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RESUMEN 

La malaria es un problema de salud a nivel mundial. En 

México el causante de la mayoria de los casos de paludismo (99.9%) 

es Plasmodium vivax, sin embargo, debido a las dificultades para 

la obtenci6n del ant1geno y cultivo del parásito, se ha limitado 

mucho el estudio de esta especie de Plasmodium. 

El objetivo de este trabajo fue aportar informaci6n en el 

aspecto de la caracterizaci6n antigénica de P. vivax, para ello se 

realizaron ensayos inmunol6gicos para conocer la respuesta inmune 

de pacientes y animales inmunes y se produjeron anticuerpos 

monoclonales contra el parásito. 

Por inmunoelectrotransferencia (IET), se analizó la respuesta 

inmune de un grupo de sueros de enfermos de paludismo (de 

Tapachula, Chiapas) a las prote1nas presentes en una mezcla de 

extractos del parásito. Mediante el método de inmunográficas y el 

análisis estad1stico de estos resultados, se pudo determinar que 

los ant1genos relevantes para el diagn6stico son los de PM 72, 31, 

19, 43, 97 y 93 kDa; mientras que las prote1nas que ayudan a hacer 

una caracterización antigénica del parásito son las anteriores más 

las de PM 170, 126, 87, 82, 39, 140, 131, 79, 48, 45, 34, 25, 152, 

20 y 17 kDa. 

Se determinó también la 

inmunizados con P. vivax y se 

encontrada en humanos. 

respuesta inmune de animales 

observ6 que fué similar a la 

Se produjeron anticuerpos monoclonales contra P. vivax. 
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Por inmunofluorescencia indirecta (IFI), estos anticuerpos 

reconcocieron antlgenos del parásito o de la superficie de 

eritrocito infectado. Varios de ellos identificaron diversas 

protelnas de aproximadamente 20, 40 y 80 kDa por el método de IET 

y algunos reaccionaron contra extracto del parásito por el método 

de ELISA de "punto". 

Esta informaci6n contribuye al conocimiento de la respuesta 

inmune que se despierta durante la infecci6n con P. vivax, contra 

estadios intraeritroclticos, y al conocimiento de los antlgenos 

reconocidos con mayor o menor frecuencia por el enfermo. 

se considera que el uso de éstos anticuerpos monoclonales 

puede ser útil para el estudio más detallado de antlgenos de P. 

vivax y para la implementaci6n de nuevos métodos diagn6sticos. 
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I N T R o D u e e I o N 

A pesar de que el paludismo es un problema importante de 

salud en nuestro pais, el estudio de P.vivax (especie de 

Plasmodium predominante en México) ha sido limitado, debido 

particularmente a las dificultades en la obtención del antigeno y 

a la ausencia de herramientas, tales como anticuerpos monoclonales 

y tecnologia de DNA recombinante, que permitan estudiar más 

detalladamente al parásito, conocer la respuesta inmune de los 

pacientes e identificar epitopes determinantes en la inducción de 

la respuesta inmune protectora. 

El estudio de la respuesta inmune de pacientes a antigenos de 

Plasmodium vivax ha sido poco estudiada. En nuestro pais no se 

han hecho determinaciones de proteinas del parásito reconocidas 

por anticuerpos presentes en los sueros de individuos infectados, 

como tampoco se han determinado los perfiles proteinicos de las 

cepas del parásito presentes en zonas endémicas de paludismo. El 

conocer los antigenos relevantes en la resp~esta inmune del 

paciente puede ayudar a identificar aquellas proteinas que 

induzcan un estado de protección adecuado y que sean por 

consiguiente blancos para el desarrollo de vacunas. 

Hasta ahora el método clásico de diagnóstico de paludismo ha 

sido el método de gota gruesa (91), que aunque tiene alta 

sensibilidad detecta hasta 10 parásitos por microlitro de 

sangre) y especificidad, no deja de ser sumamente tedioso y 

subjetivo. Por lo tanto, sigue siendo un gran reto desplazar este 
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método desarrollando metodologias que ayuden a avanzar en el campo 

del diagnóstico. 

En este trabajo nos · propusimos estudiar la composición 

antigénica de Plasmodium vivax, analizando la respuesta inmune 

detectable en sueros de pacientes y produciendo anticuerpos 

monoclonales útiles en la caracterización de estos antigenos y en 

el desarrollo de pruebas diagnósticas. 
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ANEXO # l. DIFERENTES ASPECTOS DE LA MALARIA. 

1) ANTECEDENTES. 

La malaria o paludismo, es una enfermedad parasitaria 

ocasionada por protozoarios del género Plasmodium, miembro del 

subphylum Apicomplexa. Existen más de 100 especies de Plasmodium 

capaces de infectar roedores, aves y primates (129). 

Cuatro especies de Plasmodium infectan al hombre: f'alciparum, 

vivax, malarie y ovale; las dos primeras son las de mayor 

importancia debido a su prevalencia, y a que uno de ellos, 

P. f'alciparum es el responsable del mayor nümero de muertes por 

paludismo (115). Los vectores de la malaria humana son mosquitos 

del género Anopheles. 

Esta enfermedad fue inicialmente descrita por Hipócrates, en 

1880 Laverán describió a su agente causal (90) y más tarde Ross 

definió el ciclo de vida del parásito (150). 

Se acusa al paludismo corno causa de la ca ida de muchas 

civilizaciones y la razón del fracaso de numerosas campaftas 

militares (95). En la antiguedad se creia que su fuente eran los 

vapores provenientes de los pantanos, y que se transmitía por la 

picadura de mosquitos; de alli su nombre de malaria o paludismo, 

que provienen del latin "mal aria" = malos aires o 11 palus11 = 

pantano (109). 

SITUACION MUNDIAL DE LA MALARIA. 

En las ültimas décadas la malaria resurgió a pesar de las 
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medidas de control adoptadas, realizando rociados de insecticidas 

y proporcionando quimioterapia y quimioprofilaxis con quinina y 

sus derivados. Las campafias intensivas de control, después de un 

éxito inicial, trajeron consigo el surgimiento de vectores 

resistentes a los insecticidas y de parásitos insensibles a la 

droga (176, 183). 

En las naciones subdesarrolladas localizadas en áreas 

tropicales y subtropicales, el paludismo alcanza proporciones 

epidémicas y de hecho es la enfermedad parasitaria tropical más 

importante que afecta al ser humano en la actualidad (157). En 

los paises del primer mundo, la malaria no es un problema de salud 

prioritario, sin embargo, debido a sus repercusiones económicas, 

constituye un tópico importante de investigación. 

Se estima que el 40% de la población mundial vive en áreas 

con riesgo de infección (6) y que anualmente se registran 

alrededor de 500 millones de casos en el mundo (157), de los 

cuales tan s6lo en Africa son fatales 2 millones de ellos (21). 

EL PALUDISMO EN MEXICO. 

En México, el paludismo representa un problema serio de 

salud, debido a su extensa distribución y número de casos, que en 

1985 Y 1986 llegaron a ser más de 130, 000. En los últimos tres 

afios, los estados de la República Mexicana que se han visto más 

afectados son, en orden descendente: oaxaca, Chiapas, Sinaloa, 

Guerrero, Michoacán, Campeche, Quintana Roo, Nayarit, Tabasco y 

Veracruz. En 1990 y 1991, se contabilizaron menos casos, es 

decir, 42,388 y 25,594 respectivamente (34, 35). La siguiente 

6 



grAfica ilustra la evolución que ha tenido en México la incidencia 

de la enfermedad en los últimos 9 años (35). 
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La mayoría de casos de malaria en México (99.9%) son 

ocasionados por P. vivax (33): de un total de 42, 388 casos de 

malaria en México en 1990 sólo 62 de ellos fueron ocasionados por 

P. falciparum. De ahi que se haya elegido esta especie en el 

presente estudio. 

II) CICLO DE VIDA DE Plasmodium. (Fig. 1) 

Plasmodium presenta un ciclo de vida complejo, ya que lleva a 

cabo 3 ciclos en el vertebrado y dos en el insecto. La infección 

en el humano se inicia con el piquete de la hembra Anopheles, la 
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Figura l • Ciclo de vida de Plasmodium vivax. 
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cual inyecta la forma infectante llamada esporozoito. En menos de 

una hora, el esporozo1to se introduce a las células hepáticas. 

Dentro de los hepatocitos ·se lleva a cabo una multiplicación 

asexual esquizogónica que requiere de un periodo de 6 a 21 dias; 

en el caso de P.vivax se estiman a dias para completar este ciclo 

( 153) . 

Cada esquizonte hepático produce un nümero variable de 

merozoitos, que van desde 2,000 en el caso de P.malarie (42), 

10,000 en P.vivax (19) y hasta 30,000 en P.Ealciparum (42). Los 

merozoitos liberados de la esquizogonia exoeritrocitica infectan 

a los glóbulos rojos, iniciando el ciclo eritroc1tico. 

Dentro del eritrocito, el parásito se multiplica 

asexualmente, madurando de trofozo1to joven o forma de anillo a 

trofozoito maduro, para luego dividirse por esquizogonia y formar 

de 10 a 20 merozoitos. cuando el eritrocito parasitado se rompe, 

los merozoitos son liberados e infectan nuevos hematies (109). 

Algunas formas asexuales de anillo no siguen esta 

multiplicación asexual, sino que se diferencian en formas sexuadas 

o de gametocitos intraeritroc1ticos masculinos o femeninos, los 

cuales son ingeridos por el mosquito en el momento en que succiona 

sangre. Estas formas del parásito se activan en el 

digestivo del vector, donde se lleva a cabo la fecundación 

aparato 

y el 

cigoto fertilizado se transforma en un ooquineto móvil que penetra 

la pared del intestino medio, donde forma un ooquiste, el cual 

sigue un proceso llamado esporogonia, que da lugar a la formación 

de 10,000 a 20,000 esporozoitos (129). Los esporozoitos emigran 

a las glándulas salivales del vector y se introducen con la saliva 
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en el torrente sanguineo del humano cuando el insecto se alimenta 

de su sangre. 

cuando los glóbulos 

liberan a la circulación 

rojos infectados se rompen, también 

productos tóxicos de deshecho del 

metabolismo de los parásitos. Estos productos ocasionan la fiebre 

y escalofrios, síntomas caracteristicos de esta enfermedad. 

Estos ciclos se llevan a cabo cada 48 horas para P. falciparum, 

P.vivax y P. ovale, y cada 72 horas para el caso de P.malarie. 

MALARIAS CON RECIDIVAS. 

La malaria ocasionada por P. falciparum y P. malarie no tiene 

recidivas (24), mientras que lo contrario se observa con P.vivax y 

P.ovale (155). Para explicar este fenómeno, se ha propuesto la 

existencia del hipnozoito (83), y se sugiere que las recurrencias 

de parasitemia son producidas por el desarrollo espontáneo de 

esquizontes, a partir de formas uninucleadas. Estas provienen de 

esporozoitos latentes en el hígado. El periodo de latencia varia 

con la subpoblación y se asegura que es una propiedad intrínseca 

del parásito que está bajo control genético (82, 83). 

CULTIVO DE Plasmodium. 

Se ha logrado el cultivo de P. falciparum en sus estadios 

intraeritrocíticos e intrahepáticos (98, 167), mientras que para 

P. vivax tan s6lo se ha podido completar el ciclo hepático (97), 

lo que ha limitado mucho su estudio. 
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III) DESCRIPCION ULTRAESTRUCTURAL y ANTIGENICA DE LOS 

DIFERENTES ESTADIOS DE Plasmodium. 

Cada estadio del desarrollo de Plasmodium presenta una forma 

y un conjunto de funciones caracteristicas; habita en un 

microambiente determinado e interactúa con un tejido especifico, 

es decir, que aún cuando todos los estadios poseen el mismo 

genoma, o complemento de genes, en cada uno de ellos se expresan 

genes diferentes. 

A) CICLO HEPATICO. 

EL ESPOROZOITO. 

El esporozoito es un organismo unicelular elongado que mide 

11 µm de longitud. Está limitado por una cubierta delgada que 

rodea a una unidad de membrana y una hilera de microtúbulos 

subyacente (129). La proteina más estudiada del esporozoito, 

se conoce como proteina circumsporozoitica (CS) y es componente 

de la cubierta superficial del esporozoito. Esta proteina ha sido 

identificada en varias especies de Plasmodium y ha sido 

caracterizada con gran detalle gracias a la clonación de su gene, 

y a que se ha considerado corno candidata para vacuna (11, 16, 

60). El gene que codifica para la es de P. vivax ha sido el 

primero de esta especie en ser clonado y caracterizado (10, 101). 

Esta proteina presenta regiones de secuencias repetitivas, 

epitopes inmunodominantes para células B, asi como regiones no 

repetitivas que presentan epitopes tanto para linfocitos B como T 

( 146). La es comparte propiedades estructurales similares entre 

las diferentes especies de malaria, su tamaño varia entre 40 y 60 
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kDa (129). Se ha observado heterogeneidad fenotipica en la 

porci6n repetitiva de la proteina es de P. vivax(149). 

FORMA INTRAHEPATICA 

Cuando ocurre la invasi6n del hepatocito, el esporozoito se 

une a la célula hepática y la plasmalema se invagina en el punto 

de uni6n, creando una vacuola parasit6fora en la que reside el 

parásito. En P.vivax hay antigenos de estadios asexuales que se 

comparten con estadios hepáticos ( 4) , asi como antigenos 

especificos de éstos Ciltimos (36). Recientemente se aisl6 el 

gene de un antigeno de estadio hepático de P.íalciparum (51), y 

se produjo un anticuerpo monoclonal especifico contra un antigeno 

de estadio hepático de P. berghei (malaria murina), que parece 

estar localizado en la membrana de la vacuola parasitófora (159) . 

B) CICLO ERITROCITICO. 

FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA INVASION DEL ERITROCITO. 

Hay factores genéticos que afectan la susceptibilidad de los 

eritrocitos a ser infectados, tal es el caso de algunas 

hemoglobinopatias, talasemias o deficiencias enzimáticas, asi como 

grupos sanguineos que influyen en la infección por Plasmodium 

(157). También se ha observado que para P.íalciparum y P.malarie, 

las glicoforinas o: y f3 parecen jugar un papel importante como 

receptores del merozoito (125, 139). En P. vivax esta funci6n 

parece ser mediada por el antigeno sanguineo Duffy (112-114). 

