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RESUMEN SUMMARY

Se planteé identificar antigenos que pudieran Here we studied the presence of antigens
ser reconocidos por los anticuerpos IgG, e IgG,, descritos  recognized by IgG, and IgG, antibodies, thought as
como protectores en la infeccién malarica, en personas con  protective, in patients with adequate clinical response
respuesta clinica adecuada (RCA) o falla al tratamiento (FT) (RCA) or treatment failure (FT), living in areas of different
antimalarico, provenientes de localidades con diferentes grados ~ degrees of endemicity. Immunoblotting was evaluated from
de endemicidad. Se evaluaron por Immunoblotting muestras de serum samples of individuals from three locations in the
sueros de individuos provenientes de tres localidades del Edo. State Amazonas (Venezuela): Puerto Ayacucho (Atures),
Amazonas (Venezuela): Puerto Ayacucho (Atures), San Juande  San Juan de Manapiare (Manapiare) and Pantanal (Alto
Manapiare (Manapiare) y Platanal (Alto Orinoco). La reactividad  Orinoco). The reactivity of I9G, IgG, and IgG, against
de IgG, 1gG, e IgG, frente a componentes antigénicos del  antigenic components of the extract of P. falciparum (FCB,)
extracto de P. falciparum (FCB,), permitio identificar un mayor  jdentified a greater number of specific molecules in patients
numero de moléculas especificas en los pacientes con RCAque  with RCA in patients with AFT. The frequency of recognition
en los pacientes con FT. La frecuencia de reconocimiento de  of polypeptides was low in all three locations, with some
polipéptidos fue baja en las tres localidades, algunas moléculas  molecules having a recognition rate of greater than or equal
con una frecuencia de reconocimiento igual o mayor al 20%  to 20% sera of individuals belonging to the towns of Puerto
pertenecian a sueros de individuos de las localidades de Puerto Ayacucho and Platanal, both with cases of P. falciparum.
Ayacucho y Platanal, ambas con exposicion permanente a P. Given the recognition of polypeptides by IgG, IgG, and IgG,
falciparum. Dado el reconocimiento de polipéptidos por I9G,  in sera of patients with RCA, they could be considered as
IgG, e IgG, en sueros de pacientes con RCA, estos podrian ser  possible targets for relevant protective immune responses
considerados como posibles blancos relevantes de la respuesta  that contribute to malaria treatment. This would contribute
inmunoldgica protectora que coadyuven con el tratamiento {6 the development and design of more effective vaccines

antimalarico. Esto contribuiria al desarrollo y disefio de vacunas  that prevent malaria infection and/or enhance the efficacy of
mas efectivas, que prevengan la infeccion malarica y/o potencien  chemotherapy.

la eficacia a la quimioterapia.
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Antigenos de Plasmodium falciparum, blancos de la respuesta humoral

