forma etapa-especifica la
proliferacién de linfocitos en pacientes de infeccion primaria previa y de infecciones miltiples
con P. vivax, y de infeccién primaria previa con P. falciparum. En lds pacientes con una sola
infeccién previa con P. inax, los linfocitos que tenian menos de 8 afios postinfeccién
proliferaron especificamente contra los gametocitos sonicados. De igual manefa, los linfocitos de
la mayoria de los pacientes con infecciones multiples proliferaron de manera especifica al ser
estimuladas con gametocitos sohicados, hasta después de 11 afios postinfeccion, a diferencia de
los antigenos asexuales. Los linfocitos v8* proliferaron principalmente en respuesta a los
gametocitos sonicados, tanto en pacientes con una sola como con multiples infecciones previas.
En ambos grupos de pacientes, hubo una expresién importante de ambos marcadores de
activacién, CD25 y CD69. Ademas de los linfocitos y8*, las CMC de infeccién primaria que
proliferaron especificamente fueron CD3”™ y CD8’. Sin embargo, después de miiltiples
infecciones los linfocitos af” y CD4" proliferaron de manera secundaria. Esta diferencia puede
estar indicando que después de una sola infeccién, los linfocitos v&" y CD8" citotdxicos
constituyen la primera linea de defensa contra el parasito, mientras que los linfocitos v8* y en
menor grado los linfocitos of* y CD4™ de memotia, estarfan contribuyendo a la eliminacién de
los gametocitos después de mmiltiples infecciones. A su vez, las CMC de la mayoria de los
pacientes de infeccion primaria previa debida a P. falciparum, proliferaron de manera especifica

en respuesta a los gametocitos sonicados. La poblacién de linfocitos y8*, de nuevo, fue la que
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proliferé principalmente. Ademas fue significativa la expansién de linfocitos af’, CD8", CD4"y
CD3". Las respuestas proliferativas estimuladas por los gametocitos sonicados de P. vivax y P.
falciparum fueron analogas: con ambas especies, la proliferacion de linfocitos y8*, CD3*, CDS§",
y de los marcadores de activacién CD25 y CD69 fue similar. Los gametocitos de P. falciparum
indujeron mayor proliferacion proporcionalmente de los linfocitos af’ y CD4" que sus
homdlogos de P. vivax. | |

Estos resultados coinciden con lo reportado por Riley et af (1990) en donde CMC de
pacientes de infeccion previa con P. falciparum proliferaron en respuesta a gametocitos lisados,
ademas de producir IFNy. Estos autores detectaron anticuerpos circulantes contra los antigenos
de gametocitos; pero no encontraron una asociacion enfre las respuestas serologicas, la
proliferaciénzy la produccién de IFNy. En el presente estudio no hubo expansién de linfocitos
CD21%, evidenciando la falta de correlacién entre el anticuerpo presente y las poblaciones
estimuladas especificamente con antigenos totales de gametocitos. Sin embargo, y en contraste
con el presente estudio, se detectd la expansién de linfocitos CD4™ con CMC aislados de
donadores no palidicos estimulados con gametocitos enteros de P. falciparum (Goodier y
Targett, 1997). Esa proliferaciéon de linfocitos naive podria ser el resultado de la calidad del
antigeno wutilizado (lisado por métodos que no sea sonicacidén resulta muy distinto), o de una
.incompatibilidad del sistema presentador.

Como se ha sefialado previamente, los exoantigenos pertenecen a la tnica clase de
proteinas secretadas por el pardsito intraeritrocitico. Muchas de estas proteinas han sido
identificadas como moléculas clave, involucradas en procesos metabodlicos y en la estimulacién
de la respuesta humoral y celular contra el parasito (Jakobsen, 1995). Estudios usando
gxoantigenos asexuales en pacienteé inmunes han demostrado su capacidad de inducir
proliferacion de linfocitos y produccién de IFNy (Jakobsen et al, 1991; Riley et al, 1991) y la
induccién de TNFa. por los macrofagos (Luty ef al, 1994; Kristensen y Jakobsen, 1996). Antes
de este trabajo no existian reportes de la presencia de exoantigenos especificos de gametocitos
(Ramsey et al, en prensa), ni de la respuesta inmune contra estos en pacientes ya expuestos a la
infeccién, Los exoantigenos de entre 50 y 100 kDa, especificos de gametocitos, estimularon
 respuestas proliferativas etapa-especificas en CMC de pacientes con una sola y también con
multiples infecciones previas de P. vivax y P. falciparum. Las CMC de la mayoria de los