Asi mismo P. vivax muestra una preferencia por los eritrocitos 

inmaduros (77, 116). El antigeno Duffy se encuentra presente en 
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una glicoproteina o eritroglicano de 35 a 66 kDa (52), que se une 

de manera específica a proteínas solubles de P.vivax y P. knowlesi 

de 135 kDa (15, 179). La clonación reciente del gene del receptor 

de P. vivax en el antigeno Duffy (38), podrá ayudar al 

conocimiento de la invasión del eritrocito por este parásito. 

La preferencia del merozoito por los reticulocitos, pudiera 

estar relacionada con la expresión de receptores importantes, con 

una mayor deformabilidad de la membrana o con otros factores que 

puedan favorecer el desarrollo intraeritrocitico del parásito 

( 140). 

DE MEROZOITO A ESQUIZONTE 

El merozoito que invade el glóbulo rojo está rodeado por una 

membrana con una doble bicapa lipídica, tiene forma oval, un 

núcleo, varios organelos citoplásmicos y mide 2 x 1.5 µm. Debajo 

de la membrana plasmática hay una hilera de microtúbulos, que 

funcionan como citoesqueleto, manteniendo la estructura celular; 

una prominencia apical, en la cual entran los duetos de dos 

organelos llamados rodopcitos y otros elementos adyacentes 

llamados micronemas. Los rodopci tos y micronemas también se 

encuentran en los esporozoitos. Al parecer, los rodopcitos 

producen enzimas, tal vez de naturaleza proteolitica y sustancias 

como mepacrina, material fosfolipidico y otras (119). El núcleo 

está cubierto por una cisterna que comunica la matriz nuclear con 

el citoplasma através de poros nucleares. En el citoplasma hay 

abundantes ribosomas asociados al retículo endoplásmico o libres 

en forma de roseta, como polirribosomas. También se encuentran 
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cuerpos multilaminados con apariencia de cebolla y aunque su 

función se desconoce, se ha sugerido que asumen las funciones de 

la rnitocondria o que tal ·vez intervengan en la sintesis de 

membranas. Las rnitocondrias igualmentes presentes, aumentan de 

tamaño y complejidad conforme madura el parásito. La superficie 

del merozo1to está cubierta por material fibrilar que forma una 

cubierta externa. En el momento de la penetración al eritrocito, 

la parte apical del merozo1to se une al hernatie, posteriormente se 

invagina y la membrana del eritrocito se resella. Dentro del 

eritrocito desaparecen los órganos apicales y rnicrotúbulos, para 

transformarse en la forma anular. El anillo se transforma en 

trofozo1to uninucleado, que se caracteriza por la pérdida de la 

forma anular asi corno por la aparición de grandes vacuolas 

alimenticias. La formación del esquizonte es un proceso de 

división nuclear asexual que se acompaña de una importante 

diferenciación ultraestructural: las rnitocondrias se agrandan y 

abotonan y los microtúbulos se distribuyen azarosamente en el 

citoplasma. La membrana del esquizonte empieza a invaginarse y 

finalmente se desprende formando varios rnerozo1tos. Los numerosos 

núcleos, rodopci tos, rnicronernas y otros organelos, migran hacia 

los rnerozo1tos en desarrollo. El citoplasma de la célula 

infectada es digerido por completo y la membrana de la vacuola 

parasitófora (MVP) se expande para envolver el esquizonte. Los 

merozoitos maduros quedan rodeados por sus propias membranas 

dobles, la MVP y la membrana del eritrocito (53, 119, 129). 

En P. falciparum se han identificado y caracterizado varios 

antígenos del merozoito. Asi tenemos al antigeno precursor de los 
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principales ant!genos de superficie del merozoito (PMMSA), 

conocido también como gp 185 y gp 195, cuyo peso fluctúa entre 190 

y 210 kDa. Este ant!geno es sintetizado durante la esquizogonia y 

cuando se acerca el momento de la liberación de los merozo!tos, 

éste polipéptido es procesado en una serie de fragmentos, tres de 

los cuales (los de PM de 19, 42 y 80-83 kDa) son los principales 

ant!genos de superficie del merozo!to (8). Este ant!geno ha 

mostrado ser un importante candidato a vacuna en primates y 

humanos (126). 

El análisis de una biblioteca genómica de expresión de DNA de 

P. vivax con un anticuerpo monoclonal, llevó a la clonación del 

gene que codifica al ant!geno de 200 kDa (32, 171), equivalente al 

PMMSA de P. falciparum. En estos genes se ha observado una 

homolog!a del 45% en la secuencia de nucleótidos. 

otros ant!genos de superficie de merozo!to de P. falciparum 

que han sido descritos, son: un ant!geno de 45 kDa glicosilado y 

miristilado (137), la glicoprote!na de 56 kDa (156) y otros de 130 

y 126-140 kDa (129). 

En la vacuola parasitófora de P. falciparum se ha determinado 

la presencia de una prote!na de 126 kDa (31) y dentro de los 

micronemas de los merozo!tos, se ha localizado un ant!geno de 155 

kDa, denominado ant!geno de superficie de eritrocito infectado con 

forma anular (RESA) (137), ya que después de que el merozo!to 

invade el eritrocito, este ant!geno se encuentra en la superficie 

del eritrocito infectado. Se cree que este ant!geno se libera 

vía el poro apical del merozo!to en el momento de la invasión. 

También se han identificado algunos antígenos con PM de 41, 80, 
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55, 225, 105, 135 y 155 kDa en los rodopcitos de los merozoitos de 

P. Ealciparum (8, 129). 

En P. vivax, también se han descrito varios antigenos de 

estos estadios. Uno de 170 kDa de merozoitos (14), otro de 140 

kDa presente en superficies de merozoi tos y esquizontes ( 14) , y 

un tercero de 100-110 kDa en la superficie de esquizontes (4). 

Adem6s se han identificado antigenos de rodopcitos de PM 53 y 160 

kDa (4, 14). 

ALTERACIONES ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DEL ERITROCITO INFECTADO 

POR Plasmodit.an. 

Un eritrocito maduro normal, tiene más funciones metabólicas 

que biosintéticas. No tiene demandas de aminoácidos, nucle6tidos 

o lipidos ex6genos (70). En el glóbulo rojo los componentes 

estructurales responsables de la propiedad de rigidez y 

elasticidad, son las proteínas del complejo formado por la malla 

membrana-citoesqueleto (47, 129). Las principales proteínas del 

citoesqueleto son los heterodimeros de espectrina, anquirina, 

banda 4.1, actina y banda 4.9. La espectrina está ligada a la 

principal proteína transmembranal, la banda 3, por anquirina y la 

glicoforina A por la banda 4.1. Estas proteínas forman una malla 

altamente ordenada e ininterrumpida que es muy dificil de romper, 

y aan en fantasmas de eritrocitos (células lisadas hipotónicamente 

carentes de hemoglobina) se mantiene la superestructura (26, 47, 

162). 

El hecho de que las necesidades metabólicas del eritrocito 

infectado sean 100 veces mayores que las del eritrocito normal, 
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sugiere la existencia de canales a través de la membrana del 

eritrocito para satisfacer dichas necesidades. 

El citoplasma del glóbulo rojo es una importante fuente de 

proteinas, sobre todo de hemoglobina, que se utiliza como fuente 

de aminoácidos, nitrógeno y energia durante las etapas 

intraeritrociticas del desarrollo del parásito (6) . 

El parásito está separado del citoplasma del eritrocito por 

la vacuola para si tófora que lo envuelve, El parásito tiene un 

organelo localizado en la membrana plasmática, llamado citostoma, 

que le sirve para alimentarse, internalizando el citoplasma del 

eritrocito en vacuolas, dentro de las cuales degrada a las 

proteinas (pinocitosis intracelular) (6, 129), El parásito 

modifica la membrana celular del huésped, haciéndola más permeable 

(6). De acuerdo a su maduración, sus demandas metabólicas se 

incrementan para la incorporación de nutrientes esenciales y 

eliminación de catabolitos, para lo cual un número creciente de 

poros se "insertan" en la membrana de la célula huésped (6). 

Conforme el parásito se desarrolla dentro del eritrocito, se 

producen una serie de moléculas, las cuales atraviesan 

inicialmente la membrana de la vacuola parasitófora, y después el 

sistema de hendiduras membranosas en el citoplasma de la célula 

infectada, para finalmente asociarse con la membrana de:¡. 

eritrocito (66, 69, 70, 72, 79, 135). 

DEFORMACIONES EN LA MEMBRANA DEL 

P. falciparlDll. 

ERITROCITO INFECTADO CON 

Las alteraciones en la membrana del eritrocito infectado con 
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P. falciparum consisten en la formación de protuberancias que se 

cree, son las responsables del secuestro de las células 

parasitadas en vasos sangu1neos (se facilita el desarrollo del 

parásito por las bajas tensiones de oxigeno), provocando asi la 

obstruccción capilar en diversas regiones, tal como ocurre en el 

encéfalo, pudiendo llevar a la muerte en la llamada malaria 

cerebral (93) • 

De esta manera, aparecen antigenos del parásito localizados 

en la superficie del eritrocito infectado. En P. falciparum 

destacan: el antigeno de superficie de eritrocito infectado por 

forma madura (MESA), asociado a las protuberancias del eritrocito, 

cuyo PM varia de 280-400 kDa (8); la proteina de membrana de 

eritrocito infectado 1 (Pf EMP 1), de PM 230-300 kDa, que se 

expresa en la superficie de eritrocitos infectados que contienen 

parásitos maduros y tiene un papel importante en la citoadherencia 

adquirida por los hematies infectados (70). Aún cuando se 

desconoce la función de la proteina de membrana de eritrocito 

infectado 2 (Pf EMP 2), de PM 300 kDa, ésta está localizada en las 

protuberancias del eritrocito infectado, en esferas 

electrodensas y en unidades de membrana del eritrocito infectado 

(66); la proteina 11.1 (Pf 11.1) que está asociada con la 

superficie de hematies infectados, su gene ha sido secuenciado y 

codifica para una proteina polimórfica mayor de 250 kDa (66); las 

proteinas ricas en histidina: HRP 1, HRP 2 y HRP 3, que son 

producidas por el parásito y migran a la superficie del eritrocito 

(70); y el receptor de transferrina, molécula de 93-102 kDa, 

presente en la superficie de eritrocitos infectados con 
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trofozoitos maduros (66, 145). 

ALTERACIONES EN LA MEMBRANA nEL ERITROCITO INFECTADO CON P, vivax. 

Por su parte P.vivax presenta estructuras caveolares que 

parecen estar conectadas con vesiculas. Estos complejos se 

encuentran presentes a través de la membrana del glóbulo rojo (2, 

9 6, 171) y corresponden a los gránulos de 11 Schüfner" que se 

observan en los frotis de sangre infectada por P. vivax tei'lidos 

con Romanovsky (154). Nada se sabe acerca de la función de esos 

complejos, aunque parecerian tener relación con el intercambio de 

moléculas entre el parásito y la circulación. También encontramos 

las hendiduras de membrana de "Maürer", las cuales consisten en 

unidades vesiculares unidas a la membrana con una luz de muy baja 

densidad electrónica. Frecuentemente, las vesiculas son 

elongadas, aún cuando también pueden tener forma hemiciclica o 

redonda, aunque tal vez éstas diferentes formas dependan del plano 

de corte. Se han identificado las hendiduras de Maürer, con 

material electrodenso, contiguos a las membranas de la vacuola 

parasitófora y del eritrocito. se han obtenido anticuerpos 

monoclonales contra dichas estructuras, que reconocen antigenos de 

28 kDa en las hendiduras y de 28 , 70 y 95 kDa en las vesiculas, 

indicando el tráfico de antigenos del parásito a la superficie del 

eritrocito (4, 14, 59, 96, 171). 

FORMAS SEXUALES. 

Las formas sexuales (gametocitos) en desarrollo de P. vivax, 

poseen citoplasma compacto, denso y habitualmente contienen 
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considerable cantidad de pigmento. Debido a la posibilidad de 

producción in vitro de gametocitos de P. gallinaceum, ha sido 

posible identificar varias proteinas de gametocitos de esta 

especie (PM 48,19 y 17 kDa). En gametocitos masculinos se 

identificó un antigeno de 28 kDa, y antigenos presentes tanto en 

gametocitos masculinos y femeninos como en cigotos, de PM 240, 56 

y 54. Dos proteinas de 26 y 28 kDa se han determinado también en 

la superficie del ooquineto de esta especie de Plasmodium. 

En los gametocitos de P. falciparum, se han determinado 

antigenos de 230 y 45-48 kDa, que son reconocidos por individuos 

de áreas hiperendémicas (122). 

En P. vivax se han estudiado sobre todo antigenos de 

gametoci tos femeninos, entre los que se encuentran los de PM de 

10, 15, 27, 31, 53, 58, 67, 70 y un doblete de 37 y 42 kDa. Las 

proteínas de 17, 20 y 200 kDa presentes en gametocitos femeninos, 

también se encontraron en estadios sanguineos asexuales del 

parásito (134). con anticuerpos monoclonales se han dete~tado dos 

proteinas de 24 y 57 kDa, comúnes a estadios sexuales y asexuales 

(28, 29). 

IV) INMUNOLOGIA DEL PALUDISMO, 

La respuesta inmune del hospedero a los parásitos del género 

Plasmodium, se ha determinado tanto por reacciones 

inmunoespecificas como inespecificas. En la malaria humana, 

reacciones celulares y humorales participan aparentemente en el 

desarrollo de la inmunidad contra el Plasmodium (109, 157, 183). 
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A) ACTIVACION POLICLONAL Y AUTOANTICUERPOS. 

La infección malárica aguda o crónica se caracteriza por la 

presencia de hipergammaglobulinemia policlonal (49). Sin embargo, 

sólo una pequefla proporción de esos anticuerpos séricos tienen 

especificidad para antígenos de Plasmodium La mayor parte la 

constituyen anticuerpos heterófilos (67), autoanticuerpos (133) 

o complejos inmunes circulantes (68). Se piensa que su presencia 

sea el resultado de una activación policlonal de los linfocitos B, 

por un factor mitogénico del Plasmodium o por la pérdida de 

células T supresoras (109). Esta respuesta puede estar 

favorecida por el macrófago a través de la secreción de cofactores 

que activan los linfocitos, tales como interleucina-1 y factores 

de crecimiento de células B. 