INTRODUCCION

La respuesta inmunoldgica en malaria es
compleja y especifica para cada estadio del parasito. El
desarrollo de inmunidad protectiva puede ser lento y se
evidencia sélo después que el individuo ha sido expuesto
a infecciones repetidas a través de los afios (Bull &
Marsh, 2002). Esto puede reflejar infecciones sucesivas
por diferentes aislados del parasito expresando variantes
antigénicas y/o clones (Riggione ef al., 1996; Hommel
& Gilles, 1998; Greenwood, 1999) y a la existencia de
mecanismos de evasion de la respuesta inmunoldgica
(Good & Doolan, 1999; Nascutiu, 2002). La inmunidad
contra el estadio eritrocitico de Plasmodium falciparum
esta asociada con anticuerpos protectores de ciertas clases
y subclases (Taylor et al., 1998; Garraud et al., 2003). Hay
evidencias del papel de la inmunoglobulina G (IgG) en la
proteccion contra la malaria, especificamente los isotipos
IgG, e IgG, son considerados citofilicos y protectores
contra infecciones por P, falciparum (Aucan et al., 2000;
Garraud et al., 2003). A pesar de que los anticuerpos son
esenciales en la inmunidad, niveles elevados de IgG contra
un amplio rango de antigenos de estadios sanguineos de
P, falciparum han mostrado ser pobres en la proteccion
clinica (Ferreira et al., 1998; Ndungu et al., 2002). Sin
embargo, algunos antigenos de los estadios asexuales
sanguineos de P, falciparum inducen, preferencialmente,
anticuerpos citofilicos. Uno de ellos el MSP-1 (merozoite
surface protein-1) que se asocia con larespuesta de IgG, e
IgG,, mientras que el MSP-2 esta restringido al estimulo
de la sintesis de IgG, (Ferreira et al., 1998; Aubouy et
al., 2007). Se ha encontrado que individuos con malaria
aguda por P. falciparum y con inmunoglobulinas IgG
anti-RESA (Ring-inffected erithrocytes) o anti-GLURP
(Glutamate-rich protein) respondieron efectivamente al
tratamiento antimalarico, soportando la hipétesis de que
la inmunidad adquirida aumenta la eficacia clinica de la
terapia con drogas (Mayxay et al., 2001; Enevold ef al.,
2007). El propésito de este trabajo fue evaluar el patron
de la respuesta de anticuerpos citofilicos antimalaricos
¢ identificar antigenos de P. falciparum con potencial
valor protectivo, en base al grado de endemicidad en
areas malaricas del estado Amazonas y al reconocimiento
diferencial a la quimioterapia con cloroquina.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El trabajo fue realizado en 3 municipios del
estado Amazonas, Venezuela, con diferentes patrones
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de endemicidad a la malaria: 1. En Atures, en la
poblacién de Puerto Ayacucho, considerada como una
region hipoendémica. 2. Manapiare, en la poblacion
de San Juan de Manapiare donde ocurrié un brote
epidémico por P. falciparum a finales del afio 2000.
En esta region el muestreo se llevd a cabo después de
haberse aplicado las medidas de control antivectorial.
3. En el Alto Orinoco, en la poblacion de Platanal,
donde la transmision de la malaria es hiperendémica y
estable con predominio de parasitemias bajas (Marcano
et al., 2004).

Poblacion estudiada

Se evaluaron sueros de pacientes sintomaticos,
con infeccion por P. falciparum que habitaban en las
comunidades endémicas (San Juan de Manapiare, n=20,
edad de 2-66 afios; Puerto Ayacucho, n=12, rango de
edad de 8-44 afios; Platanal, n=10 edad de 7-50 afos),
divididos en dos grupos de acuerdo a su respuesta al
esquema de tratamiento con cloroquina establecido
en Venezuela hasta diciembre del afio 2002 (OMS/
OPS, 1998). Un grupo con respuesta clinica adecuada
al tratamiento (RCA) y un grupo con falla terapéutica
(FT). Los rangos de parasitemia fueron: San Juan de
Manapiare de 500 a 7680 parasitos/uL de sangre (X=
1409); Puerto Ayacucho de 576 a 57692 parasitos/uL
de sangre (X= 11351) y Platanal < 500 parasitos/uL de
sangre.

En San Juan de Manapiare se encontrd que
el 93 % presentd RCA, en Puerto Ayacucho el 100%
presentd FT y en Platanal el 70% presentdo RCA y el
30% FT.

También se incluydé como grupo control,
personas sin infeccion ni antecedentes malaricos
(determinado por diagnoéstico parasitologico),
procedentes de Caracas y habitantes de Puerto Ayacucho.

Fuente de antigeno

El antigeno utilizado consistié de un
extracto crudo de globulos rojos parasitados con P,
Jalciparum (GRP) cepa FCB, (sensible a la cloroquina),
mantenido en cultivo “in vitro” segiin la metodologia
de Trager & Jensen (1976). Los parasitos fueron
concentrados mediante gradiente de Percoll al 90%
(Kramer et al., 1982; Rivadeneira et al., 1983) y
tratados con una solucion de lisis (1 mM de PMSEF,
1 mM de lodoacetamida, 1 mM de EDTA y SDS 5%
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(p/v) y se centrifugoé a 21000 g a 4°C por 10 min,
utilizando el sobrenadante como fuente de antigeno
(Patarroyo & Lopez, 2002). La concentracion de
proteinas se determiné mediante el método de acido
bincinconinico (Smith ef al., 1985). Se incluy6 como
control, un extracto de gldbulos rojos sanos (GRS),
correspondiente al mismo lote utilizado en el cultivo
de P, falciparum, a una concentracion de 35 pg en total
para absorber las reacciones especificas del GRS.