pacientes que tuvieron una sola infeccién previa con P. vivax proliferaron de manera especifica a
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estos antigenos, siendo el limite de esa memoria cerca de ocho afios. Solo se ha investigado dos
pacientes con infecciones multiples con 5 y 6 afios previos, y los linfocitos de solo uno de ellos
proliferé de manera significativa. La respuesta proliferativa de pacientes con multiples retos no
fue diferente respecto a los pacientes con una sola infeccion. Sin embargo, el nimero de
pacientes con infecciones multiples fue demasiado reducido para concluir sobre la regulacion de
estas poblaciones celulares. La memoria contra los exoantigenos de P. vivax debe desarrollarse
durante la infeccién primaria, pero esta memoria es dependiente de la rapidez del diagnéstico del
paciente (tiempo del desarrollo de gametocitogénesis) y del tratamiento terapéutico (tiempo de
presencia de los gametocitos en la circulacién), es decir el reto total, inclusive en infecciones
miiltiples. El andlisis de fenotipos de los linfocitos procedentes de esos pacientes reveld que los
linfocitos y8" proliferaron mayoritariamente en respuesta a esos antigenos. Hubo mayor
proliferacion de'estas células en los pacientes con infecciones multiples, lo que estaria indicando
la expansién de linfocitos y8° de memoria con mayor reto parasitario. En ambos grupos de
pacientes, hubo una expresidn importante de los marcadores de activacion CD25 y CD69. En los
pacientes primarios no hubo expansién significativa de linfocitos en respuesta a estos antigenos,
mientras que en pacientes de infecciones multiples hubo una proliferacion significativa de
linfocitos CD3".

La mayoria de pacientes de infeccion primaria por P. falciparum proliferaron de manera
significativa en respuesta a los exoantigenos de 50 a 100 kDa de gametocitos. Del mismo modo
que los pacientes con P. vivax, los linfocitos y8" proliferaron mayoritariamente al estimulo con
exoantigenos con una expansién significativa también de células CD3” CD8", y una expresidn
importante de los marcadores CD25 y CD69. Los exoantigenos de gametocitos estimularon una
respuesta proliferativa analoga en pacientes con una sola infeccién previa con P, vivax o con P,
Sfalciparum, y el analisis de fenotipos revelé que los exoantigenos de P. falciparum indujeron una’
mayor proliferacién de linfocitos 5%, CD3, CD8", CD25" y CD69" con respecto a sus
homologos de P. vivax. Los exoantigenos representan la unica fuente estimulatoria natural de
gametocitos para células presentadoras, debido a que el parésito no expresa otros antigenos del
gametocito en la membrana externa del eritrocito. Es notable que la respuesta contra estos
antigenos en ambas especies fue casi completamente de linfocitos 8" con una respuesta minima

de linfocitos CD4".
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Estimulando con proteinas de gametocitos, el perfil de expresion de fenotipos varid
dependiendo de la naturaleza de presentacion del antigeno (sonicado o exoantigenos). Las CMC
de pacientes primarios estimuladas con gametocitos sonicados de P. vivax indujeron una mayor
proliferacién de linfocitos 78", CD3*, CD8’, CD25" y CD69", en comparacién con los
exoantigenos homodlogos. Sin embargo, en los pacientes de muiltiples infecciones, los gametocitos
sonicados indujeron mayor expansién de linfocitos aff’, CD4", CD25" y CD69" en comparacién
con los exoantigenos. La proliferacién de linfocitos y8* fue similar en los dos grupos de
pacientes. De forma similar, en las CMC de pacientes de infeccidn primaria con P. falciparum,
los gametocitos sonicados estimularon una mayor proliferacién de linfocitos af” y CD4”™ en
comparacién con los exoantigenos homélogos. El hecho de que los linfocitos y8” y los CD8” se
expanden principalmente en pacientes de una sola infeccion estaria indicando de nuevo que estas
células constituyen la primera linea de defensa contra los gametocitos, mientras que los linfocitos
af’ y CD4" que se expanden de manera significativa, aunque secundaria, en pacientes que
tuvieron multiples infecciones, estarian contribuyendo de manera adicional a la defensa contra el
parasito. Las diferencias en el perfil de expresion de fenotipos en respuesta a los gametocitos
sonicados y a los exoantigenos podrian deberse a la cantidad y a las caracteristicas particulares de
los dos tipos de antigenos. Los gametocitos sonicados resultaron ser mas inmunogénicos, pero
hay que considerar que estos constituyen una mezcla de las proteinas totales del paréasito,
mientras que los exoantigenos solo son una mezcla de si?te proteinas para el caso de P. vivax y de
diecinueve para P. falciparum; aunado a esto, y tal como se discutira mas adelante, la naturaleza
misma de los dos tipos de antigenos, por un lado proteinas constitutivas y por el otro proteinas
solubles, involucran mecanismos de procesamiento y presentacion diferentes, lo que estaria
permitiendo la activacién diferencial de las poblaciones de linfocitos que responden a estos
antigenos,

En el presente trabajo las proporciones de las diferentes poblaciones linfociticas basales
(af”, ¥8*, CD3*, CD4", CD8") antes del estimulo con el antigeno, fueron iguales entre los
pacientes palidicos y los controles no infectados, tanto en pacientes de infeccion primaria con P,
vivax o P. falciparum como de infecciones multiples con P. vivax. Esto puede ser debido al
tiempo transcurrido después de la infeccidn, los pacientes que estuvieron infectados con P.
falciparum tuvieron la infeccion entre 7 y 22 meses previos, mientras que los de una sola

infeccién previa con P. vivax entre 0.25 y 8 afios previos y los de infecciones multiples entre 5 a
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6 afios previos. Ademas es importanté mencionar que en uno de los pacientes de infeccién
primaria con P. vivax que tenia solamente tres meses postinfeccién hubo proporcionalmente mas
linfocitos Y8y CD4" asi como un mayor porcentaje de expresion de los marcadores de activacién
CD25" y CD69" en comparacidn con los otros pacientes que tenian un mayor tiempo
postinfeccién. Lo anterior estaria indicando que a tres meses de la infeccion agnda aun hay aitos
niveles de estas poblaciones celulares en la circulacién que aun estan activados por los antigenos
de Plasmodium y que a medida que transcurre el tiempo postinfeccion van regresando a los
niveles basales. A este respecto se ha reportado que durante por fo menos en la fase aguda de la
infeccidn hay expansion de linfocitos yS* en pacientes infectados con P. falciparum o con P.
vivax y que estas células continian expandiéndose durante los dos meses posteriores a la

infeccion (Schwartz ef af, 1996, Hensmann y Kwiatkowski, 2001).