Se han detectado anticuerpos anti-eritrocíticos en el suero 

de pacientes maláricos usando pruebas de hemaglutinación ( 184), 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) (148) y ELISA (174). En 

algunos sistemas estos anticuerpos se han detectado 2 días después 

de la infección (147). Tales anticuerpos están dirigidos contra 

componentes normales de los glóbulos rojos (85) . Se han descrito 

títulos elevados de anticuerpos contra ciertos polipéptidos de la 

membrana del eritrocito y componentes del citoesqueleto (17). Los 

mecanismos de activación de autoanticuerpos pueden ser: la 

activación policlonal de células B, la modificación de eritrocitos 

normales por liberación de enzimas de los parásitos, la unión de 

antígenos solubles del parásito a la superficie de eritrocitos, la 

inducción de anticuerpos por antígenos de reacción cruzada, la 

inmunosupresión por activación de células T supresoras; y la 
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adherencia de complejos inmunes a la superficie de los eritrocitos 

(44, 180-182). 

B) INMUNOSUPRESION, 

La segunda alteración inmunológica importante en malaria, es 

la inmunosupresión, que se presenta como una reducción 

generalizada de la respuesta inmune tanto humoral como celular 

(61). Esto pudiera reflejar un mecanismo regulador normal 

dirigido contra la activación policlonal inicial. En áreas 

endémicas de malaria por P.vivax, se ha observado una 

inmunosupresión de la respuesta proliferativa de células T, 

específica a los antígenos del parásito (46, 142). 

C) PROTECCION ADQUIRIDA Y RESISTENCIA INNATA. 

La infección humana por este protozoario se caracteriza por 

el desarrollo de un estado de resistencia denominado "inmunidad 

parcial" o "premonición", en el cual el hospedero es capaz de 

controlar, pero no de eliminar la infección. Esta resistencia es 

dependiente del grado de exposición. La malaria puede reinfectar 

varias veces a un individuo a lo largo de su vida, en gran parte 

debido a que el parásito evade el ataque del sistema inmune a 

través de variación y polimorfismo antigénico (39, 41, 71, 76, 80., 

106, 161). En áreas hiperendémicas, los niños recién nacidos 

resisten los ataques de malaria y sólo ocasionalmente se 

enferman antes de los 3 primeros meses. Desde los 3 meses y hasta 

los 2 a 5 años de edad, se pueden observar anualmente infecciones 

con cuadros clínicos debilitantes, muchos de los cuales llegan a 
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ser fatales. La inmunidad protectora se adquiere gradualmente y 

puede perderse durante el embarazo, sobre todo en las primigestas, 

o después de estancias prolongadas fuera de una región endémica. 

En el caso de embarazo, la infección puede provocar consecuencias 

clínicas serias, como la muerte de la madre o del feto, o bajo 

peso del recién nacido (183). 

D) RESPUESTA INMUNE HUMORAL. 

En 1960 se reportó la protección de nifios en la fase aguda de 

malaria con gammaglobulinas de suero de adultos inmunes (25). Al 

parecer estos 

asexuales. 

antígenos del 

anticuerpos estaban dirigidos contra formas 

En humanos, la respuesta inmune especifica a los 

Plasmodium está usualmente asociada a la producción 

anticuerpos séricos, detectados por IFI, hemaglutinación, de 

precipitación en gel, ensayos inmunoenzimáticos (ELISA), etc. (91, 

173, 186). Esta inmunidad adquirida, no sólo es especifica de 

especie (P. f'alciparum o P. vivax), sino también del estadio del 

parásito (87, 111, 118). Recientemente se ha descrito el papel 

protector de los anticuerpos monoclonales que definen ambas 

especificidades (40, 63, 94). 

Los anticuerpos, solos o con participación del complemento, 

pudieran también mediar la remosión de eritrocitos infectados por 

macrófagos en el hígado y en el bazo (9). Por lo tanto, los 

antígenos del parásito expuestos en la superficie del hematíe 

infectado, estarían involucrados en dicho proceso (104, 130). En 

las áreas endémicas de malaria, se ha observado que los nifios 

mayores y adultos desarrollan anticuerpos anti-esporozoi tos que 
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no se determinan en niños más pequeños ( 132). In vitro, dichos 

anticuerpos impiden la invasión del hepatocito. Asi mismo, los 

anticuerpos de los pacientes o los producidos in vitro por 

hibridomas, pueden prevenir la entrada de merozoitos a eritrocitos 

(37, 151). Los anticuerpos contra la superficie del eritrocito 

infectado podrian impedir el desarrollo normal del parásito, 

uniéndose a moléculas esenciales para el transporte de moléculas, 

o bien facilitando el ataque del complemento o la citotoxicidad 

mediada por células. 

E) RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR CELULAS. 

En la malaria aguda se observa una reducción considerable en 

el número de células T circulantes, asi como la abrogación de la 

respuesta proliferativa in vitro a antigenos de Plasmodium, y la 

reducción in vitro de la producción de linfocinas. Los 

anticuerpos linfocitotóxicos pudieran estar asociados, o ser el 

mecanismo de reducción linfocitaria severa (18, 178). La 

liberación de linfocinas (tales como el interferón gamma (IFN), el 

factor quimiotáctico de macrófagos y las interleucinas-2 y 3) por 

las células T activadas por los antigenos de Plasmodium, puede 

promover la activación de células efectoras (células asesinas 

naturales, leucocitos polimorfonucleares, macrófagos) , capaces de 

destruir al parásito. En niños nigerianos que experimentaron 

incrementos de parasitemia, se observó un aumento en la actividad 

de células asesinas naturales y niveles de IFN circulantes (121). 

se reportó asi mismo, la presencia de IFN en el suero de humanos 

infectados (141). En otros estudios se encontró que la 
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estimulación in vi tro de células T de individuos enfermos o de 

áreas endémicas con antigenos del parásito, produjo IFN e 

interleucina-2 ( 168) . Tanto la interleucina-1 como el IFN han 

mostrado un efecto inhibitorio en el desarrollo de Plasmodium 

falciparum en cultivos de hepatocitos humanos ( 103) • Al parecer 

los anticuerpos 

reciben ayuda 

Plasmodium (74). 

detectables son 

de células T 

Es importante 

producidos por 

activadas por 

la actividad de 

células B que 

antigenos de 

linfocitos T 

citotóxicos dependiente o independiente de anticuerpos (123). 

La infección malárica es un estimulo potente para la 

hiperplasia del sistema fagocitico mononuclear. Hay clonas de 

células T especificas que activan macrófagos los cuales a su vez 

liberan factores tóxicos para el parásito, tales como radicales 

libres de oxigeno y productos de peroxidación lipidica generados 

por estas moléculas, factor de necrosis tumoral y enzimas como la 

poliamino oxidasa. Dichas moléculas causan la muerte del parásito 

intraeritrocitico produciendo las llamadas "formas de crisis", que 

consisten en parásitos degenerados dentro de eritrocitos 

aparentemente intactos (54, 120). 

F) INMUNIDAD HACIA FORMAS INTRAHEPATICAS. 

Los estadios intrahepáticos han sido poco estudiados, por 

haberse considerado inaccesibles al sistema inmune del huésped 

(27). sin embargo, los hepatocitos han sido implicados como los 

blancos de los linfocitos T citotóxicos CDS+. De todo el ciclo de 

vida de Plasmodium, sólo el estadio intrahepático reside dentro de 

una célula que posee los antigenos funcionales Clase I del 

25 



complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), y que son necesarios 

para la actividad de los linfocitos T citotóxicos (160). Se ha 

observado que la inmunización con esporozoítos irradiados, provoca 

una activación de células T coa+ contra hepatocitos infectados 

( 62, 152, 177). También se ha visto que células T CD4+ han 

mostrado mediar protección contra retos con esporozoítos. Estas 

células pueden actuar de varias maneras: vía IFN, vía interleucina 

6 (IL-6), por actividad citotóxica contra hepatocitos infectados 

a través de antígenos clase II de MHC inducidos por IFN, y/ o 

através de células de Kupffer (160). Tanto el IFN, la interleucina 

1 (IL-1), IL-6 y el factor de necrosis tumoral (TNF), han mostrado 

inhibir el desarrollo de parásitos intrahepáticos. El IFN puede 

operar no sólo por su actividad directa en hepatocitos (99), sino 

también activando células fagocíticas (células de Kupffer) (102, 

153, 165). La actividad de la IL-1 anti-estadio intrahepático 

puede estar mediada, en parte, por la proteína reactiva de crisis 

(CRP) y otros factores inflamatorios. La IL-1 estimula 

hepatocitos, vía IL-6, para que sintetisen CRP, la cual ha 

mostrado unirse a los esporozoítos e inhibir la fase temprana de 

la infección intrahepática. El FNT derivado de macrófagos y la 

IL-1 estimulan células de hígado no parenquimatosas para que 

sintetisen IL-6, la cual origina que las células de Kupffer 

produzcan óxidos de nitrógeno a partir de arginina. Estos óxidos 

de nitrógeno se cree que reducen el nivel de ATP en los 

hepatocitos vecinos, inhibiendo por consiguiente el desarrollo 

intrahepático. 
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G) PAPEL DEL BAZO EN LA MALARIA. 

El bazo es de gran importancia para la sobrevivencia del 

hombre en áreas maláricas. Es característico encontrar el 

crecimiento del bazo en los enfermos (144). Aunque los mecanismos 

mediante los cuales el bazo mata a los parásitos no se entienden 

por completo, este órgano es la principal defensa de el 

hospedero contra las formas intraeritroclticas y su remosión 

resulta con frecuencia en altas parasitemias que pueden ser 

fatales para el hospedero (50). También se observa que el bazo 

modula la expresión de antígenos de superficie de los eritrocitos 

infectados y que los parásitos de malaria tienen la capacidad de 

evadir éste órgano de defensa (12). 

H) EL COMPLEMENTO, 

En pacientes con anticuerpos fijadores de complemento, al 

llevarse a cabo la ruptura del esquizonte, se observa una 

reducción clclica de Cl y C4. También se ha visto en áreas 

endémicas de P. falciparum, que los pacientes presentan activación 

de la vla clásica del complemento (48). 

I) INHUHOLOGIA CLINICA. 

Los hallazgos clinico-patológicos observados durante la 

infección aguda o crónica por Plasmodium, están determinados en 

qran parte por la respuesta inmune contra el parásito y/o las 

alteraciones inmunológicas observadas en estos pacientes (109). 

La anemia es uno de los signos más frecuentes en la malaria y está 

provocada por la destrucción masiva de eritrocitos durante el 
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ciclo parasitario, por la hemólisis mediada por reacciones 

inmunes, asi como por una depresión moderada y transitoria de la 

eritropoyesis. Los mecanismos inmunológicos también afectan a los 

eritrocitos no parasitados (1, 185). El signo tipico de la 

malaria es la fiebre, que se asocia como se mencionó anteriormente 

a la ruptura de esquizontes. Es muy probable que la ingestión de 

los restos del parásito por los macrófagos y células de Kupffer, 

pudiera desencadenar la liberación de pirógenos endógenos (IL-1) 

( 183) • 

La respuesta del huésped que interfiere con la replicación o 

que acelera la destrucción de los parásitos, parece estar dirigida 

principalmente a los merozoitos, trofozoitos intraeritrociticos en 

desarrollo o al eritrocito infectado (183). 

J) INFLUENCIA DE LOS FACTORES GENETICOS EN MALARIA. 

Existen factores genéticos que ayudan a disminuir la 

vulnerabilidd a la malaria (anemia falciforme, deficiencia de la 

enzima glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa) (73). Carter y Quakyi 

(23, 136), proponen que algunos factores genéticos pueden explicar 

en parte la falta de respuesta inmunológica en humanos a los 

antigenos de P. f'alciparum que han sido considerados como 

candidatos a vacunas • Además se ha postulado que la respuesta de 

anticuerpos a los antigenos maláricos es controlada por genes 

localizados en el locus del sistema principal de 

histocompatibilidad o HLA (124, 143). 
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V) DESARROLLO DE VACUNAS. 

Con el propósito de despertar una protección inducida que 

pueda ser más duradera y amplia que la natural, se ha trabajado en 

el desarrollo de varias vacunas contra malaria. Para ello es 

necesario tomar en cuenta muchos antigenos blancos, en particular 

por la gran variedad de estadios del parásito. Una vacuna dirigida 

a esporozoitos o mero zoitos necesitarla despertar una respuesta 

rápida, ya que la existencia extracelular de estas formas es muy 

corta. Para identificar los antlgenos blanco se utilizan: 

anticuerpos monoclonales que permiten identificar antlqenos 

comunes que se presentan en las numerosas cepas de las especies 

de Plasmodium; sueros de individuos inmunes, que ayudan a 

identificar los antlgenos inmunogénicos; asl como estudios para 

identificar los epltopes reconocidos por células T. Algunos 

insisten en que el blanco de la vacuna del paludismo deben ser los 

esporozoitos (11, 60), los merozoltos (126) y los gametocitos 

(22). Sin embargo resultarla de gran interés una vacuna contra los 

antlgenos del parásito presentes en la superficie del eritrocito 

infectado, asl como otra dirigida contra las formas 

intrahepáticas. 

En el caso de la vacuna contra esporozoltos, se impedirla que 

el parásito introducido por el piquete del mosco, se estableciera 

en el hospedero. En tanto que si se dirigiera contra los 

merozoitos, se restringirla la replicación asexual del parásito 

intraeritrocltico. En el caso de la tercera, es decir contra 

gametocitos, se inducirían anticuerpos en el humano que 

impedirlan la replicación sexual en el intestino del mosquito, 
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bloqueando por lo tanto la transmisión. Por último, la vacuna 

contra antígenos parasitarios en la superficie de hematíes 

infectados, induciría la opsonización o inhibiría el crecimiento 

del parásito dentro del eritrocito, por lo que se restringiría 

también la replicación asexual del parásito. 

Las posibles limitaciones que puede tener una vacuna basada 

en es son: la diferente inmunogenicidad de la molécula, la 

existencia de restricción genética de la respuesta inmune y 

posibles formas alternas de la molécula (41). Good y sus 

colaboradores ( 45) reportaron que un grupo de africanos 

inmunizados con es dieron una respuesta inmune baja, debido a que 

la es no era inmunogénica para las células T de todos ellos, 

probablemente debido a una restricción a nivel del MHe. Además, 

concluyeron que la región de es inmunogénica es variable. A su 

vez Rosenberg (149), ha encontrado heterogeneidad en es de 

Plasmodium vivax. 

La eficiencia de una vacuna dirigida contra los .estadios 

intraeritrocíticos de Plasmodium pudiera ser obstruida por el 

polimorfismo fenotípico exhibido por P.falciparum y P.vivax. En el 

hospedero las variaciones antigénicas durante los ciclos del 

parásito, pueden deberse a la presión del sistema inmune (65). 