Immunoblotting

El patrén de la respuesta de anticuerpos
antimalaricos y la identificacion de los antigenos
de P. falciparum con potencial valor protectivo se
evalué mediante la técnica de inmunodeteccion de
polipéptidos con los sueros de pacientes tratados
con cloroquina (Towbin ef al., 1979). Las muestras
fueron analizadas frente a un mismo lote de antigeno
y los mismos controles negativos y positivos. El
extracto crudo de P. falciparum fue separado por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en
condiciones disociantes y reductoras (Laemmli, 1970),
transferido a papel de nitrocelulosa y bloqueado con
leche descremada al 5% (p/v) en PBS-Tween-20. El
marcador de peso molecular utilizado fue el mismo en
todos los ensayos. Luego, el papel fue cortado en tiras
de 2 mm e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente
con los sueros humanos a una dilucion de 1:100 para la
deteccion de IgG y 1:50 para IgG, e IgG,. Los sueros
humanos fueron previamente incubados con 35 ug en
total de globulos rojos sanos por 1 hora, debido a que
los sueros reconocen a componentes moleculares de
globulos rojos sanos. Después se lavaron las tiras (3X)
con PBS Tween 20 y se incubaron con el anticuerpo
antihumano marcado con peroxidasa, IgG dilucion
de 1:20.000 (Sigma, St. Louis, MO, A-0170), 1gG,
dilucion 1:1500 (The binding site, AP006), 1gG,
dilucion 1:2000 (The binding site, AP00S). Las
reacciones fueron reveladas con solucion de Luminol
(Amersham Life Sciences, UK) y expuestas a una placa
fotografica (ECL-Hyperfilm).

Analisis de datos

La determinacion de los pesos moleculares de
los polipéptidos se realizo mediante el software Kodak
Digital Science™. Para determinar la frecuencia de
reconocimiento de los diferentes polipéptidos por las
inmunoglobulinas se utilizé el método estadistico de
frecuencia relativa porcentual (Camel, 1972).
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Consideraciones éticas

Las muestras evaluadas en el estudio se
tomaron previo consentimiento informado y antes de
iniciar el tratamiento.

RESULTADOS

Patron de reconocimiento de componentes
polipeptidicos de P. falciparum por las clases y
subclases de inmuoglobulinas (IgG, IgG, e IgG,) de
sueros de pacientes provenientes de las localidades de
Puerto Ayacucho, San Juan de Manapiare y Platanal.

Puerto Ayacucho

El patron de reconocimiento de bandas
polipeptidicas especificas en el extracto de GRP por
IgG consistié de 80 polipéptidos con pesos moleculares
entre 11y 227 kDa, siendo losde 11, 12, 13, 15, 16, 25,
30,41, 46,53, 62,72,86,93 y 99 kDa (Fig. 1) los que
presentaron una frecuencia de reconocimiento > 20 %
(Tabla I). La IgG, reconoci6 44 polipéptidos entre 14
y 233 kDa. Los polipéptidos de 15, 43, 52, 58, 72, 97
y 113 kDa presentaron una frecuencia del 20 % (Tabla
I). LaIgG3 de los sueros de los pacientes reconocio 47
polipéptidos entre 13 y 118 kDa. Las moléculas de 15,
27,58, 66, 74 y 99 kDa presentaron una frecuencia >
20 % (Tabla I).

Fig. 1. Reconocimiento por Immunobloting de
polipéptidos de P. falciparum FCB, por IgG,
de sueros de pacientes, con FT, provenientes
de Puerto Ayacucho. cp= Control positivo cn=
control negativo cc= Control de conjugado FT=
Falla terapéutica.
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Tabla I. Moléculas polipeptidicas de P. falciparum segin su peso molecular, reconocidas por IgG, IgG, e
IgG, de sueros de pacientes provenientes de tres localidades del estado Amazonas, Venezuela y segtin
su respuesta al tratamiento (FT y RCA).