Antigenos sonicados vs. exoantigenos para la respuesta celular

La respuesta principal contra los antigenos totales y secretados de las etapas asexuales y
los gametocitos fue la expansion de poblacibnes de linfocitos yﬁf y esta fue independiente de la
frecuencia del reto (una o miltiples infecciones previas). Un resumen de la duracidn de esta
memoria v de las poblaciones celulares secundarias que responden de manera predominante a

estos antigenos se encuentra en la siguiente tabla:

Etapas asexuales Gametocitos
Especie Antigeno l infeccion | >1 infeccidn | 1 infeccion | >1 infeccion
~ sonicado 8 <12 afios 11 afios > 8 afios < 11 afios
CD8, CD4 CDg, af3 CD8, CD3 CD4, ap
P. vivax exoantigenos 8 afios 6 aiios < 8 afios 6 afios
CD8 CD3
< 2 aftos <2 afios
sonicado CD38 CDg, CD4,
P. falciparum CD3, of
exoantigenos <2 afios < 2 afios
CD38 CD8§, CD3
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Es preciso sefialar que las diferencias principales en las respuestas accesorias al estimulo
con gametocitos o con antigenos asexuales se dan entre pacientes con una o multiples
infeccionés. Los gametocitos' sonicados inducen la expansién de linfocitos CD8” y CD3" en
pacientes de infeccién primaria mientras que en infecciones miltiples predomina una respuesta
de linfocitos CD4™ y of’. Mientfas que los antigenos asexuales inducen una expansion
importante de linfocitos CD8" en ambos grupos de pacientes, sin embargo, en pacientes primarios
también se activan los CD4" y con infecciones multiples los linfocitos of”.

Es notable que los exoantigenos asexuales inducen la proliferacién de los linfocitos CD8"
en infecciones primarias, mientras que en infecciones mﬁltiples. no esta asociada otra poblacion
ademas de las y8". De igual manera los exoantigenos de gametocitos no activan a otras
poblaciones celulares en pacientes de una sola infeccion, mientras que en infecciones multiples
hay activacién de células CD3". La duracién de la respuesta de memoria contra los exoantigenos
de gametocitos o asexuales fue menor que con los antigenos fotales, sin embargo la memoria
contra los antigenos asexuales prevalece por mayor tiempo que la de los gametocitos, esto podria
deberse a que durante la infeccién los parasitos asexuales estdn més tiempo en contacto con el
sistema inmune del huésped. La poblacidn de linfocitos CD8' fue la que se expandi6
principalmente al estimulo con antigenos asexuales totales y secretados de P. falciparum.
Mientras que con gametocitos, ademas de los CD8", también se expandieron células CD3", los
gametocitos sonicados, a diferencia de los exoantigenos, indujeroﬁ ademas la expansion de
linfocitos ap”y CD4™.

Para entender las diferencias en la respuesta proliferativa entre los antigenos totales y los
exoantigenos, de etapas asexuales o de gametocitos, es necesario considerar la naturaleza de los
dos tipos de antigeno. Por un lado, los antigenos sonicados son proteinas estructurales y
constitutivas en vias de traduccidon y formacion de estructura terciaria, mientras que los
exoantigenos son proteinas secretadas y de forma conformacional final al medio extracelular. La
via clésica de presentacion de antigenos de origen extracelular involucra la asociacién con
moléculas del MCH clase II (Weenink y Gautam, 1997; Mukherjee ef a/, 2001). Sin embargo, se
ha reportado que proteinas extracelulares solubles pueden ser presentadas en asociacion con el
MHC clase I desencadenando una respuesta de linfocitos CD8". Estas proteinas pueden entrar a