No se sabe si los antígenos de superficie de P.vivax tengan 

una variación antigénica similar a la de las otras especies de 

malaria (20, 56, 100). En ensayos de vacunación con P. knovlesi, 

se inducen mecanismos de adaptación (78), y el bazo influye en 

esta variación antigénica (13). Respecto a P.falciparum, éste ha 

mostrado mecanismos de resistencia a .las drogas, así como 
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variación y polimorfismo antigénico (39, 41, 76, 80, 108). Aunque 

el polimorfismo fenotipico en P. vivax no se ha reflejado en la 

resistencia a las drogas, si ha mostrado un nivel muy alto de 

polimorfismo antigénico en sus formas asexuales intraeritrociticas 

( 106, 169) , en sus antígenos de formas sexuadas y en es ( 3 o, 

107). En La India, se ha observado también, un polimorfismo 

cariotípico en el análisis de diferentes aislados de P.vivax (88). 

una vacuna que interrumpiera el desarrollo del parásito en el 

mosquito, no sólo disminuirla la transmisió1., sino también el 

nivel de polimorfismo y transmisión de parásitos resistentes a la 

vacuna contra los diferentes estadios. La infección natural por 

P.vivax induce la síntesis de anticuerpos que bloquean la 

transmisión, y dicha protección es reforzada por ataques 

subsecuentes separados por periodos menores de 4 meses (105, 138). 

Cuando la concentración de estos anticuerpos disminuye, en lugar 

de bloquear, favorece el desarrollo del parásito (107, 128). 

La inmunidad natural contra las formas sexuales, que bloquea la 

transmisión, representa un aspecto significativo de inmunidad 

antimalárica, que protege poblaciones humanas contra la 

diseminación de la infección bajo condiciones epidémicas. En 

P.vivax se encontró que los anticuerpos monoclonales contra 

proteinas de 24 y 57 kDa, comunes a estadios sexuales y asexuales, 

pueden modular el desarrollo sexual y también bloquear la 

transmismión (28, 29). En P. vivax, ciertos anticuerpos 

monoclonales que bloquean la transmisión, están dirigidos a 

antígenos de 20 y 24 kDa y a un doblete de 37 y 42 kDa. Estos 

anticuerpos han permitido definir varios blancos en la superficie 
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de gametos femeninos, al parecer relacionados con epitopes 

conformacionales, que presentan alto polimorfismo (134). 

32 



DISE&O EXPERIMENTAL 

A) Para estudiar el perfil prote1nico de P. vivax en sus estadios 

intraertitroc1ticos y la respuesta inmune detectable en el suero 

de los pacientes, la estrategia fué: 

1. - Obtener el extracto del parásito a partir de sangre de 

pacientes infectados con P. vivax, ya que este parásito no se 

puede cultivar. 

2.- Realizar electroforesis del extracto parasitario en geles de 

poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS), para 

observar su perfil prote1nico. 

3.- Transferir el extracto del parásito por el método de 

inmunoelectrotransferencia (IET) a papel de nitrocelulosa, y 

utilizar sueros de pacientes y de personas sanas, para detectar 

las prote1nas del parásito, antigénicas para los enfermos de 

paludismo. También se emplearon sueros de animales (conejo y 

rat6n) inmunizados con extractos parasitarios y sanos, para 

determinar las prote1nas del parásito antigénicas para los 

animales inmunizados. 

La selecci6n de estos métodos para realizar esta primera 

parte del objetivo, se basó en que la técnica de PAGE-SDS permite 

separar las prote1nas de diferente peso molecular de la muestra a 

estudiar y posteriormente teñirlas, por lo que es un método 

adecuado para estudiar el perfil p rote1nico del extracto del 

parásito. Concatenado al procedimiento anterior, el método de 

inmunoelectrotransferencia (IET) permite la búsqueda de ant1genos 

del parásito reconocidos por anticuerpos presentes en el suero de 
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pacientes y animales inmunizados, además de ser un método sencillo 

y reproducible. 

B) La producción de anticuerpos monoclonales, fué utilizada para 

el estudio más detallado de los antigenos de P. vivax y para el 

desarrollo de métodos diagnósticos. Con esta técnica se pueden 

obtener anticuerpos de alta afinidad y especificidad. Los pasos 

a seguir para lograr la realización de este objetivo fueron: 

1.- Obtención del extracto de P. vivax de sangre de pacientes. 

2.- Inmunización de ratones y realización de fusiones celulares de 

células esplénicas de ratón inmune con células de mieloma. 

J.- Selección de hibridomas productores de anticuerpos 

anti-Plasmodium mediante métodos de IFI y de ELISA. 

4.- Clonación de hibridomas y caracterización de anticuerpos 

monoclonales por: IET, ELISA e IFI. 

5.- Estandarización de un método inmunoenzimático (ELISA de 

"punto"), para utilizarlo como método diagnóstico de malaria. 
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MATERIAL y METODOS 

I) OBTENCION DEL ANTIGENO. a) Antigeno de P.vivax : Los parásitos 

se obtuvieron a partir de sangre de pacientes palúdicos del Centro 

de Investigaci6n de Paludismo, en Tapachula, Chiapas, bajo la 

asesoria del Dr. Mario Henry Rodriguez L6pez y la QBP Lilia 

González Cer6n. El diagn6stico de los pacientes se hizo 

utilizando la técnica de gota gruesa, teñida con colorante de 

Giemsa (Sigma Chemical Company, st. Louis, M063178 USA) y 

observada con microscopio de 1 uz ( 4 2) • Los parásitos se 

concentraron sometiendo la sangre infectada a gradientes 

discontinuos de Percoll(Pharmacia LKB Biotechnology Products, 

Uppsala, sweden) (B). 

El método de gradientes discontinuos de Percoll, se realizó 

de la siguiente manera: 

Se prepar6 Percoll isotónico adicionando 9 volúmenes de 

Percoll a 1 volúmen de soluci6n salina concentrada lOX ( 8. 5% 

NaCl). Se hicieron diluciones subsecuentes de 50%, 45%, 40% y 

30%, diluyendo la preparaci6n isotónica de Percoll con medio de 

cultivo RPMI 1640 (Gibco BRL Life Technologies Inc. Chagrín Falls, 

Ohio 44022 USA). Los gradientes discontinuos se prepararon 

poniendo 2 ml de cada diluci6n en tubos de centrifuga de 15 ml. 

En la parte superior de la capa de Percoll al 30%, se pusieron 2 

ml del paquete celular de la sangre previamente lavado con medio 

de cultivo y diluido 1:3 con éste. Se procedió a centrifugar a 

1,450 x g por 10 minutos. Las bandas resultantes se colectaron 
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con pipetas Pasteur y se lavaron 2 veces con medio de cultivo. Se 

midió el volúmen de éstas bandas y se prepararon frotis teñidos 

con Giemsa para determinar e·stadios predominantes del parásito . 

Se hizo un recuento de parásitos utilizando una cámara de 

Newbauer. Al material obtenido se le adicionó EDTA 0.2 mM. Este 

extracto se utilizó para la inmunización de ratones y conejos. 

Para la preparación del antígeno usado en los ensayos de 

ELISA, geles de PAGE-SDS y ELISA de "punto", se le agregó además 

0.2% de Triton 1oox (Sigma) y los inhibidores de proteasas: TLCK 

(N-a-p-TOSYL-L-LYSINE CHLOROMETHYL KETONE Hydrochloride, Sigma) 

5mM ; TPCK (N-TOSYL-L-PHENYLALANINE CHLOROMETHYL KETONE PM 351.9, 

Sigma) 5 mM PMSF (Phenylmethyl sulfony fluoride, Sigma) 2 mM ; 

Chymostatin (Sigma) 50µg ·ml-1; Leupeptin 

(Acetyl-L-leucyl-leucil-L-arginina, PM 475.6, Sigma) 50 µg ml-1 y 

Aprotinin (Sigma) 100,000 u ml-1 {163). 

Para el ensayo de ELISA, este antígeno se sonicó 7 ciclos de 

20 segundos en un baf\o de hielo con un sonicador (Sonifier cell 

disruptor 185. Branson Sonic Power co. VWR Scientific Delivers 

Worldwide. San Francisco, CA 94120 USA). Posteriormente, se 

centrifugó a 9, 000 x g durante 30 minutos, se colectó el 

sobrenadante y se almacenó a -10 0 c (172). 

b) Antígeno de P. falciparum Inicialmente se usó un cultivo de 

P.Ealciparum cepa 3d7 o HB3 (175), enviado por la Dra. Isabella A. 

Quakyi del N.I.H. (Bethesda, Maryland) a nuestro laboratorio, a 

través del Dr. F.J. Antuf\ano, de la OPS. El parásito se cultivó 

en medio RPMI-1640 suplementado con HEPES 25mM, 0.05% de 

hipoxantina, 0.001% de gentamicina, 10% de suero o plasma humano, 
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0.24% de bicarbonato de sodio, 2% de glucosa, piruvato de sodio 1 

mM y glutamina 2 mM. Se incubaron a 37 0 C en un ambiente de baja 

tensión de oxígeno y alto co2, propiciado en un desecador 

cerradode vidrio en el que se encendió una vela hasta que ésta se 

apagó espontáneamente (58,167). La sincronización del cultivo se 

realizó mediante la técnica de sorbitol (86) • Esta consiste en 

centrifugar el cultivo a 550 x g durante 5 minutos, descartar el 

sobrenadante y resuspender la pastilla o botón celular (@ 1 ml) en 

5 ml de D-sorbitol al 5% (0.274 mol/lt) durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente se repitió el procedimiento, 

y después de la centrifugación final, el paquete de eritrocitos se 

resuspendió en un volúmen igual de medio de cultivo suplementado. 

Finalmente, se adicionaron eritrocitos normales y medio de cultivo 

para obtener un hematocrito de 8%, y se continuó el cultivo. 

La obtención del extracto de antígeno se realizó como se 

describió para P.vivax. Uno de los problemas que encontramos con 

el cultivo de P.falciparum y que nos obligó a buscar otras fuentes 

de suministro de antígeno, fue la dificultad para encontrar un 

suero apropiado para el crecimiento del parásito. Un antígeno 

crudo de P.falciparum cepa FCB-2 (Colombia) fue obtenido gracias 

a la colaboración con el Dr. Moisés Wasserman del Instituto 

Nacional de Salud del Ministerio de Salud, República de Colombia. 

El antígeno se obtuvo de un cultivo sincronizado en fase de 

esquizontes, concentrados en un gradiente isopícnico de Percoll. 

Los eritrocitos se lisaron con saponina y el sedimento se trató 

con Tritón lOOx al 0.5%. Finalmente, el material se congeló y se 

liofilizó. En este antígeno la contaminación con eritrocitos se 
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encontraba disminuida pero no eliminada. 

Las laminillas para IFI con P. falciparum se obtuvieron del 

cultivo realizado en nuestro laboratorio; y otras fueron enviadas 

por el Dr. M. Wasserman (también procedian de cultivo). 

e) Antigeno de Sangre Normal AB Rh positiva. Debido a que el 

extracto de P. vivax obtenido de la sangre de los pacientes no se 

logró obtener puro, es decir tenia elementos de la sangre, fue 

necesario trabajar en todo el estudio con un extracto de sangre 

normal tipo sanguineo AB RH positivo como control negativo. Se 

seleccionó este tipo sanguineo para eliminar cualquier tipo de 

reactividad con antigenos de tipo sanguineo ABO Rh. Esta sangre 

fue tratada como anteriormente se describe para cada tipo de 

ensayo. 

II) DETERMINACION DE PROTEINAS. La determinación de proteinas 

tanto en los extractos antigénicos como en los diferentes 

anticuerpos monoclonales y sueros, se realizó por el método de 

Lowry y col.(92), empleando albúmina sérica bovina (Sigma) como 

proteina de referencia. 

III) ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

EN PRESENCIA DE DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE). 

Antigeno usado para los ensayos de PAGE-SDS 

350 µg de proteina del extracto de P. 

preparativo, mientras que del extracto 

utilizaron 700 µg de proteina. 
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El extracto de P. vivax que se utilizó, consistió en 

una mezcla de extractos de 6 pacientes con parasitemias de 7,000 

a 82,000 parásitos por µl, de edades y sexo diferentes, y en todos 

ellos la infección se habla iniciado de 3 a 8 dlas antes de la 

toma de la muestra. La mitad de los pacientes sufrian paludismo 

por primera vez, los demás no se acordaron. Estas muestras se 

tomaron en Tapachula, Chiapas y sus alrededores del 1 al 12 de 

mayo de 1990. 

La SDS-PAGE se realizó en una unidad de electroforesis para 

geles verticales en placa (Bio-Rad Laboratories, 32nd & Griff in 

Ave., Richmond, California. 94804 USA) en condiciones reductoras 

(84). El gel espaciador o separador contenla 10% de acrilamida 

(Bio-Rad),0.26% de bis-acrilamida (Bio-Rad) en amortiguador Tris 

base-agua 0.37M pH 8.8, utilizando como catalizadores: TEMED al 

O. 043% voltímen/volúmen (v /V) (Bio-Rad) y persulfato de amonio al 

0.03% (Bio-Rad). El gel concentrador o introductor contenia 5% 

de acrilamida, 0.14% de bis-acrilamida en amortiguador Tris 

base-agua pH 6.8, y como catalizadores 0.1% de TEMED y 0.05% de 

persulfato de amonio. El espesor de los geles fue de 1.5 mm. El 

amortiguador de muestra (2x) contenla Trisma base 125 mM, 

P-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 25% v/v, sos al 2% y 

pironina-y al 0.002%, a un pH de 6.8. 

El corrimiento electroforético se realizó para cada placa a 

20 miliAmperios (mAmp) para el gel concentrador y 40 11\AJnp para el 

separador. Como amortiguador de corrimiento se utilizó Tris base 

0.025 M, glicina 192 mM, sos al 0.1% a un pH de 8.3. 

Se usaron marcadores de peso molecular (PM) bajos y altos. 
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Los bajos (Pharmacia Laboratory) fueron: fosforilasa b, 94 kDa; 

albúmina sérica bovina, 67 kDa; ovoalbúmina, 43 kDa; anhidrasa 

carb6nica, 30 kDa; inhibidor de tripsina de soya, 20 kDa y 

a-lactoalbúmina, 14.4 kDa. Los marcadores de PM altos (Sigma) 

fueron: a 2-macroglobulina, 180 kDa; 13-galactosidasa, 116 kDa; 

fructosa-6-fosfatoquinasa, 84 kDa; piruvatoquinasa, 58 kDa; 

fumarasa, 48. 5 kDa; deshidrogenasa láctica, 3 6. 5 kDa y 

triosafosfato isomerasa, 26.6 kDa. 