>20 % >10 %
PA SJM P FT RCA
1" 48 93 1 48 93 1 48 93 1" 48 93 1 48 93
12 49 97 12 49 97 12 49 97 12 49 97 12 49 97
13 50 98 13 50 98 13 50 98 13 50 98 13 50 98
14 52 99 14 52 99 14 52 99 14 52 99 14 52 99
15 53 100 15 53 100 15 53 100 15 53 100 15 53 100
16 55 115 16 55 115 16 55 115 16 55 115 16 55 115
25 61 17 25 61 17 25 61 17 25 61 17 25 61 117
30 62 122 30 62 122 30 62 122 30 62 122 30 62 122

'G 38 64 124 38 64 124 38 64 124 38 64 124 38 64 124
41 66 127 41 66 127 41 66 127 41 66 127 41 66 127
42 69 130 42 69 130 42 69 130 42 69 130 42 69 130
43 72 131 43 72 131 43 72 131 43 72 131 43 72 131
44 77 137 44 77 137 44 77 137 44 77 137 44 77 137
45 78 138 45 78 138 45 78 138 45 78 138 45 78 138
46 80 144 46 80 144 46 80 144 46 80 144 46 80 144
47 86 153 47 86 153 47 86 153 47 86 153 47 86 153
15 72 114 15 72 114 15 72 114 15 72 114 15 72 114
19 73 116 19 73 116 19 73 116 19 73 116 19 73 116
20 78 119 20 78 119 20 78 119 20 78 119 20 78 119
43 88 121 43 88 121 43 88 121 43 88 121 43 88 121
ey 46 97 122 46 97 122 46 97 122 46 97 122 46 97 122

47 98 123 47 98 123 47 98 123 47 98 123 47 98 123
52 99 125 52 99 125 52 99 125 52 99 125 52 99 125
56 101 136 56 101 136 56 101 136 56 101 136 56 101 136
58 110 144 58 110 140 58 110 140 58 110 140 58 110 140
64 113 64 113 64 113 64 113 64 113
15 35 66 15 35 66 15 35 66 15 35 66 15 35 66
21 41 74 21 41 74 21 41 74 21 41 74 21 41 74
1gG3 24 48 93 24 48 93 24 48 93 24 48 93 24 48 93
27 58 99 27 58 99 27 58 99 27 58 99 27 58 99
34 34 34 34 34

PA: Puerto Ayacucho; SIM: San Juan de Manaoiare; P: Platanal. FT: Falla Terapeutica; RCA: Respuesta Clinica Adecuada al tratamiento.
Nota: Los niimeros en negrilla indican las moléculas especificas reconocidas por los pacientes.
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Fig. 2. Reconocimiento por Inmunobloting de
polipéptidos de P. falciparum FCB, por IgG, de
sueros de pacientes, con RCA, provenientes de
San Juan de Manapiare. cp= Control positivo, cn=
control negativo, cc= Control de conjugado.
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Fig. 3. Reconocimiento por Inmunoblotting de
polipéptidos de P. falciparum FCB, por IgG, de
sueros de pacientes, con RCA 6 FT, provenientes
de Platanal. cp= Control positivo, cn= control
negativo, cc= Control de conjugado, F.T= Falla
terapéutica, RCA= Respuesta Clinica Adecuada.
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San Juan de Manapiare

El patrén de reconocimiento en el extracto
de GRP por IgG consistié de 81 bandas polipeptidicas
especificas con pesos moleculares entre 11 y 222 kDa,
siendo los de 23, 35,37,42,46,47,53,57,61, 62,68, 69,
78,90, 116 y 148 kDa los que presentaron una frecuencia
de reconocimiento > 10 % (Fig. 2). Las moléculas de
47y 78 kDa presentaron frecuencias > 20 % (Tabla I).
IgG, reconoci6 61 polipéptidos entre 17y 176 kDa. Los
polipéptidos de 24, 40, 55, 58, 63, 64, 72, 78, 85, 98,
100, 105, 110, 114, 119, 123, 125, 139, 140 y 176 kDa,
presentaron una frecuencia > 10%, s6lo la molécula de
78 kDa tuvo una frecuencia de reconocimiento > 20%
(Tabla I). IgG, de los sueros de los pacientes reconocio
61 polipéptidos entre 15 y 150 kDa. Las moléculas de
23,28,40, 89, 116, 128, 129, 134 y 138 kDa presentaron
una frecuencia >10%, ninguna molécula presentd un
reconocimiento > 20% (Tabla I).