la célula mediante macropinocitosis, llegando al citosol para asociarse con la via de
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procesamiento convencional de antigenos endogénos en asociacién con moléculas del MHC clase
I, induciendo una respuesta citotdxica contra proteinas de patogenos y células tumorales
(Norbury et af, 1995; Harding, 1996; Nakanishi et af, 2000). Se ha sugerido que esta es una via
de procesamiento no convencional, diferente a la via clasica, 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 presentacion,
que no son dependientes de los compartimentos, las proteinas o los mecanismos que son
necesarios en la via clasica, incluyendo el reticulo endoplasmico, los transportadores (TAP)‘y los
proteosomas. Se ha reportado que los macrofagos, y en menor proporcion las células dendriticas,
presentan estos mecanismos alternos de procesamiento, pero no se descarta que otros tipos
celulares también los tengan (Harding, 1996). Sin duda, el procesamiento del antigeno y otras
respuestas del sistema inmune son activadas o inhibidas por los componentes de los
microorganismos en beneficio del patdgeno (Ramachandra et a/, 1999). Se han descrito linfocitos
v8" que son estimulados con péptidos restringidas al MHC- I en humanos y en ratones (Kuhnlein
et al, 1994; Holt, 1995), o al MHC- II (Kaufmann, 1996; Zanni et af, 1997; Lindberg ef «l,
1999). Anticuerpos monoclonales anti-TCR inhiben la activacidn y proliferacion de linfocitos y8"
indicando que hay interacciones especificas entre el TCR y la célula blanco (Dielii ez al, 2000).
Sin embargo, hay también evidencia creciente que indica que estas células pueden activarse
independientemente del mecanismo de procesamiento y presentacion del antigeno, sin restriccion
al MHC (Salerno y Dieli, 1998; Guehler et al, 1999; Wang y Malkovsky, 2000; Cady et al,
2000). En ¢l presente trabajo, los antigenos totales sonicados, tanto de etapas asexuales como de
gametocitos, indujeron una mayor respuesta proliferativa y un mayor porcentaje de expresion de
fenotipos que los exoantigenos homdlogos. Si bien debe influtr el hecho de que los antigenos
totales contenian un mayor numero de proteinas que los exoantigenos, también se puede
especular que los antigenos totales y los exoantigenos estarian siendo procesados y presentados
por vias diferentes. Esta diferencia hubiera favorecido la activacion de distintas poblaciones
celulares o de la misma poblacion pero en diferente proporcion. En este trabajo, no existen
evidencias que permitan determinar si los linfocitos y8" estdn o no restringidos al MHC,

Como yva se ha hecho mencién anteriormente, bajo las condiciones experimentales
empleadas en el presente estudio las CMC de los controles no palidicos, procedentes de la misma

grea geografica que los pacientes que estuvieron infectados, no proliferaron al ser estimuladas
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con los antigenos tanto sonicados como exoantigenos de etapas asexuales o de gametocitos de P.
vivax o de P. falciparum. Esto es contradictorio a lo que se ha reportado previamente empieando
parasitos lisados de etapas asexuales (Goodier ef al, 1995; Dick et al, 1996) o sobrenadantes de
cultivo de esfos (Pichyangkul et al, 1997) o bien con gametocitos (Goodier y Targett, 1997).
Estas diferencias pueden deberse a la cepa del parasito empleada, a la naturaleza del antigeno o a

las diferentes condiciones experimentales.

Respuesta proIiférativa en etapa aguda de la infeccion.

La respuesta proliferativa de las CMC de pacientes en etapa aguda de la infeccion
primaria y secundaria con P. vivax a mitogenos como Con A y LPS fue menor que en los
controles no infectados. Estos resultados confirman otros datos previos que sefialan una .
inmunosupresion en pacientes palddicos durante 1a etapa aguda de la infeccion. Al parecer, este
fendmeno no es dependiente de la respuesta innata o adquirida. Asimismo, la respuesta a la Con
- Ay LPS en CMC provenientes de pacientes febriles no paludicos es menor que en el control no
febril. Alves et al (1992) reportaron una baja capacidad de proliferacion de linfocitos
provenientes de pacientes infectados con P. vivax y P. falciparum en etapa aguda en respuesta a
la estimulacion con Fitohemaglutinina A (PHA) comparandola con los controles no infectados.
Sugieren que esta baja respuesta esta asociada con una produccion deficiente de IL-1 por parte
de los monocitos y macrofagos, ya que si se agrega IL-1 recombinante a los cultivos de linfocitos
se restaura parcialmente la capacidad de proliferacion de estas células. Sin embargo, el hecho de
no poder recobrar esta capacidad al 100% sugiere que otros factores también estdn participando
en la activacion de estas células.

En el presente trabajo, se decidié emplear dos controles positivos de proliferacion celular,
en primer lugar la Con A que es un mitdgeno de linfocitos T (Onah et @/, 2000; De Luna ef af,
1999), y con la que se obtuvieron unos indices muy altos a las pocas horas de estimulacién. No
detectammos respuestas proliferativas positivas a la PHA, otro mitégeno de linfocitos T
cominmente empleado en ensayos de proliferacién celular con céluias de humano, a pesar de
que se probaron diversas concentraciones (0.5 a 20 pg/ml) y tiempos de incubacién (12 a 120 b,
Saito et al, 2001; Godot et al, 2000; Wolday et al, 2000). Se decidié emplear ademas, los LPS,
que son activadores policlonales de linfocitos B y macrofagos (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 contenian la maquinaria celular requerida para responder adecuadamente
a la presentacion de los antigenos.
A pesar de los bajos indices de estimulacion en respuesta al mitdgeno y a los LPS, se

-encontrd que las CMC de pacientes en etapa aguda fueron capaces de responder a Ios antigenos
sonicados de P. vivax de forma especifica. La respuesta proliferativa de las CMC de infeccion
primaria al antigeno asexual fue significativa solo en uno de dos pacientes. La diferencia entre
ambds pacientes primarios fue el lugar de procedencia, ya que los dos pertenecen al mismo
género y grupo de edad y tenian un porcentaje similar de parasitemia y gametocitemia al
momento de la toma de muestra. En los dos pacientes con infeccion secundaria, la respuesta
proliferativa contra los antigenos asexuales fue especifica y significativa. Ya que se cuenta con la
confirmacién de que los linfocitos en etapa aguda no son anérgicos, y para tener informacion
sobre la respuesta a los antigenos asexuales seria necesario contar con mayor nimero de
pacientes tanto de infeccidn primaria y de multiples infecciones previas.