Posteriormente, los geles se tiñeron durante 1 hora en una 

soluci6n de azul de Coomasie R-250 (Bio-Rad) al 0.1% en 

isopropanol-ácido acético-agua 25:10:65. Los geles se destiñeron 

empleando una soluci6n igual que la anterior pero sin azul 

de Coomasie, hasta que se visualizaron las bandas. Finalmente se 

pasaron a una soluci6n de ácido acético al 10% para eliminar la 

tinci6n de fondo. 

Tinciones de plata se realizaron sumergiendo los geles en una 

soluci6n al 50% de metano! durante 1 hora. Luego se trat6 cada 

gel durante 15 minutos con una solución teñidora (cada 100 ml 

contenían 4 ml de una soluci6n al 20% de nitrato de plata, 1.4 ml 

de hidróxido de amonio concentrado y 21 ml de hidróxido de sodio 

al O. 36% y agua desionizada) • El gel se lavó varias veces con 

agua desionizada; se agreg6 la solución reveladora (cada 500 ml 

contenían 2 ml de ácido cítrico al 1%, 0.25 ml de formaldehido al 

37% y agua desionizada), el revelado se detuvo con una soluci6n 

al 50% de metanol (110). 

Los PM de las bandas que se separaron en la electroforesis, 

se obtuvieron graficando las movilidades relativas (Rfs) , donde el 
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Rf es igual a la distancia recorrida del inicio del gel al centro 

de la banda de la proteina (dP) entre la distancia total recorrida 

por el colorante en el gel; contra los logaritmos de los PM 

conocidos, y extrapolando asi los PM desconocidos a partir de sus 

Rfs. 

IV) INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET) (166). La 

electrotransferencia de proteinas de los geles de PAGE-SDS al 

papel de nitrocelulosa (Bio-Rad), se llevó a cabo durante l hora a 

24 volts en un equipo para electrotransferencia (Idea Scientific 

Company, Box 2078, Corvallis, OR 97339) y con una fuente de poder 

(Schauer MULTI CELL 10 battery charger, Schauer Manufacturing 

Corp., Cincinnati, Ohio 45242), empleando una solución 

amortiguadora de glicina 192 rnM y metanol al 5% en Tris base 25 

mM, con un pH de 8.3. Este mismo amortiguador se utilizó para 

equilibrar el gel (por inmersión) durante una hora, antes de la 

transferencia. Al finalizar la transferencia, para comprobar su 

realización, una parte del papel de nitrocelulosa se tiñó con 

tinta India al 0.1% en PBS-Tween 0.3% (Tween 20, Sigma), durante l 

hora y después se lavó exhaustivamente con agua (55). Para 

bloquear sitios inespecificos, el resto del papel de nitrocelulosa 

se incubó durante 18 horas a 4 0 C en agitación con una solución de 

PBS-Tween 0.3%-leche 5% (leche descremada sveltes, Nestlé, México, 

o. F. ) • Los siguientes pasos se hicieron en agitación constante, 

lavando 3 veces durante 10 minutos, con PBS-Tween O. 3 % • 

Posteriormente, el papel de nitrocelulosa se secó y conservó hasta 

su uso a -20 0 c (en condiciones de ausencia de humedad), o bien, se 
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procedió a la incubación con el primer anticuerpo (sueros, 

sobrenadante de cultivo de hibridoma, anticuerpo monoclonal 

purificado, etc) por 2 horas a 37 0 C o 18 horas a 4 0 c. Luego se 

lavó con PBS-Tween o. 3% y se incubó con el segundo anticuerpo 

[anti-inmunoglobul i nas de ratón, conejo o humano) (Zymed 

Laboratories, Inc., 52 so. Linden Ave., suite 3 so. san Francisco, 

CA 94080) acoplado a peroxidasa diluido l: 1000 en esta misma 

solución en las mismas condiciones que el primer anticuerpo. 

Posteriormente se lavó como en el paso anterior, pero aumentando 

un lavado con PBS, y se agreg6 la solución de sustrato ( 4-cloro, 

2-naftol 2 mM, H202 al 0.08%, en PBS-metanol) para revelar de 30 a 

60 minutos. Finalmente se lavó con agua, se secó al aire y se 

guardó en oscuridad. 

Las diluciones de los sueros normales e inmunes de conejo, 

ratón y humano como primer anticuerpo fueron de 1:100 y se 

realizaron en PBS-Tween 0.3%. 

En los ensayos en que se utilizaron sueros humanos 

adsorbidos, como primer anticuerpo, la adsorción se realizó 

utilizando 2 volúmenes de paquete celular de sangre normal de tipo 

sangu!neo AB Rh positivo con l volúmen de suero a 37 .e por 30 

minutos. Esta operación se repitió dos veces, se centrifugó 7 

minutos a 700 x g y se separó el suero. 

SUEROS, 

Sueros normal e inmune de conejo. -un conejo de 2 meses 

fué inmunizado administrándole 23 millones de parásitos en una 
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suspensión con adyuvante completo de Freund (Gibco) (ACF) por 

víaintraperitoneal (IP), intramuscular, intradérmica y en cojinete 

plantar. A los 8 días se le inyectaron 7 millones de parásitos 

por las mismas vías, pero usando adyuvante incompleto de Freund 

(Gibco) (AIF). Una semana después se realizó la tercera 

inmunización con 19 millones de parásitos de manera similar a la 

anterior y se sangró a blanco 1 semana después. 

Sueros normal e inmune de ratón. - Ratones hembra BALB/c de 4 

semanas, se inmunizaron por vía IP con 7 millones de parásitos 

incorporados en ACF. A los 28 días se realizó la segunda 

inmunización por la misma via y con el mismo número de parásitos, 

en AIF. Dos semanas después se realizó la tercera y última 

inmunización por vías IP e IV en la que se administraron 7 

millones de parásitos. Se sangró a blanco una semana después. 

Sueros normales y de individuos infectados con P. vivax.- Se 

utilizaron 10 sueros de personas sanas y 20 de personas infectadas 

con P. vivar. La selección de los sueros fue al azar, sin 

importar edad y sexo. Todos los pacientes presentaban 

parasitemias superiores a 1,000 parásitos por µl de sangre. Estos 

sueros fueron colectados de julio de 1988 a julio de 1991. 

V) ANALISIS INMUNOENZIMATICO. ELISA. - Para evaluar la 

presencia de anticuerpos anti-Plasmodium en los sobrenadantes de 

hibridomas, se empleó el método de Voller (172), el antígeno 

(P. vivar, P. Ealciparum o de sangre normal) se diluyó en 

amortiguador de fosfatos 0.15 M (PBS) pH 7.2, a una concentración 

final de 5 µg/ml. Se utilizaron antígenos tratados de diferente 
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manera, es decir con o sin detergente y sonicados o sin sonicar. 

Cada uno de los pozos de las placas para ELISA (Dynatech 

Laboratories Inc. 14340 Sullyfield circle, Chantilly, Virginia 

22021) se cubrieron con 100 µl de esta solución, dejlindose a 

temperatura ambiente durante 21 horas. Posteriormente se 

decantaron y se bloquearon con una solución de leche al 5% en PBS, 

de 30 a 60 minutos a temperatura ambiente. Después se lavaron 3 

veces con una solución de PBS-Tween o. 05%. A continuación se 

colocaron las muestras problema y se incubaron a temperatura 

ambiente durante 2 horas. Se lavaron las placas como se 

describió anteriormente y fueron incubadas a temperatura ambiente 

con el anticuerpo anti-Ig de ratón acoplado a peroxidasa durante 2 

horas. Se lavaron una vez mas y se adicionó el sustrato (solución 

de 0.04% de orto-fenilendiamina y 0.04% de H202 al 30% en 

amortiguador de citratos pH 5.0). La reacción se detuvo a los 

10 minutos con una solución de licido sulfúrico 2.5 M y se leyó la 

densidad óptica (O.O.) a 490 nm en un lector de ELISA (Dynatech). 

El punto de corte establecido para considerar positivos los 

sobrenadantes de hibridomas probados por el ensayo de ELISA fue 

para lecturas mayores a 0.1 de o.o. 

VI) EL ISA DE "PUNTO" ( 57) Este método es similar a l!' 

anterior, pero en lugar de utilizar placas de pllistico como 

soporte del antigeno, se usa papel de nitrocelulosa. El papel de 

nitrocelulosa, se sujeta en un instrumento llamado aparato Bio-Dot 

(Bio-Rad), que tiene orificios para 96 pocitos. El antigeno se 

calentó previamente durante 3 minutos a l00 0 C , se diluyó en PBS y 
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se agregaron 5 µg de antigeno en cada pocito, en un volúmen de 

50µ1. 

En los experimentos en los que se utilizó sangre se 

utilizaron diferentes variables, es decir: con o sin detergente 

(NP40 o tritón lOOX al 0.2%), sonicada o sin sonicar 

centrifugada o dejándola sedimentar; y diluida en PBS o agua a 

diluciones desde 1:10 hasta 1:10,000. 

En los ensayos en que se utilizaron sueros como antigeno, se 

usaron directos o diluidos 1: 2 en PBS, centrifugados o 

sedimentados. 

Después de permitir que el antigeno se filtrara por el papel 

de nitrocelulosa, se sacó dicho papel del aparato, se lavó con PBS 

y se bloqueó durante 2 horas, en agitación y a temperatura 

ambiente con PBS-TWeen 0.25%-Leche 5%. Después se lavó dos veces 

con PBS-Tween o. 25% durante 5 minutos. Se adicionó el primer 

anticuerpo (anticuerpo monoclonal o control correspondiente 

diluido en PBS-TWeen O. 2 5% -Leche o. 5%) y se incubó durante 2 

horas a 37oC. Se lavó de la manera anteriormente descrita y se 

adicionó el segundo anticuerpo (anti-Ig de ratón acoplado 

a peroxidasa) diluido 1:1000 en PBS-Tween o.025% - Leche 0.5%, 

incubando en las mismas condiciones que el primer anticuerpo. Se 

lavó como se mencionó anteriormente y una vez más con PBS. 

Finalmente, se adicionó el sustrato (4-cloro, 2-naftol 2 mM, H202 

al o.os%, en PBS-metanol), y se dejó durante 40 minutos. se lavó 

con agua, se secó y guardó en la oscuridad. 

Para la determinación de clases y subclases de los 

anticuerpos monoclonales se usaron anticuerpos acoplados a 
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peroxidasa dirigidos contra IgGl, 2a, 2b y 3 de ratón (Zymed), 

diluidos 1:1000 en PBS-Tween 0.025% -Leche 0.5%. 

VII) INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI) (7): Para la prueba de 

IFI, se lavó el paquete celular de sangre parasitada con medio de 

cultivo y se diluyó adecuadamente para ver de 20-25 parásitos por 

campo, al observar preparaciones por la metodolog1a de gota 

gruesa, a un aumento de 60ox. Posteriormente, dicha sangre 

diluida se depositó en laminillas especiales para este ensayo 

(Cell-line associates, Inc), y se dejo secar a temperatura 

ambiente. 

En cada uno de los circulas de la laminilla se colocaron 20 

µl de muestra problema y respectivos controles positivos y 

negativos diluidos en PBS-Tween 0.05%. Se incubaron a 37 0 C durante 

45 minutos y se lavaron 2 veces con una solución de PBS-Tween 

O, 05%, A continuación se colocó el segundo anticuerpo, el 

anticuerpo anti-Ig de ratón acoplado a isotiocianato de 

fluoresce1na (Cappel, Cochranville PA 19330 Division of Cooper 

Diagnostics) diluido l: 100 en PBS-Tween o. 05% y se incubó de la 

manera arriba descrita. Después se lavó con PBS-Tween 0.05%, se 

montó con glicerol amortiguado a pH 8-9 y se observó al 

microscopio de fluorescencia (Nikon, Corporation Fuji Bldg., 2-3, 

Marunouchi 3-chome, Chiyoda-Ku, Tokyo 100, Japan) con filtro de 

excitación de 300-380 nm. 

Para la determinación de clases de Ig de los anticuerpos 

monoclonales, se utilizaron anticuerpos fluoresceinados contra IgG 

e IgM de ratón (Cappel) como segundo anticuerpo. 
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VIII) INMUNOGRAFICAS. Para analizar los resultados obtenidos de 

la inmunoelectrotransferencia con sueros de humanos, se utilizó el 

método de inmunográficas descrito por Larralde y col. (89). se 

realizaron 2 tipos de gráficas; en uno, (Fig. 2) se graficó la 

frecuencia con la cual cada banda de antigeno individual en una 

inmunoelectrotransferencia reaccionó con un juego de sueros 

obtenidos de pacientes con paludismo, contra la frecuencia de la 

misma banda cuando reaccionó con sueros de individuos normales. 

se utilizaron como antigenos los extractos de P.vivax y el control 

de sangre normal AB Rh positivo. En el otro, (Fig. 3) se graficó 

la frecuencia de reacción de cada banda de antigeno de extracto de 

sangre infectada con sueros de pacientes, contra la frecuencia 

encontrada en sueros de pacientes pero con antigeno de extracto de 

sangre normal, después de restar la reactividad de fondo de los 

sueros normales. Este tipo de gráfica sitúa cada banda en 

regiones de la gráfica con diferente significado inmunológico. 

La recolección de los valores de frecuencia para cada banda 

se hizo construyendo un patrón maestro de IET el cual incluyó 

todas las diferentes bandas en la mezcla antigénica, que 

aparecieron al menos una vez en los papeles de nitrocelulosa 

cuando reaccionaron con todos los sueros, ordenados por peso 

molecular, y después marcando la presencia o ausencia de cada 

banda en cada suero. 

El valor de frecuencia de cada banda individual, es la suma 

de todos los sueros en esa categoria que reacccionaron con esa 

banda en esa categoria, dividida entre el número total de sueros 

en dicho grupo. 
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ENFERMEDAD 
Figura 2. Graficaci6n de la frecuencia de reacci6n de cada banda 

de ant!qeno F (Bi) en el qrupo de sueros de una determinada 

enfermedad contra la frecuencia encontrada en sueros normales. 
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Figura 3 • Graficación de la frecuencia de reacción de cada banda 

de antigeno con sueros de una enfermedad determinada contra la 

frecuencia encontrada en sueros de la misma enfermedad pero con 

diferente antigeno después de restar la reactividad de fondo 

(sueros normales). 
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IX) ANALISIS ESTADISTICO,- Se utilizó un análisis exacto, en el 

que se emplearon la prueba exacta de Fisher y la distribución 

hipergeométrica no central. 