Platanal

El patron de reconocimiento de bandas
polipeptidicas especificas en el extracto de GRP por IgG
consistid de 48 polipéptidos con pesos moleculares entre
17 y 145 kDa, siendo los de 41, 42, 45, 48, 49, 50, 52,
64, 66, 78, 93, 122, 137, 138 y 144 kDa (Fig. 3) los que
presentaron una frecuencia de reconocimiento > 20%
(Tabla I). IgG, reconoci6 31 polipéptidos entre 15y 139
kDa. Los polipéptidos de 15, 19, 56, 73, 98,99, 101, 121 y
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122 kDa presentaron una frecuencia >20 % (Tabla I). IgG,
de los sueros de los pacientes reconocio 34 polipéptidos
entre 14 y 245 kDa. Las moléculas de 24,27, 34 y 35 kDa
presentaron una frecuencia >20% (Tabla I).

No se encontraron antigenos con frecuencias
de reconocimiento iguales o mayores a 20% que
estuviesen presentes en las tres localidades evaluadas.
Soélo dos moléculas fueron reonocidas por los sueros
provenientes de las comunidades de Puerto Ayacucho
y Platanal con una frecuencia de reconocimiento
igual o mayor a 20% y correspondieron a los pesos
moleculares 41 y 93 kDa (Tabla I).

Patron de reconocimiento de componentes
polipeptidicos de P. falciparum por las clases y
subclases de inmuoglobulinas (IgG, IgG, e IgG,)
de sueros de pacientes con diferentes respuestas al
tratamiento con cloroquina.

Se identificaron varios antigenos asociados
a la respuesta clinica adecuada (RCA) y a la falla
terapéutica (FT) al tratamiento con cloroquina.

En pacientes con respuesta clinica adecuada

La IgG de los sueros de pacientes reconocio
21 polipéptidos especificos con pesos moleculares entre
14y 153 kDa. La IgG, reacciond con 15 polipéptidos
especificos de pesos moleculares entre 20 y 140 kDa.
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La IgG, reconocio6 4 polipéptidos especificos de 21, 24,
48 y 93 kDa. Solo se reportaron aquellos polipéptidos
cuya frecuencia de reconocimiento en todos los casos
fue mayor al 10% (Tabla II).

En pacientes con falla terapéutica

En los sueros de pacientes con falla terapéutica
a la cloroquina se encontrd que las inmunoglobulinas
reconocieron un nimero menor de polipéptidos. La
IgG reacciond con 4 polipéptidos especificos con pesos
moleculares entre 11 y 44 kDa. La IgG, reacciond
con 2 polipéptidos especificos de pesos moleculares
46 y 77 kDa. La IgG, reconoci6 so6lo 1 polipéptido
especifico de 41kDa. Al igual que los pacientes con
RCA sélo se tomaron en cuenta aquellos polipéptidos
cuyo reconocimiento fue igual o superior al 10%. En
ambos grupos de pacientes (FT y RCA) se observd
un mayor numero de antigenos reconocidos por las
inmunoglobulinas IgG e IgG, con respecto a IgG,
(TablaI). En algunos casos se observo reconocimiento
de algunos polipéptidos de GRS por los anticuerpos
presentes en los sueros controles negativos (sin
episodios malaricos previos), provenientes de las areas
endémicas.

Las moléculas de 11, 38, 41 y 46 kDa fueron
reconocidas solo en el grupo con falla terapéutica. El
polipéptido de 38 kDa present6 la mayor frecuencia
de reconocimiento (27,27%). Esta molécula resultd
especifica del parasito al no ser reconocida en el
extracto de glébulos rojos sanos utilizado como
control.

Los antigenos de importancia en este estudio
son los especificos del glébulo rojo parasitado con
P. falciparum, es decir que no estan presentes en el
globulo rojo sano utilizado como control. El patron
de reconocimiento de componentes antigénicos de
P. falciparum por inmunoglobulinas de sueros de
personas con RCA o FT, mediante Immunoblotting se
muestra en las Fig. 1,2y 3.