| La respuesta proliferativa gametocito-especifica 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 infeccién 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 antigenos especificos del gametocito, como en el
caso de pacientes con multiples infecciones previas con P. vivax,' los linfocitos proliferan de
forma significativa y espebiﬁca 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 especifica al antigeno de
P. vivax, aunque en minima proporcion. Esta capacidad de respuesta se acentua principalmente
en las CMC de multiples infecciones estimuladas con gametocitos, lo que estaria sugiriendo un
potencial de respuesta a una memoria adquirida contra los antigenos de gametocitos que no estd
deprimido por la infeccidon aguda. Estudios previos han reportado que en infecciones agudas
* causadas por P. falciparum y P. vivax las CMC son anérgicas al mitégeno y a antigenos
 asexuales (Riley et al, 1989; Ho et al, 1994; Rzepzyck et al, 1996). El presente es el primer
estudio que demuestra que esta inmunosupresion no es generalizada y que puede ser dependiente
de la memoria y del reto antigenico. Aunque no se conoce el mecanismo exacto de esta
inmunosupresion, se ha sugerido la participacién de anticuerpos linfocitotoxicos (Riley et af,

1990), asi como un incremento en las poblaciones de linfocitos T CD8" y la activacién
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defectuosa de linfocitos T cooperadores (Ho er al, 1990). En la presente investigacién, no
determinamos el perfil de fenotipos de las CMC de etapa aguda que proliferaron en respuesta a
los antigenos de P. vivax, debido a que no contamos con la cantidad de células requeridas para
estos experimentos. En otros estudios, la falta de proliferacion de CMC de P. falciparum durante
la etapa aguda ha sido asociado con un defecto en la produccién de IL-2 (Ho et al, 1988; Lucas et
al, 1996). Hay evidencia de la activacién 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 proliferacion 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 proliferacién y produccién de IL-2 e IL-4 (Rzpczyk ef al,
1996); evidencia congruente con la alta resf)uesta proliferativa de las CMC a 4 semanas después
~de la infeccién primaria observada en el presente estudio. Considerando lo anterior, se ha
sugerido que las respuestas tipo Th2 estan subreguladas durante la infeccién aguda (Ho et al,
1994) y que parte de la inmunosupresion es debida 2 la apoptosis de ciertos tipos celulares
(linfocitos T, macréfagos y linfocitos B) que ocurre en el bazo durante este periodo de la
infeccion (Helmby ez af, 2000).

Los linfocitos T ¥8" en la respuesta anti-Plasmodium.

En el presente trabajo, la poblacién de linfocitos y8™ fue la que proliferé principalmente
en respuesta contra los antigenos de Plasmodium. Si bien ya existian reportes de la participacién
de estas células en respuesta a antigenos asexuales de Plasmodium, no se conocia el papel de
estas en respuesta a los gametocitos y a los exoantigenos derivados de los mismos. El trabajo de
Goodier y Targett (1997) demostré que los gametocitos de P. falciparum activan a linfocitos
CD4", pero no a linfocitos 8" en CMC de donadores no paliidicos, Cabe recordar que en el
presente estudio, los linfocitos de ninguno de los controles no-palidicos proliferaron en respuesta
a estos antigenos,

No pudimos identificar si las poblaciones de linfocitos y8" que responden a los antigenos
de Plasmodium expresan el correceptor CD4 o CDS, para ello seria necesario hacer estudios
posteriores. Hubo un alto porcentaje de expresién de los marcadores de activacién CD25 (IL-Zr)
y CD69 (marcador primario de activacién), lo que sugiere que los linfocitos y8" expresan ambos

marcadores en respuesta al parasito y a las proteinas secretadas por este (exoantigenos). Hay
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reportes de poblaciones linfoides 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 minima proliferacién de éstas poblaciones celulares en
respuesta a los antigenos de Plasmodium, en comparacidén con los linfocitos v8*, nos lleva a
pensar que estos Ultimos estan expresando principalmente los marcadores de activacion. Existen
reportes de que los linfocitos v8" humanos ekpresan el. marcador CD69 y el CD25 al ser
estimuladas con antigenos de Mycobacteria (Wesh et al, 1997), y se sabe que CMC de pacientes
en etapa aguda de la infeccidn con P. falciparum expresan el marcador CD25 (Worku et al, 1997)
lo que apoya nuestros resultados. '