Se estudió, para cada banda de proteina, si laprobabilidad de 

reconocimiento de la proteina del extracto del parásito por el 

suero del paciente, era significativamente mayor a la probabilidad 

de reconocimiento de esa misma proteina por el suero normal. 

En los casos en que hubiera habido un reconocimiento de esa 

misma banda de proteina pero en el extracto de sangre normal, se 

tomó en consideración este hecho para calcular la significancia 

mencionada en el párrafo anterior. 

Dichas evaluaciones de la significancia estadística se 

detallan en el anexo # 2 de ésta tesis. 

X) OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES, 

(a) Linea celular de mieloma se empleó la linea de mieloma 

de ratón SP2/0 (deficiente en la enzima hipoxantina guanidina 

fosforibosil transferasa , HGPRT), que se mantuvo en cultivo en 

medio RPMI-1640 enriquecido con : 100 U de penicilina G / ml, 0.1 

mg de estreptomicina/ml, 0.25 µg de anfotericina/ml, aminoácidos 

no esenciales O.lmM (Gibco), piruvato de sodio lmM (Gibco), 

L-glutamina 2mM (Gibco), 10% de suero fetal bovino Hyclone 

(Hyclone Laboratories , A Division of sterile systems, Inc. Longan 

Utah 1-800-Hyclone) • Estas células se mantuvieron en una estufa 

de cultivo a 37 .e con un ambiente de 5% de co2 y 95% de aire. 

Para eliminar a las probables mutantes HGPRT+, se cultivaron 
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las células en medio de cultivo con 8-Azaguanina 3. 3 x 10 -5 M 

durante una semana. Tres d1as antes de la fusión las células se 

cultivaron en medio sin 8-Azaguanina, para usarlas en su fase de 

crecimiento logar1tmico. 

(b) Inmunizaciones y fusiones.- Se utilizaron ratones hembras de 

la cepa BALB/c de 4 a 6 semanas de edad, los cuales se 

inmunizaron de acuerdo a los siguientes protocolos: 

Primera Fusion: La primera inmunización se realizó 

inyectando 2 ratones hembras con 2 millones de parásitos por 

v1a IP en ACF. Diez d1as después y 5 d1as antes de la fusión, 

se inocularon por vía intraesplénica 2 grupos, con extractos 

correspondientes a 1.5 y 6 millones de parásitos. 

Segunda Fusion: se inoculó un ratón con 2 millones de parásitos 

por v1a IP en ACF y 17 d1as después por la misma ruta, pero sin 

ACF. Después de 40 y 73 días se inocularon por vía IV e IP, con 

3.5 millones de parásitos. Tres dias después de la tlltima 

inmunización, se extrajo el bazo y se realizó la fusión. 

Tercera .E.Y.§1.Qn: Dos ratones se inocularon con 10 millones de 

parásitos incorporados en ACF por v1a IP. Después de 22 d1as se 

inocularon con 10 millones de parásitos por v1a IP sin adyuvante. 

La tercera inmunización se realizó el d1a 132 inyectando 2 

millones de parásitos por v1a IV; el dia 154 se llevó a cabo la 

cuarta inmunización con 10 millones de parásitos administrados por 

v1as IP e IV. La fusión se realizó 3 dias después. 

~ Fusion: Se utilizaron 2 esquemas de inmunización: (a) 

Cinco ratones se inocularon con 5 millones de parásitos, via 
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cojinete plantar, y 14 dias después se realizó la fusión y (b) Un 

ratón se inoculó al dia O y 22, con 2 millones de parásitos por 

via IP; la primera con ACF y la segunda sin adyuvante. El dia 33 

se inocularon con 3 millones de parásitos por via intraesplénica. 

La fusión se realizó 4 dias después. 

En todos los protocolos anteriores las fusiones se realizaron 

con los linfocitos de bazo, excepto en el esquema (a) de la cuarta 

fusión, en la cual se obtuvieron los linfocitos a partir de 

ganglios linfáticos inguinales y poplíteos. En las 2 fusiones 

posteriores se siguió el protocolo de inmunización (b) de la 

cuarta fusión, el cual mostró en nuestras manos dar mejores 

resultados, En el protocolo de inmunización de la sexta fusión 

hubo un reto extra en el dia 66 con 3 millones de parásitos por 

via intraesplénica y 4 millones por via IV , tres dias después se 

realizó la fusión. 

Las fusiones se realizaron de acuerdo al método descrito por 

KBhler y Milstein (81), usando polietilenglicol 1,300-1,600 

(Sigma) al 33%, células de bazo y la linea de mieloma SP2/0, en 

una relación 5: 1. En el caso de los nódulos linfáticos, la 

relación fue de 2: l. La pastilla obtenida de las células 

fusionadas se resuspendió en medio de cultivo completo, 

suplementado con hipoxantina 0.1 mM y timidina o.016m (HT), y se 

colocaron en placas de cultivo (Costar, 205 Broadway, Cambridge, 

MA 02139) de 96 pozos en alícuotas de 100 µl por pozo. A las 24 

horas se agregaron otros 100 µl de medio completo suplementado con 

HT y aminopterina 8 x 10 -7 M es decir HA2T. Cada tercer dia se 

alimentaron los cultivos, retirando la mitad del medio de cada 
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pozo y reemplazándolo con el mismo volúmen de medio. Al dia ll 

post-fusión, se suprimió la aminopterina de los suplementos y al 

dia 17 se omitió HT. 

( c) Selección y clonación de hibr idomas. - Los sobrenadan tes se 

analizaron por los métodos de ELISA e IFI, y posteriormente 

algunos de ellos por ELISA de "punto". Algunos de los hibridomas 

secretores de anticuerpos anti-Plasmodium, fueron clonados por el 

método de dilución limitante o por clonación en agar suave (43). 

El primero consiste en diluir las células de hibridoma 

adecuadamente, de manera que al depositarlas en la placa de 

cultivo de 96 pozos, quede el equivalente de media célula por pozo. 

El segundo método consiste en hacer suspensiones de diluciones 

seriadas en medio de cultivo con agar y dejarlas solidificar 

posteriormente. A más tardar a las 2 semanas se observaron en el 

agar colonias aisladas, las cuales corresponden a una clona cada 

una de ellas. 

(d) Expansión de hibridomas.- Se expandió tanto in vitro como in 

vivo. In vitro, las clonas se pasaron a placas de cultivo de 24 

pozos (Costar) y posteriormente a botellas de 50 ml (Costar). In 

vivo, a ratones BALB/c de 10 semanas se les inocularon 0.5 ml de 

pristeina (2,6,10,14-tetrametil pentadecano, Sigma) por via IP; a 

los 15 dias se repitió dicha administración. Después de 1 a e 

semanas se les inyectaron por via IP, de 1 a 5 millones de células 

de hibridoma de un cultivo en fase de crecimiento logaritimico. 

Después de 1 6 2 semanas, cuando el tumor se desarrolló, se obtuvo 
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por punción peritoneal el liquido de ascitis, el cual contenia 

altas concentraciones del anticuerpo monoclonal. 

(e) Almacenamiento de células.- Tanto las células SP2/0 como las 

lineas de hibridomas obtenidos, se congelaron en criotubos de 

plástico (Nunc Inter Med, Postbox 280, Kamstrup, DK 4000 

Rosskilde, Denmark), en concentraciones de 3-7 millones de 

células por ml de solución crioprotectora 95% de suero fetal de 

ternera Hyclone y 5% de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma)). Se 

guardaron a -10 0 c durante 24 horas. 

nitrógeno liquido (-196 0 C). 

Posteriormente se pasaron a 

(f) Purificación de los Anticuerpos Monoclonales.- Se precipitaron 

en frio, con una solución saturada de sulfato de amonio de pH 7.2, 

se resuspendieron en PBS; el procedimiento se repitió dos veces y 

posteriormente se dializaron contra PBS-timerosal 0.01%. 

(g) Anticuerpos Monoclonales de referencia. - se usaron como 

controles 5 anticuerpos monoclonales anti- P, vivax que nos 

proporcionó el Dr. John w. Barnwell de la Universidad de Nueva 

York, a través del Dr. Alberto Pellegrini de la Organización 

Panamericana de la Salud. Los anticuerpos fueron: 

3F8 .A2 - merozoito; 102. FlO - forma de anillo y merozoito, y 

2H8.D3, 4Cl2.Bl0 y 1A3.A9 - glóbulo rojo infectado. 
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ANEXO I 2. DESCRIPCION DEL METODO ESTADISTICO. 

Análisis Estadistico,- se utilizó un análisis en el que se 

pretendió identificar, para el extracto del parásito, la 

significancia estadistica asociada a la aseveración de que "los 

pacientes reconocen la proteina de que se trate con mayor 

probabilidad que los sanos". Esto se hizo para cada una de las 

prote1nas que se identificaron en el ensayo de IET. 

Para lo anterior se partió del siguiente modelo, aplicado a 

cada una de las proteinas estudiadas: 

De n=20 sueros de pacientes, se supone que si p
1 

es la 

probabilidad de que un paciente reconozca la proteina, entonces el 

número de pacientes R que reconocerán esa proteina, sigue una 

distribución binomial de parámetros n y p
1 

; esto es: 

( 1 - pi ) n-r 

parar tomando los valores o, 1, 2, •.• ,n. 

Por otro lado si de los m=lO sueros normales, la probabilidad 

de que un individuo reconozca la proteina es p
0

, entonces el 

número de individuos s que reconocerán esa prote1na, sigue una 

distribución también binomial, de parámetros m y p
0

• 

La prueba estadistica se concentró en ver si la hipótesis (de 

nulidad) H • o· P 
1 
= p 

0 
se rechazaba con la evidencia. En teoria 

estadistica, se dice que la hipótesis alternativa, en este caso 

H
1

: p
1 
>p

0 
resu 1 t6 significativa si 

evidencia. 

H
0 

es refutada por la 

Para medir el grado de significancia, se evalúa la 
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probabilidad de haber observado la evidencia obtenida (o evidencia 

aún más contradictoria a H
0

) bajo el supuesto de que H
0 

es cierta. 

En el caso de proteinas en las que no hubo observaciones (de 

reconocimiento en esa banda) ni por los pacientes ni por los 

individuos normales ante el extracto de sangre normal, no existió 

información previa sobre los posibles valores (en una situación de 

En estos casos se procedió a probar: 

Con los datos del número de reconocimientos R y s, 

anteriormente mencionados, por medio de la prueba exacta de Fisher 

que se puede ilustrar en una tabla 2x2 como la que se presenta a 

continuación en la que R fué igual a r y S=s. 

Rec. No Rec. Total 

SI rn n 

SN m s 

SI= sueros inmunes 

SN= Sueros normales 

Rec.= Reconocimiento de la banda de proteína 

No Rec.= No hubo reconocimiento de la proteína 

Condicionando en el total de la primera columna k= (r+s) se 

puede evaluar: 

P ( R r; n,m,k ) 
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y con esta distribución (conocida como Hipergeométrica) se calcula 

la probabilidad de haber observado un valor r "grande" (o 

cualquiera más grande), bajo la hipótesis de nulidad H
0

: p
1
= p

0
• 

A esta probabilidad se le conoce como el 11valor-p 11 (p-value 

del Inglés) y también se le llama la significancia. 

En aquellos casos en los que hubo pacientes y/o individuos 

que reconocieron la proteina bajo estudio tratándose del extracto 

de sangre normal, la hipótesis que se tomó como de nulidad fué la 

sugerida por las proporciones observadas en el caso de sangre 

normal; esto es, se tomaron p
1 

y p
0 

como las proporciones 

observadas •• 

En los datos del extracto de sangre con parásitos y bajo la 

hipótesis de nulidad anteriormente mencionada, si pl, po son las 

probabilidades "asociadas" al caso de sangre normal, entonces para 

los datos del extracto de parásito, en donde al igual que antes R 

y S son el número de pacientes o individuos que reconocen la 

proteina, 

R se distribuye binomial (n, p
1

) 

s se distribuye binomial (m, p
0

) 

y condicionando con k, 

P ( R r; n,m,k,~ ) 
(:) 

en la cual ~ 

~ r 

es el llamado cociente o razón de "momios" (o ventajas). 
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La anterior 

Hipergeométrica 

centralidad ljl. 

no 

distribuci6n 

central (del 

O sea que en este caso se prob6 que 

se conoce 

parámetro 

p; ( 1-p: ) p; ( 1-p: ) 
H • o. 

"' 
vs. 11 

> "' 

como 

de no 

con p; , p: representando a las verdaderas probabilidades para el 

extracto de sangre con parásitos. 

Vale la pena observar que p
1

> p
0 

dá valores de 1/1 mayores que 

1 Y p
1
<p

0
, valores de t/J < l. 

En Epidemiologia es muy utilizado este concepto de razón o 

cociente de "momios" y se utiliza para ver si p
1 

>p
0 

y porqué 

tanto. 
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RESULTADOS 

PERFIL PROTEICO DEL EXTRACTO DE Plasmodium vivax.- El extracto de 

P. vivax obtenido de sangre de pacientes, se corrió en PAGE-SDS y 

se tift6 con plata. De la misma manera se corrió un control que 

consistió en un extracto de sangre normal tipo sangu1neo AB Rh 

posit:i,.vo (Fig. 4: b y a, respectivamente). Estos extractos se 

electrotransfirieron a papel de nitrocelulosa (Fig. 4: d y e) y se 

tifteron con tinta India. 

En el carril a que corresponde al extracto de sangre normal, 

se puden ver aproximadamente 21 bandas, de las cuales destacan las 

de PM: 240, 220, 97, 80, 76, 60, 54, 45, 43, 31, 22 y 17 kDa. En 

el carril e se observan aproximadamente 30 bandas, las más 

intensas corresponden a las de 240, 220, 97, 84, 82, 76, 69, 61, 

54, 48, 45, 43, 41, 39, 31, 22 y 17 kDa. 

En el carril b, que contiene el extracto de sangre con 

parásitos se pueden apreciar alrededor de 35 bandas, de éstas 

resaltan las de PM: 240, 220, 202, 112, 108, 97, 93, 82, 72, 69, 

64, 58, 54, 48, 45, 43, 41, 39, 37, 34, 33, 32, 26, 23 y 20 kDa. 