DISCUSION

Esta investigacion es una de las primeras
realizadas en el pais enfocadas a identificar antigenos
blancos de la respuesta inmunitaria humoral protectiva
en la infeccion malarica, que pudieran participar
como coadyuvantes en la respuesta al tratamiento
y que ademas pudieran asociarse con el grado de
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endemicidad en las diferentes localidades del foco
malarico meridional de Venezuela. Aunque la falla
terapéutica es multifactorial y depende de la biologia
del parasito, presencia de genes de resistencia,
constitucion genética de la poblacion, estacionalidad
de la transmision, del metabolismo y absorcion de
la droga (Wellems & Plowe, 2001). También se ha
determinado que una respuesta inmunitaria protectora
preexistente, es uno de los factores fundamentales
en la eficacia de la terapia antimalarica (White,
2004). De acuerdo a las regiones evaluadas del Edo.
Amazonas, resulta interesante que en este estudio
se encontraron diferencias en el patron y frecuencia
de reconocimiento de polipéptidos en el extracto
antigénico de una cepa de referencia internacional
por las diferentes inmunoglobulinas presentes en los
sueros de los pacientes segtin su proveniencia. Dichas
diferencias podrian ser explicadas entre otros factores,
por las condiciones epidemioldgicas de estas areas, la
constitucion genética de la poblacion y por la presencia
de diferentes aislados de plasmodios circulando en
cada una de estas localidades (lo cual fue confirmado
por PCR y secuenciacion, datos no publicados). Con
respecto a las diferencias poblacionales entre las areas
de estudio, Puerto Ayacucho y San Juan de Manapiare
son poblaciones multiétnicas, mientras que la de
Platanal esta constituida principalmente por la etnia
Yanomami. Por otra parte, debido a sus condiciones de
vida, la poblacion de Platanal esta expuesta a un mayor
numero de picadas de anofelinos infectados, lo cual
aumenta la probabilidad de transmision de diferentes
aislados del parasito en comparacion con las otras dos
areas (Magris, 2004; Magris et al., 2007). No obstante,
otras investigaciones han revelado que la poblacion de
P, falciparum del Alto Orinoco tiene poca variabilidad
genética (Lasserson ef al., 1999; Tami-Hirsch, 1999)
En cuanto a las diferencias de la transmision malarica
que pudieran presentarse entre comunidades diferentes,
es importante mencionar que algunos autores
han planteado que hay variacion en los titulos de
anticuerpos contra P. falciparum de acuerdo con la
estacionalidad (Riggione ef al., 1996; Perraut et al.,
2000). Especificamente, en relacion al tipo de malaria
que se presenta en las zonas estudiadas, en las regiones
de Puerto Ayacucho y San Juan de Manapiare existe
una marcada estacionalidad por lo cual la transmision
maldrica no es constante. En Platanal la transmision
de paludismo es estable, ocurre durante todo el afio
debido a la alta pluviosidad en esa region, siendo
esta zona holoendémica o hiperendémica segun la
definicion de Bruce-Chwatt (1986). De acuerdo a
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esta clasificacion, los pobladores de regiones donde
ocurre una transmisiéon perenne desarrollan un
considerable grado de respuesta inmunitaria, lo que
conlleva a una reduccion de la prevalencia malarica
y de la morbilidad. Por otro lado, la region de Puerto
Ayacucho corresponderia a una zona hipoendémica,
ya que la transmision tiene una intensidad variable
de acuerdo a las circunstancias de la localidad.
Es importante resaltar que estas localidades no se
enmarcan estrictamente a las definiciones propuestas
por Bruce-Chwatt (1986) (Marcano et al., 2004).
Adicionalmente, es fundamental destacar que en la
localidad de San Juan de Manapiare se producen
circunstancias especiales que lo convierten en una zona
de transmision malarica inestable ya que el momento
de toma de las primeras muestras (2001), coincidio con
una situacion de epidemia por P, falciparum, inusual en
esa comunidad, puesto que hasta ese momento habia
venido predominando la infeccion por P. vivax. A partir
de esa epidemia se aplicaron medidas anti-vectoriales
y tratamiento a la poblacion infectada, lograndose
que la transmisioén permaneciera esporadica y con una
prevalencia muy baja. Este periodo correspondié con
la toma de las restantes muestras de sueros (Certad
et al., 2005). Esto contribuiria a explicar el hecho de
que la frecuencia de reconocimiento por IgG fuera
mayor en los casos de Platanal y Puerto Ayacucho en
comparacion con la de San Juan de Manapiare ya que
como se menciond anteriormente la adquisicion de
inmunidad toma afios, lo cual ocurre bajo un continuo
contacto con el parasito (Artavanis-Tsakonas et al. ,
2003). En algunos casos la respuesta inmunoldgica no
solo se relaciona a un efecto acumulativo asociado a
la exposicion, sino también a la edad de las personas.
En evaluaciones anteriores realizadas por nuestro
grupo con las muestras provenientes de San Juan de
Manapiare y Puerto Ayacucho, utilizando la técnica de
MABA (Noya & Alarcon de Noya, 1998), se encontro
que la frecuencia de seropositividad de IgG, fue
estadisticamente significativa en individuos mayores
de 12 afios (datos no publicados). Asi mismo, en esta
investigacion se encontraron diferencias en el patron
de respuesta inmunitaria de acuerdo a la respuesta
al tratamiento antimalarico. Un mayor nimero de
moléculas antigénicas fueron reconocidas por los
pacientes con RCA. Los polipéptidos de 114 -116, 123
- 125 kDa fueron reconocidos tanto por IgG como por
IgG , siendo los de 124y 125 kDa equivalentes al peso
molecular de la proteina serine repeat antigen (SERA).
Igualmente fueron reconocidos polipéptidos de 55-58
kDa que podrian ser equivalentes al fragmento de 56
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kDa de la proteina SERA que es conservado entre los
aislados y cepas de P. falciparum.