‘La expresion del marcador CD25 en respuesta a los antigenos de Plasmodium estaria
indicando la dependencia de IL-2 en este proceso. A este respecto, s ha reportado que en CMC
de donadores no palidicos, los linfocitos y8° que se expanden en respuesta a lisados de P.
Sfalciparum requieren de IL-2 y de 1L-15, ambas citocinas se unen a IL-2rf e IL-2ry. Estas dos
citocinas incrementan la capacidad de los linfocitos y8" para inhibir Ia replicacién del parasito
(Elloso et al, 1998). Waterfall et a/ (1998) encontraron que la proliferacién in vitro de linfocitos
¥8" en respuesta a esquizontes y sobrenadantes de cultivo de estos, se incrementa si se agrega IL-
2, y la activacién de linfocitos 8" en ratones infectados con P. yoelii es también dependiente de
IL-2 (Haque et al, 2001). Los linfocitos v8" que proliferan en respuesta a Mycobacteria
requieren de IL-2 e IL-15 y en menor proporcion de IL-4, IL-7 ¢ IL-12, y ademas es preciso que
linfocitos CD4" estén activados con componentes no peptidicos fosforilados (Wesh ef al, 1997).
Estos resultados sugieren que los linfocitos &' que responden a los antigenos de Plasmodium,
requieren de dos sefiales para activarse, la primera dada por el reconocimiento al antigeno y la
segunda por citocinas que actian a través del IL-2r y que los linfocitos CD4" podrian estar
proviendo en parte, las citocinas necesarias para la activacion. |

Existen reportes que sefialan 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 adhesién VCAM-1, VLA-4 ¢ ICAM-1 (Leca et al, 1995;
Behr-Perst ef al, 1999). En el presente trabajo no hay evidencia de que los antigenos de
Plasmodium induzcan la expresion o la activacién de linfocitos y8" a través del marcador CD2
(receptor de LFA-3). Este marcador esta presente en timocitos y linfocitos T maduros y participa

en la transducién de sefiales que conllevan a la activacion de linfocitos T, ademas de que
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participa en la adhesién celular (Wang ef al, 1999; Tangye et al, 2000). Sin embargo,
encontramos que ni los antigenos sonicados ni los exoantigenos de ambas especies de
Plasmodium inducen su expresion. Del mismo modo, estos antigenos tampoco inducen la
expres/ic')n del marcador CD21, que es el receptor de la molécula C3 del complemento, y se
expresa en linfocitos B activados, participando en la activacion de estos, junto con las proteinas
CD19/CD81 que forman un complejo de activacion co-accesoria con el receptor de linfocitos B.
Esta secuencia permite que bajas concentraciones de antigeno induzcan una méxima activacion
de estas células (Zabel y Weis, 2001). La falta de expresién de este marcador para ambos tipos de
antigeno estarfa indicando la falta de respuesta humoral a los antigenos asexuales y gametocitos
tanto sonicados como exoantigenos de Plasmodium que se emplearon bajo las condiciones de
estimulacién en este trabajo. |

El procesamiento y la presentacion de antigenos de Plasmodium por parte de los
linfocitos v¥8" no se conocen todavia. Se ha reportado que los linfocitos y8* que re.sponden a los
antigenos de Plasmodium son restringidas al MHC-II, debido a que anticuerpos conira esta
molécula inhiben la proliferacién de linfocitos y5* (Goodier ef al, 1992). Por el contrario, Jones et
al (1996) reportaron que la proliferacién de linfocitos Vy9" en CMC de donadores no palidicos
estimuladas con sobrenadantes de cultivo de esquizontes se inhibe por anticuerpos anti MHC
clase 1 y clase II. La inhibicién por anticuerpos anti MHC-II se revierte con IL-2 exogena,
mientras que la inhibicién 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 activacion. Se ha reportado que un antigeno foéforilado presente en
esquiZontes, resistente a proteasas (como los exoantigenos), estimula directamente a los linfocitos
v5%, lo que apoya la hip6tesis del reconocimiento de moléculas no peptidicas de una manera
parecida a las inmunoglobulinas (Pichyangkul ef a/, 1997).

Los mecanismos de accion para los linfocitos ¥8" que se conocen hasta el momento en
donadores no paludicos implican la activaciéon de estas c€lulas con mitégenos o con antigenos de
P. falciparum, ademds inhiben el crecimiento de las etapas asexuales del pardsito in vitro; los
linfocitos of* activados no lo hacen. Los linfocitos o™ y y8* producen IFNy, TNFo y TNFB/LT
y expresan moléculas citoliticas 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 activacion de los linfocitos y8" precede a las af” por varias horas o dias,
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lo que estaria sugiriendo que los linfocitos y5* desempefian un papel determinante en la
eliminacion de los parasitos y en la regulacion de las respuestas tempranas contra la infeccidn con
Plasmodium (Troye-Blomberg ef al, 1999). In vitro, se han encontrado interacciones entre
linfocitos aB” y y8 en respuesta al parasito en donadores de 9 meses postinfeccién con P.
falciparum, los linfocitos que proliferaron fueron Vy9*. A tiempos largos de cultivo, solo
proliferan estas células si se cultivan ademas con linfocitos aff” que se retan previamente con
antigenos de Plasmodium (Roussilhon et al, 1994). Se ha reportado que la maxima proliferacion
de linfocitos v3* ocurre después de la maxima proliferacién de linfocitos aff”. Si se eliminan los
linfocitos CD4" antes de la estimulacién con el antigeno se reduce la proliferacion de linfocitos
vd". En cultivos depletados' de linfocitos CD4", los linfocitos y8* solo proliferan en presencia de
IL-2, IL-4 o IL-15, y anticuerpos contra las subunidades o y [ del receptor de IL-2 inhiben Ia
proliferacién de estos. Estos datos sugieren que la proliferacién de linfocitos y8* depende de la
presencia de linfocitos af'CD4", ademas de citocinas que actiian a través del IL-2r (Elloso et al,
1996). Hensmann y Kwiatkowski (2001) reportaron que durante la fase aguda de la infeccién 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 produccién de TNFa e IFNy en las
pﬁmeras etapas. Después de una semana, cuando ya hay desechos derivados de la lisis de
parasitos, se activa también la poblacién de linfocitos ap”. Sugieren ademas que las interacciones
célula-célula son esenciales para la activacién y que los eritrocitos enteros parasitados son
mejores inductores de esta respuesta que los antigenos lisados.