En el carril d se ven alrededor de 30 bandas, las mayores de 48 

kDa son más intensas. Las bandas más sobresalientes fueron las de 

PM: 240, 220, 202, 180, 160, 131, 116, 97, 93, 82, 72, 58, 54, 48, 

43, 41, 34 y 22 kDa. Al parecer, hubo una mejor 

electrotransferencia de proteinas de alto peso molecular. 

Los extractos de los carriles a, b, e y d corresponden a 

diferentes corrimientos, pero hay homogeneidad en cuanto a los 

antigenos usados, es decir el extracto de sangre normal que se 

utilizó en el carril b es el mismo que en el d; y en a y e se 
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corrió un concentrado de extractos de parásitos de 6 pacientes, 

rico en esquizontes. 

PMKd • --,. .1 

180-~ 
116_. 
84_:-·-; 
59_.:~ 

48.5_ - , _ 
.., _.. .... ~ 

36.5_ ...._, -26.6_ -• -. '' • -·f, 1 - ~ - --- - • • a b e d 

Figura 4. Extractos de sangre.control (a y e) y sangre infectada 

con P. vivax (b y d) corridos en PAGE-SDS. Teftidos con nitrato de 

plata (a y b); electrotransferidos a papel de nitrocelulosa y 

teftidos con tinta India (e y d). 
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INMUllOGENICIDAD DEL EXTRACTO DE P. vivax.- Los extractos del 

parásito y de sangre normal electrotransferidos a papel de 

nitrocelulosa, se utilizaron para detectar la inmunogenicidad del 

concentrado de P. vivax en animales (ratón y conejo) previamente 

inmunizados, conforme al protocolo descrito en la sección 

anterior. En las figuras 5 y 6 se puede ver que ambas especies de 

animales tuvieron una respuesta inmune hacia protelnas del 

extracto. Para el antlgeno de sangre normal (Fig. 5 y 6, números 

1 y 2) observarnos que hay cierta reactividad de los sueros de 

animales normales (1) contra las bandas de PM: 240, 220, 54, 53, 

50, 22 y 20 kDa. Para este mismo antlgeno los sueros de animales 

inmunes (2) reconocen bandas de 240, 220, 210, 112, 100, 93, 87, 

75, 54, 53, 50, 43, 34 y 22-17 kDa. 

Para el antlgeno de extracto de P. vivax {Fig. 5 y 6, números 

3 y 4) se presentó sólo ligera reactividad con los sueros de 

animales normales (3), hacia las protelnas de 75, 54, 50 y 22 kDa. 

Con este mismo extracto, pero utilizando sueros inmunes de ratón y 

conejo (4), las proteinas reconocidas, eliminando las 

identificadas por los controles, fueron las de PM: 170, 160, 152, 

140, 131, 126, 97, 87, 82, 72, 69, 61, 58, 53, 48, 45, 41, 39, 37, 

33, 29 y 26 kDa. 
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Figuras 5 y 6. Se incubaron sueros de ratones (R) y conejos (C) 

normales (1 y 3) e inmunes (2 y 4) con antigenos de: extracto de 

sangre normal (1 y 2) y de P. vivax (3 y 4), corridos en PAGE-SDS 

y electrotransferidos a papel de nitrocelulosa. 



RESPUESTA INMUNE DE PACIENTES HACIA EL EXTRACTO DE P. vivax .- De 

la misma manera, los extractos del parásito y sangre normal 

electrotransferidos a papel de nitrocelulosa, se incubaron con 

sueros de personas normales y de pacientes seleccionados al azar, 

sin tomar en cuenta edad, sexo o etapa de infección (Fig. 7 y 8). 

En la figura 7 se vé la reactividad de 10 sueros normales 

contra el extracto de sangre normal (A). La mayoria de estos 

sueros reconoció proteinas de PM: 240, 220, 82, 69, 61, 58, 54, 

53, 31, 22, 21, 19 y 18 kDa. Mientras que los mismos sueros 

pero utilizando extracto del parásito (8), reconocen sobre todo 

las proteinas de: 75, 61, 58, 54, 50, 48, 41, 39, 22, 18 y 17 kDa. 

En la figura 8 se observa la reactividad de los sueros de 20 

pacientes hacia proteinas de extracto de sangre normal (A) , la 

mayoria de los sueros reconocieron las proteinas de PM: 240, 220, 

75, 69, 61, 58, 54, 53, 41, 31, 29, 22, 21, 20, 19, 18 y 17 kDa. 

En esta misma figura se puede ver el reconocimiento de proteinas 

del extracto del parásito por sueros de pacientes (B)' hubo 

reacción contra las bandas de PM: 240, 220, 202, 187, 170, 160, 

152, 140, 131, 126, 112, 100, 97, 93, 87, 82, 79, 75, 72, 69, 61, 

58, 54, 53, 48, 45, 43, 41, 39, 37, 34, 33, 32, 31, 29, 26, 25, 

23, 22, 21, 20, 19, 18 y 17 kDa. 
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Figura 7. IET que muestra la reacción de los sueros de personas 

sanas contra extractos de sangre normal (A), y de sangre infectada 

con P. vivax (8). 
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Figura 8. IET que muestra la reacción de sueros de individuos 

infectados contra extracto de sangre normal (A), y de sangre 

infectada con P. vivax (B). 

INHUNOGRAFICAS.- Para el método de Inmunográficas, se elaboraron 
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dos tablas: una de ellas (Tabla I) se hizo con las frecuencias de 

cada banda para las diferentes categorias: extracto de sangre 

normal (cuarta y quinta columnas) e infectada (sexta y séptima 

columnas) como antigeno, incubados con sueros normales (cuarta y 

sexta columnas) y de pacientes (quinta y séptima columnas). La 

otra tabla (Tabla II), se construyó con la resta de frecuencias de 

reactividad de los sueros normales a sueros inmunes utilizando 

como antigenos extracto de sangre normal (cuarta columna) y 

extracto de sangre con parásitos (quinta columna). 

En las figuras 9 y 10 tenemos las inmunográficas de las 

frecuencias de reactividad de sueros normales y de pacientes con 

extracto de sangre normal (Fig. 9, datos tomados de la Tabla I, 

cuarta y quinta columnas) y extracto de sangre infectada (Fig. 10, 

datos de la Tabla I, sexta y séptima columnas). En la figura 11 

hicimos una eliminación de las proteinas de sangre normal 

reconocidas por los sueros en el extracto de sangre infectada, 

para dejar solamente las proteinas del parásito que reaccionaron 

con los sueros normales y de paciente. En la figura 12 graficamos 

la frecuencia de reacción de cada banda de antigeno de extracto de 

sangre infectada con sueros de pacientes, contra la frecuencia 

encontrada en sueros de la misma enfermedad pero contra antigeno 

de extracto de sangre normal, después de restar la reactividad de 

fondo (sueros normales) (Tabla II, cuarta y quinta columnas). La 

figura 13 se construyó de la figura 12, al eliminar las bandas de 

antigenos presentes en extracto de sangre normal, por lo que 

quedaron tan sólo las proteinas propias del parásito. 
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TABLA I 

RESULTADOS DE IET OBTENIDOS CON SUEROS HUMANOS NORMALES Y DE 

PACIENTES· CON sus RESPECTIVAS FRECUENCIAS DE REACTIVIDAD. 

No.de Banda cm PM AB-SN AB-SI P.v-SN P.v-SI 

1 0.75 240 o.a 0,95 o 0.15 

2 0.9 220 0.6 0.95 o 0.15 

3 1.1 202 o o o 0.15 

4 1.3 la7 o o o 0.1 

5 1.6 170 o o o 0.5 

6 l. 75 160 o o o 0.1 

7 1.9 152 o o o 0.3 

a 2.15 140 o o 0.1 0.55 

9 2.3 131 o o 0.1 0.5 

10 2.4 126 o o o 0.5 

11 2.75 112 o o o 0.05 

12 3.2 100 o o o 0.1 

13 3.35 97 o o o o.a 

14 3.6 93 o o o 0.7 

15 3.9 a7 o o o 0.5 

16 4.15 a2 0.3 0.05 o 0.45 

17 4.35 79 o o o 0.35 

la 4.5 75 0.1 0.25 o.a 1 

19 4,7 72 0.1 0.05 0.1 0.9 

20 4.9 69 0.5 0.95 0.1 0.9 

21 5.5 61 o.a 0.95 0.5 0.95 

22 5.65 5a 0.9 1 0.4 0.95 
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No.de Banda cm PM AB-SN AB-SI P. v-SN P.v-SI 

23 6 54 0.5 1 0.4 0.9 

24 6.2 53 1 1 1 1 

2S 6.S 4a o o.os o.s 0.9S 

26 6.a 4S o o.os o 0.45 

27 7.1 43 o o.os o o.as 

28 7.3 41 0.1 0.25 0.3 o.a 

29 7.6 39 o o 0.4 0.9S 

30 1.a 37 o o o o.2s 

31 8.1 34 o o o 0.45 

32 8.2 33 o o 0.1 0.3 

33 a.4 32 o o o 0.1 

34 8.5 31 0.2 0.5 0.1 0.9 

3S 8.9 29 o O.l 0.1 0.4 

36 9.4 26 o o o 0.1 

37 9.6 2S o o o 0.4S 

38 9.a 23 o o o 0.1 

39 10.1 22 l 1 l l 

40 10.3 21 o.s 1 o 0.3 

41 10.S 20 o O.lS o O.SS 

42 10.8 19 0.3 0.2 0.1 0.9 

43 10.9S 18 o.s 0.9S 0.3 o.as 

44 ll.2S 17 o O.lS o.s l 

AB-SN : Frecuencia de reactividad de sueros normales con el 
ant1geno de extracto de sangre normal. 
AB-SI Mismo que anterior, pero con sueros de pacientes.P.v-SN 
Frecuencia de reactividad de sueros normales con el ant1geno de 
extracto de sangre infectada. 
P.v-SI : Mismo que anterior, pero con sueros de pacientes. 
PM, Peso molecular de la banda de reacci6n; cm, distancia 
recorrida por la banda en el papel de nitrocelulosa. 
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TABLA II 

RESTA DE FRECUENCIAS DE REACTIVIDAD POR IET DE LOS SUEROS 

NORMALES A LOS SUEROS INMUNES UTILIZANDO EXTRACTOS DE SANGRE 

NORMAL Y PARASITADA COMO ANTIGENOS, 

No.de Banda cm PM Rl R2 

1 0.75 240 0.15 0.15 

2 0.9 220 0.35 0.15 

3 1.1 202 o 0.15 

4 1.3 1a7 o 0.1 

5 1.6 170 o 0.5 

6 l. 75 160 o 0.1 

7 1.9 152 o 0.3 

a 2.15 140 o 0.45 

9 2.3 131 o 0.4 

10 2.4 126 o 0.5 

11 2.75 112 o 0.05 

12 3.2 100 o 0.1 

13 3.35 97 o o.a 

14 3.6 93 o 0.7 

15 3.9 a7 o 0.5 

16 4.15 a2 -0.25 0.45 

17 4.35 79 o 0.35 

la 4.5 75 0.15 0.2 

19 4.7 72 -o.os o.a 

20 4.9 69 0.45 o.a 

21 5.5 61 0.15 0.45 
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No.de Banda cm PM Rl R2 

22 5.65 58 0.1 0.55 

23 6 54 0.5 0.5 

24 6.2 53 o o 

25 6.5 48 0.05 0.45 

26 6.8 45 0.05 0.45 

27 7.1 43 0.05 0.85 

28 7.3 41 0.15 0.5 

29 7.6 39 o O.SS 

30 7.8 37 o o.2s 

31 8.1 34 o o.4s 

32 8.2 33 o 0.2 

33 8.4 32 o 0.1 

34 8.5 31 0.3 o.a 

3S 8.9 29 0.1 0.3 

36 9.4 26 o 0.1 

37 9.6 2S o 0.4S 

3a 9.8 23 o 0.1 

39 10.1 22 o o 

40 10.3 21 o.s 0.3 

41 10.S 20 O.lS o.s5 

42 10.a 19 -0.1 o.a 

43 10.95 la 0.45 o.55 

44 11.25 17 0.15 0.5 

Rl = Resta de frecuencias de reactividad de sueros normales 
a sueros de pacientes usando extracto de sangre normal. 

R2 = Lo mismo que Rl pero con extracto de sangre con parásitos. 
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EXTRACTO DE SANGRE NORMAL 
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Figura 9. Inmunográfica de frecuencias simples de la reacci6n de 

sueros de personas sanas y de enfermas con extracto de sangre 

normal. Si se divide la gráfica en 4 cuadrantes: en la secci6n 

superior izquierda, se tienen los ant1genos propios 

autoantigénicos en los enfermos;· en la superior derecha, se ven 
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los ant!genos propios autoantigénicos tanto en sanos como en 

enfermos, en la derecha inferior, se observan los ant1genos 

propios autoantigénicos en los sanos, y en la inferior izquierda, 

las bandas poco inrnunogénicas para ambos grupos. 
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EXTRACTO DE SANGRE INFECTADA 
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Fiqura 10. Inmunoqráfica de frecuencias simples de la reacci6n de 

sueros de personas sanas y enfermas, con extracto de sanqre 

'infectada con P. vivax. si se secciona la qráfica en 4 cuadros: 

en el superior derecho, se observan ant1qenos del extracto del 

parásito reconocidos tanto por sanos como por enfermos; en el 
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superior izquierdo, se ven los antigenos inmunogénicos para los 

enfermos, algunos de ellos reconocidos un poco por sueros 

normales; y en el inferior izquierdo se encuentran bandas 

reconocidas preferentemente por enfermos, aunque con baja 

frecuencia. 

En el área sombreada se ven las proteinas 

estadisticamente significativas. 
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EXTRACTO DE Plasmodium vivax. 
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Figura 11. Inmunográfica de frecuencias de reactividad de sueros 

de personas sanas y de enfermas con proteínas de P. vivax. En 

esta gráfica, se eliminaron todas las proteínas de sangre normal 

que aparecieron en la figura 9, considerando que las demás 

proteínas presentes en el extracto de sangre con parásitos (Fig. 
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10) sean de P. vivax. Estas fueron reconocidas con mayor o menor 

frecuencia por los enfermos, y muy poco o nada por los sanos, 

excepto la de 39 kDa reconocida por el 40% de los sanos y el 95% 

de los pacientes, 

Las proteinas cuya frecuencia de reactividad de sueros de 

pacientes con los antigenos de extracto de sangre normal y 

parasitada fueron marcadamente diferentes, se incluyeron en esta 

gráfica por considerarse distintas proteinas o bien, proteinas 

modificadas por la infección. 