Diferentes estudios han descrito que la
inmunidad adquirida puede contribuir con la respuesta
terapéutica. En Gambia se encontré en un area de alta
prevalencia de resistencia a drogas que los anticuerpos
anti-MSP-1, estaban asociados con la mejoria clinica
y control de la parasitemia en nifios con malaria no
complicada que habian recibido tratamiento (Pinder
et al., 2006). En un estudio realizado en Tanzania se
encontrd que en niflos infectados con P. falciparum
y con respuesta al tratamiento antimalarico, la
prevalencia de anticuerpos IgG anti glutamate rich
protein (GLURP) G era significativamente mas elevada
que en el caso de los nifios con falla al tratamiento
(Enevold, 2007). Sin embargo, en este estudio las
frecuencias de reconocimiento de polipéptidos
especificos fueron bajas (aproximadamente 10%),
y el numero de antigenos con mayor frecuencia de
reactividad con las IgG, e IgG, presentes en los sueros
de los pacientes con RCA fue relativamente equivalente
a hallazgos anteriores del laboratorio en los cuales no
se encontrd una asociacion significativa entre pacientes
con RCA y los anticuerpos protectores 1gG, e IgG,
(Wide et al., 2004).

La frecuencia de reconocimiento >20%
de los componentes antigénicos de P. falciparum
(cepa FCB2), por las inmunoglobulinas asociadas a
proteccion (IgG, e IgG,), pareciera indicar o reafirmar
que la proteccion viene dada por la sumatoria de
mecanismos celulares y humorales contra distintos
antigenos y no contra un grupo reducido de moléculas.
Es decir, que la respuesta exitosa al tratamiento no s6lo
depende de la respuesta inmunolégica humoral sino
también de otras vias que involucran al TNF, 6xido
nitrico y otros radicales libres de manera de contribuir
a la eliminacién de este protozoario intracelular
(Hommel & Gilles, 1998).

En general, la cantidad de polipéptidos
reconocidos por IgG, fue menor, probablemente debido
a la baja avidez de este isotipo hacia los componentes
polipeptidicos presentes en el extracto crudo del
plasmodio utilizado (cepa FCB,), o a las diferencias
entre la composicion antigénica del aislado responsable
de la infeccion con respecto al antigeno utilizado en
el ensayo. Estos resultados podrian también estar
influenciados por el tiempo que transcurrié entre el
momento en que comenzo la infeccion, el diagnostico
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y la toma de la muestra de suero, dada la vida media
de estos anticuerpos (Nguer ef al., 1997).