En el presente estudio a pesar de las diferencias cuantitativas entre la respuesta a los
gametocitos y los antigenos de etapas asexuales de Plasmodium, ambos tipos de antigenos
totales, al igual que los exoantigenos derivados de estos, activaron principalmente a los linfocitos
v8". Bsta activacion ocurri6 en linfocitos después de infecciones unicas y multiples. Estas células
que tienen funciones citotdxicas, podrian estar produciendo citocinas inflamatorias contribuyendo
a la eliminacién del parasito ademés de la patologia de la enfermedad. Estos linfocitos y&"
expresan los marcadores de activacion CD25 y CD69 lo que indica que requieren de IL-2 y/o de
citocinas que actian a través de este receptor. No detectamos activacién significativa de
linfocitos CD4 " contra antigenos asexuales o gametocitos tal como se ha reportado previamente.

La activacién de CMC en este estudio fue con un sistema homologo contra antigenos peptidicos
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de Plasmodium, tanto sonicados como exoantigenos, sugiriendo que se activan con el
reconocimiento directo al antigeno. Despueés de una sola infeccién, los linfocitos y8* y linfocitos
CDS§" citotéxicos constituyen la primera linea de defensa contra el parasito, mientras que
linfocitos af* y CD4™ de memoria, ademas de los linfocitos y8°, estarian contribuyendo a la
climinacién del parasito en el sistema de infecciones multiples, con calidad de respuesta
adquirida.

Los exoantigenos de P. vivax y P. falciparum estimulan a los linfocitos y8" en pacientes
después de una o multiples infecciones, tal como lo hacen los antigenos lisados. No solo son
producidos por las etapas asexuales, como ya se ha reportado previamente (Jakobsen, 1995), sino
otras moléculas secretadas estan producidas unicamente por los gametocitos (Ramsey ef al, en
prensa). En esta investigacion 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 infeccidn,
comparandolos con los de infecciones nmiltiples. Los exoantigenos 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
macréfagos y monocitos (Kharazmi et al, 1987), asi como también que estimulan la produccién
de citocinas inflamatorias (Jakobsen, 1995). Participan en la invasion del parasito al eritrocito,
ademas se les ha conferido un papel importante como mecanismos de evasion inmune, evitando
la eliminacién del parasito mediada por fagocitosis. Algunos otros exoantigenos participan en la
secrecion de proteasas. Antes de este trabajo, no se tenian antecedentes de que estas proteinas
solubles activaran a linfocitos v8" en pacientes de infecciones previas. El hecho que estas
proteinas estimulen respuestas proliferativas an&logas en ambas especies de Plasmodium, habla
de que podrian estar conservados enire las diversas especies de Plasmodium y compartiendo
epitopes comunes. Si bien se tuvo un escaso nimero de pacientes de multiples infecciones, se
encontrd que en estos pacientes hubo una mayor respuesta proliferativa de linfocitos v§* que en
los pacientes de una sola infeccion. Esto indica que la respuesta de memoria contra estos
exoantigenos aumenta con la experiencia. La memoria contra los exoantigenos debe desarrollarse
durante la infeccion primaria, pero es dependiente del tiempo postinfeccién, inclusive en
infecciones muiltiples. Para tener informacidén concluyente al respecto, es preciso estudiar un
mayor nimeto de pacientes. El hecho de que los exoantigenos, 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 vacunacion con exoantigenos podria proporcionar un
medio de proteccion contra los efectos clinicos de la enfermedad generando una inmunidad anti-
enfermedad mediante la reduccion en la produccion de citocinas inflamatorias. Sin embargo, para
tal fin seria necesario que estos exoantigenos tengan la habilidad de generar memoria, tal como
nuestros resultados lo sugieren, y que no generen una respuesta inflamatoria patoldgica. Seria
necesario hacer una caracterizacién de estas proteinas y seleccionar aquellas que resultan mas
inmunogénicas, determinando ademaés sin son capaces de generar memoria inmune,

La respuesta de los linfocitos y8" contra las ctapas asexuales de Plasmodium y contra los
exoantigenos derivados de estas, permite contemplar la posibilidad de desarrollar una vacuna
multivalente, por un lado dirigida contra ectapas asexuales, basicamente con funciones
antiparasiticas, que permita inhibir la replicacion del parésito previniendo por un lado la entrada
del merozoito a los eritrocitos o bien eliminando al pardsito dentro del eritrocito. Ademas, la
respuesta inmune contra proteinas gametocitarias y contra los exoantigenos derivados de estas
etapas, sugiere la posibilidad de desarrollar estrategias que permitan la eliminacién o la
regulacion de los gametocitos directamente en la circulacién del huésped, disminuyendo con esto
la carga gametocitaria al momento de que el mosquito ingiere la comida de sangre, bloqueando
asi la transmision del parés{to. La inmunidad contra Plasmodium se desarrolla como resultado de
una exposicidn prolongada al parasito y depende de la memoria inmunoldgica. Mecanismos
humorales y celulares contribuyen a esta inmunidad. Las células clave en ¢l reconocimiento y
regulacion de las respuestas inmunes son los linfocitos T. La inmunidad se adquiere cuando estos
linfocitos reconocen antigenos relevantes del parasito y regulan la actividad de los macréfagos y
linfocitos B, pero también actiian directamente como células citotdxicas en las células infectadas
a través de la produccion de citocinas. Hay muchos mecanismos efectores contra el parasito, y la
proteccion puede ser mediada por diversos mecanismos de acuerdo al grado de exposicién al
parasito y el patrén de transmisién de la enfermedad. Linfocitos a8 "CD4” y CD8" controlan las
etapas intraeritrociticas, mientras que linfocitos y8* estarian inhibiendo la replicacién del
parasito, aunque el papel preciso de estas no se conoce todavia.

A su vez, el parasito interfiere contra esa inmunidad: la induccién de una respuesta
inmune a macromoléculas se evita ya que el parasito vive dentro del eritrocito la mayor parte del
ciclo y la reaccién hacia otras moléculas se evita mimetizando moléculas del huésped. Se evade

la respuesta inmune mediante los exoantigenos, el reconocimiento inmune es obstaculizado por la
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diversidad antigénica de la poblacién de parasitos. La regulacion inmune es ademas obstaculizada
por la supresién inmune caracterizada por una disminucién profunda, mecanismos inmunes
cfectores en higado y bazo se evitan mediante el secuesiro de parésitos maduros al endotelio
vascular. La relacién entre el sistema inmune y el parsito gobierna la sintomatologia, 1&

patologia, v el desarrollo de la inmunidad a la enfermedad (Theander, 1992).

8. CONCLUSIONES

Este estudio confirma que las proteinas de gametocitos de P. falciparum pueden estimular
la activacion y la proliferacion de linfocitos, y por primera vez demuestra que las de P. vivax
pueden realizar esta accién. También se demostré que los gametocitos totales de las dos
principaleé especies del paludismo, P. falciparum y P. viva.x,l estimulan la activaciéon y
proliferacion de linfocitos T v8', de forma especifica e independiente de la frecuencia del reto
(con una o multiples infecciones previas). A su vez, de manera secundaria, los gametocitos de
ambas especies estimulan la proliferacién de linfocitos CD&" y CD3"en pacientes de una sola
infeccién. Igualmente por primera vez se demuestra que los exoantigenos secretados
especificamente por los gametocitos de ambas especies de Plasmodium estimulan principalmente
la proliferacién de linfocitos ¥8” en pacientes con una o miltiples infecciones previas,

En relacién a las etapas asexuales de P. vivax, se demostré que la respuesta inmune a las
proteinas totales o a los exoantigenos es andloga a la de P. falciparum, aunque de menor
amplitud. Las proteinas totales y los exoantigenos de las etapas eritrociticas del parasito
estimulan una respuesta primaria de linfocitos y8", seguida de la expansic')h de linfocitos CD§".
Los antigenos asexuales totales inducen en pacientes de infeccidn primaria previa una leve
respuesta de linfocitos CD4", mientras qué en infecciones multiples se afiade una respuesta de
linfocitos ap”.

En este trabajo se demostré que durante la etapa aguda de la infeccidén con P. vivax, hay
una inmunosupresién de los linfocitos, demostrado por la falta de proliferacién 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 infeccién son capaces de activarse y proliferar de manera
especifica a los antigenos asexuales y a los gametocitos sonicados, demostrando una falta de
anergia.

Bajo las condiciones de incubacion de las CMC en este estudio y en contraste a lo
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reportado, los antigenos totales y exoantigenos de ambas especies de Plasmodium, no indujeron
la activacion y proliferacion de linfocitos en CMC de los controles no palidicos. Ademds no se
detectd [a activacion de linfocitos B en respuesta a ninguno de los antigenos de Plasmodium tanto
en CMC de los controles como de los pacientes infectados. De igual forma, los antigenos de
Plasmodium 1o indujeron la expresién del marcador CD2, indicando que esta molécula no es co-
accesoria en la activacion inducida por estos antigenos. De manera importante, las CMC fueron
activadas en respuesta a proteinas sonicadas y a exoantigenos de Plasmodium con la expresion de
los marcadores de activacién CD25 y CD69. La expresion del pi'imer marcador se induce
principalmente con las proteinas sonicadas.

Los linfocitos y8" podrian estar contribuyendo a la eliminacién del pafésito, y ala
patologia de la enfermedad, por medio de mecanismos citotéxicos y/o a la produccién de
citocinas inflamatorias. La activacion con las proteinas de Plasmodium parece requerir de IL-2
y/o de ofras citocinas que actian a través de este receptor. Las proteinas totales y los
exoantigenos indujeron respuestas anélogaé en ambas especies de Plasmodium, sugiriendo que

los antigenos dominantes podrian tener epitopes conservados que son comunes entre especies.
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