En general, en esta investigacion se encontrd
un bajo numero de polipéptidos reconocidos por las
inmunoglobulinas evaluadas. Una posible explicacion
seria que la expresion de los antigenos malaricos
pudiera ser modulada por la variacion antigénica de
P. falciparum, por lo tanto dichos antigenos pueden
encontrarse en abundancia en algunas variantes y
ausentes en otras (Perraut ez al., 2000). Adicionalmente,
algunos de los antigenos con bajas frecuencias o
ausencia de reconocimiento por las Igs, podrian estar
formando complejos inmunes circulantes lo cual
impide su deteccion. Tal es el caso de un fragmento
de 11 kDa de PFMSPI, uno de los candidatos para
vacunas (Pizarro et al., 2002), de SERA o de EBA175
(Sam- Yellowe, 1993; Jhaveri et al., 1997; Sim, 1998).
También el bajo numero de polipéptidos reconocidos,
pudiera deberse a que algunas moléculas al ser tratadas
bajo condiciones reductoras y disociantes hayan
perdido su conformacién epitopica dejando de ser
reconocidas por los anticuerpos.

El reconocimiento inespecifico de algunas
moléculas tanto en el extracto de globulos rojos
parasitados como en el de globulos rojos sanos por
los diferentes isotipos de inmunoglobulinas de sueros
negativos sin episodios malaricos, se explicaria por
fenomenos de reactividad cruzada entre moléculas
similares a los antigenos de Plasmodium, presentes en
otros agentes patdgenos ¢ incluso entre los anofelinos
y los plasmodios, por eventos de autoinmunidad
cuya trascendencia es desconocida, ya que se ha
observado la presencia de anticuerpos antinucleares
en poblacion aparentemente sana (Tan et al., 1997,
Daniel-Ribeiro, 2000) o también por un mecanismo de
inmunidad innata que seria responsable de induccion
de anticuerpos anti-globulos rojos sanos (Stevenson &
Ridley, 2004), o la presencia de anticuerpos anti-banda
3 oxidada que aparece en los eritrocitos envejecidos y
garantizan su eliminacion a nivel esplénico (Arese et
al., 1991).

Las vacunas antimalaricas en estudio han
sido cuestionadas por el hecho de que la adquisicion
de inmunidad toma muchos afios (Noya et al., 1994;
Alonso et al. 2004; Bermudez et al., 2007; Lozano &
Patarroyo, 2007), lo cual se espera debido a un continuo
contacto con el parasito como ocurre en las areas holo
¢ hiperendémicas. Por otra parte, hay autores que
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sefialan que esta inmunidad es parcial (no estéril) y de
vida corta si el estimulo parasitario no esta presente
(Carvalho et al., 2002). Sin embargo, aun siendo asi,
si se indujera una inmunidad parcial que coadyuvara
con la quimioterapia, podria minimizarse el problema
creciente de la quimioresistencia.

Estos resultados permiten hacer algunas
inferencias acerca del patrén de inmunoglobulinas y
su posible participacion en la respuesta inmunitaria
protectiva en pacientes tratados con drogas
antimalaricas. Asimismo, es necesario ampliar estos
estudios tanto en relacion al nimero de pacientes
como el tipo de localidades, para confirmar si es solo
el factor endemicidad el que condiciona los diferentes
patrones de reconocimiento. Obviamente, es necesario
llevar a cabo investigaciones dirigidas a la busqueda
de antigenos que actiien como blancos de la respuesta
inmunitaria e identificar posibles candidatos que
no so6lo prevengan la infeccion sino también que
potencien el efecto de los medicamentos antimalaricos.
Estas estrategias metodologicas podrian permitir
identificar antigenos que, incluidos en una vacuna
multi-epitopica, induzcan una inmunidad parcial y
coadyuve con la eficacia del tratamiento antimalarico
para controlar la infeccion atin con parasitos resistentes
a la quimioterapia en uso.
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