Las proteinas estadisticamente significativas se pueden 

apreciar en el área sombreada 
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Figura 12. Graficación de la frecuencia de reacción de cada banda 

de antígeno de extracto de sangre normal con sueros de pacientes 

contra la frecuencia encontrada en sueros de pacientes pero con 

antígeno de extracto de sangre con parásitos, después de restar la 

reactividad de fondo (sueros normales). Se situó cada banda 
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antigénica, en regiones de la gráfica con diferente significado 

inmunológico, ya que se desplazaron algunos puntos dándoles más 

importancia a las proteinas antigénicas en la enfermedad. si se 

divide la gráfica en 2 triángulos trazando una linea que salga del 

origen de los ejes, en el triángulo superior se observan los 

antigenos frecuentemente vistos en el extracto de sangre por los 

pacientes, más no tanto por los normales; y en el triángulo 

inferior se distinguen los antígenos muy vistos por los pacientes 

en la sangre normal, o sea autoantigenos. 

En el área sombreada ~ 
estadisticamente significativas. 

78 

se ven las proteinas 



~ 
~ 1.0 
frl 
LL z 
w 0.8 31 a:: 
(.!) 
z 
c::r 
(f) 

~ 
0.6 

a:: o z - •140,34,25,82 

CD 0.4 131 - 79 

LL 152 

1 37 

~ 0.2 33 

202 a: - 187, 160, 100,32,26,23 

CD 
112 - o 

lL. 0.2 0.4 0.6 o.a 1.0 

F ( Bi ) PAC. - F ( B i ) NORM. SANGRE NORMAL 

Figura 13. Fué construida a partir de la 12 pero descartando las 

proteinas de sangre normal reconocidas por los sueros, para 

observar s6lamente las proteinas del par6sito. 
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ANALISIS ESTADISTICO, 

En el análisis estadistico realizado para cada banda de 

proteina, se obtuvieron diferentes estimaciones de que 

originaron diversos valores-p, como se observa en la siguiente 

tabla (Tabla III) . 

TABLA III 

VALORES-P PARA LA SIGNIFICANCIA DEL MAYOR RECONOCIMIENTO DE 

LA PROTEINA POR LOS PACIENTES Y ESTIMACIONES DE 1/1 OBTENIDAS 

PARA CADA UNA DE LAS BANDAS DE PROTEINA, 

No. de Banda PM 
"' 

valor-p 

1 240 4.75 0.72 

2 220 12. 67 0.88 

3 202 1 0.28 

4 187 1 0.43 

5 170 1 º·ºº* 
6 160 1 0.43 

7 152 1 0.06 

8 140 1 0.02 

9 131 1 0.04 

10 126 1 0.00 

11 112 1 0.66 

12 100 1 0.44 

13 97 1 o.oo 

14 93 1 0.00 

15 87 1 o.oo 
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No. de Banda PM valor-p 

16 82 0.12 o.oo 

17 79 1 0.04 

18 75 J 0.34 

19 72 0.47 o.oo 

20 69 19 0.32 

21 61 4.75 0.26 

22 58 4.44 0.13 

23 54 40 0.96 

24 53 n.d n.d 

25 48 1.05 0.01 

26 45 1.05 0.01 

27 43 1.05 o.oo 

28 41 J 0.20 

29 39 1 o.oo 

JO 37 1 0.11 

31 34 1 0.01 

32 33 1 0.23 

33 32 1 0.44 

34 31 4 0.01 

35 29 2.22 0.36 

36 26 1 0.44 

37 25 1 0.01 

. 38 23 1 0.44 

39 22 n.d n.d 
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No. de Banda PM valor-p 

40 21 40 0.90 

41 20 3,53 0.09 

42 19 0.58 o.oo 

43 18 19 0.85 

44 17 3,53 0.05 

n.d = no se determinaron 

* = todo en 2 decimales 

El ~ es el evaluado con la sangre normal y el valor-p es la 

la significancia observada en los resultados en el extracto de 

sangre con parásitos. 

~ = 1 se tomó cuando la proteina no fué reconocida en el extracto 

de sangre normal. ver anexo # 2. 
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Estos resultados nos permitieron clasificar las bandas de 

protelna en 4 grupos, aquellas en las cuales la diferencia entre 

la reactividad de sueros de pacientes a proteinas de extracto de 

sangre parasitada con respecto a los sueros de individuos normales 

fue, muy significativa, significativa, medianamente significativa 

y no significativa; habiendo tomado en cuenta las proporciones 

observadas de reactividad en esas mismas bandas para sangre 

normal. 

grupos. 

En la siguiente tabla (Tabla IV) podemos ver los 4 

TABLA IV 

CLASIFICACION DE LAS BANDAS DE PROTEINA DE ACUERDO A SU 

GRADO DE SIGNIFICANCIA. 

valor-p grado de signif icancia PM 9 kDa de las protelnas 

< .01 muy significativa 170, 126, 97, 93, 87, 82, 72, 

43, 39, 19. 

<.05 significa ti va 140, 131, 79, 48, 45, 34, 31, 

25. 

<0.1 medianamente significativa 152, 20, 17. 

>0.1 no significativa 240, 220, 202, 187, 160, 112, 

100, 75, 69, 61, 58, 54, 53, 

41, 37, 33, 32, 29, 26, 23, 

22, 21, 18. 

OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.- Se llevaron a cabo 6 

fusiones y se obtuvieron 21 hibridomas (Tabla VI). 
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TABLA v. ENSAYO DE CLONAS QUE REACCIONAN CON PlasmodilDll. 

#F Hibridoma Clona IFA EL ISA "Punto" Ig Clase/ 

b a P. ¡r P.f P.v P.f P.v P.f Subclase 

F6 2G2 es ++ 0.11 +++ ICJGl 

F6 SF2 83 ++ ++ IgG 

F6 2C12 E3 ++ + IgG 

F4 1E6 AS ++ 0.16 + + IgGl 

F4 3811 A2 ++ + IgGl 

FS 402 HB ++ 0.35 + IgGl 

F6 2C6 Gll ++ IgG 

F3 3E3 A2 + + ICJG 

F2 189 C2 + IgG 

Fl ISC9 Al + 

FS 4F7 AS + 0.12 

F6 10E6 C4 + 0.2 IgG 

F4 3D2 + 0.13 ICJG 

F6 1810 + 0.21 

F4 3012 + ICJG 

F4 2A8 + + IgG 

Fl I9F9 C6 + + 

F2 409 81 + + IgG 

Fl SSA3 83 + + 

FS 2G7 E7 + + 0.22 0.96 ++ +++ IgG 

a P. v, P.vivax P.f, P. falciparum. 

b #F, Nümero de fusión 
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Los anticuerpos monoclonales de referencia se probaron por 

ELISA e IFI. Sólo uno de ellos, el 4Cl2.BlO, reaccionó por ELISA 

con el extracto de P. vivax. 

vivax. 

Por IFI todos reaccionaron con P. 

IFI.- Por IFI, 15 anticuerpos mostraron una reacción positiva 

especifica contra P. vivax y 5 reaccionaron tanto con P. vivax 

como con P. falciparum (Tabla V). En todos los casos, la 

fluorescencia observada fue bien definida y brillante. Los 

patrones de IFI fueron los siguientes (Fig. 14): (i) contra la 

superficie de todos los eritrocitos infectados con Plasmodium, se 

observa una inmunofluorescencia intensa y heterogénea, la 

presentaron los anticuerpos 2G2C5, 5F2B10, 1E6C5, 402HB, 3012, 

I5C9Al, 4F7A5, 3H11A2, I9F9D3 y S5A3B3; (ii) también es contra la 

superficie de todos los eritrocitos parasitados, pero es punteada, 

moteada, sólo el hibridoma 2C12E3 reaccionó de esta manera, se 

observaron preparaciones de 2 pacientes con éste anticuerpo; en el 

primero se observan de 2 a 5 puntos gruesos o granos definidos en 

cada célula infectada, mientras que en el otro paciente se observa 

un punteado fino en toda la superficie del eritrocito infectado; 

(iii) fluorescencia especifica de los parásitos, es heterogénea e 

intensa y reacciona con todos ellos, este patrón lo presentaron 

los anticuerpos monoclonales 1B9C2, 10E6C4 y 40981; y (iv) este 

tipo de reactividad es similar al anterior, pero sólo fluorescen 

de un 10 a un 30% de los parásitos, los anticuerpos 2C6Gll, 3E3Al 

y 2AB reconocieron al parásito de esta manera. 

Estos resultados se pueden resumir en la siguiente tabla 

(Tabla VI). 
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TABLA VI 

CLASIFICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-Plasmodium 

DE ACUERDO A SU PATRON DE IFI. 

PATRON DE IFI 

i 

ii 

iii 

iv 

HIBRIDOMAS 

2G2C5, 5F2B10, 1E6C5, 4D2H8, 

3D12, I5C9Al, 4F7A5, 3H11A2, 

I9F9D3, S5A3B3, 3D2. 

2C12E3 

189C2, 10E6C4, 4D9Bl. 

2C6Gll, 3E3Al, 2A8. 

Figura 14. Patrones de tinci6n en la prueba de IFI producidos por 

los anticuerpos monoclonales de los diferentes grupos (i, ii, iii 

y iv), control negativo (v) (sobrenadante de SP2/0, y control 

positivo (vi) (suero de rat6n inmune], en formas parasitarias 

intraeritroc1ticas de Plasmodium vivax (preparaciones secadas al 

aire). Las fotograf1as (aumento 600x) fueron tomadas en campo 

claro y oscuro para evidenciar la localización del parásito. 
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RESULTADOS EN EL ENSAYO DE ELISA. - Por ELISA (Tabla V), 7 

anticuerpos monoclonales (2G2C5, 1E6C5, 4D2H8, 4F7A5, 10E6C4, 302, 

1810) reaccionaron espec1ficamente con P. vivax, con lecturas de 

densidad óptica de o. 1 a o. 3 5, mientras que sólo un anticuerpo 

(2G7E7) reaccionó con P. vivax y P. falciparum, mostrando lecturas 

de 0.22 y 0.96 respectivamente. Este último anticuerpo, por IFI 

también mostró la misma especificidad (Tabla V) • Las lecturas del 

ELISA de los monoclonales que se obtuvieron (densidad óptica 

o .1-0. 3) fueron más bajas que la del monoclonal de referencia, 

4Cl2.Bl0 (O.O= 1). 

RESULTADOS DEL ELISA DE "PUNTO".- Con el propósito de mejorar el 

ensayo anterior en cuanto a su sensibilidad, se ensayó la prueba 

de ELISA de "punto". se estandarizó la metodologia y la mayoria 

de los anticuerpos que utilizamos hablan presentado alta 

reactividad por IFI. Se ensayaron nueve anticuerpos monoclonales 

(Fig. 15), de los cuales ocho reaccionaron positivamente; seis 

fueron espec1ficos para P. vivax y dos cruzaron con P. 

falciparum. Se incluyeron como controles negativos: diluyente, 

suero normal de ratón, anticuerpo monoclonal anti-E. histolytica 

(Fig. 15: 1, 3, 4), y como controles positivos: anticuerpo 

monoclonal de referencia anti-P. vivax (4Cl2.BlO) (Fig. 15: 2) y 

un suero de ratón inmunizado con el extracto crudo de P. vivax 

(Fig 15: 5). A diferencia de los controles positivos, los 

negativos no presentan reactividad. En todos los casos, los 

monoclonales ensayados y los controles negativos no reaccionaron 

con el extracto de sangre normal AB Rh positiva (Fig. 15: C), lo 
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cual difiere de lo observado con el suero policlonal del ratón 

inmune (Fig 15: e, 5), que como ya se indicó, se inmunizó con un 

extracto. de P. vivax contaminado con eritrocitos. Al ensayar 

estos anticuerpos monoclonales contra P. falciparum, se observó 

con 6 de ellos una reacción especifica hacia P. vivax y con los 

otros 2, reactividad con ambas especies de Plasmodium. 

Cuando comparamos los resultados obtenidos por ELISA y por 

ELISA de "punto" (Tabla V), cuatro de ellos fueron positivos con 

ambas pruebas, mientras que los otros cuatro sólo dieron positivo 

con el ELISA de "punto". Además, un anticuerpo monoclonal, el 

1E6C5, que mostró ser especifico a P. vivax por ELISA e IFI; en 

ELISA de "punto" reaccionó también con P. falciparum. 
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Figura 15. ELISA de "punto" de sobrenadante de SP2/0 (1) ¡ 

anticuerpo monoclonal de referencia 4C12.Bl0 (2); anticuerpo 

monoclonal anti-amiba (del laboratorio del Dr. Librado 
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Ortiz-ortiz) (3); suero normal de ratón diluido 1:200 (4); suero 

inmune de ratón diluido 1:200 (5); sobrenadantes de los hibridomas 

anti-Plasmodium: 2G2C5, 5F2B3, 2Cl2E3, 1E6A5, 3HllA2, 402H8, 

JE3Al, 2G7E7, 2C6Gll (6-14). En todos los casos, se probaron 

extractos de sangre normal AB Rh positiva (C); P. vivax (P.v) y P. 

falciparum (P.f). 

Como se puede ver en las Tablas V y VI, y en la figura 14, 

en la primera ·fusión, se obtuvieron 3 anticuerpos monoclonales 

negativos por el ensayo de ELISA y cuyo patrón de IFI es contra la 

superficie de eritrocito. Los 2 anticuerpos monoclonales 

producidos en la segunda fusión, tampoco reaccionaron en ELISA y 

por IFI reconocieron al parásito. En la tercera fusión el 

anticuerpo monoclonal obtenido, por IFI reconoce sólo a un 

porcentaje de los parásitos. Se produjeron en la cuarta fusión 5 

anticuerpos monoclonales, 2 de ellos positivos en ELISA y 4 de 

ellos por IFI reconocieron superficie de eritrocito infectado; por 

el ensayo de ELISA de "punto" dieron positivo 2 de ellos. En la 

quinta fusión, se obtuvieron 3 anticuerpos, todos ellos 

reaccionaron en ELISA, por IFI 2 de ellos reconocieron superficie 

de eritrocito infectado y en ELISA de "punto" 2 dieron positivo. 

Por último, en la sexta fusión, se obtuvieron 5 anticuerpos 

monoclonales, 3 de ellos reaccionaron por ELISA, en IFI 

reconocieron algunos de ellos superficie de eritrocito infectado y 

otros el parásito. Por ELISA de "punto" 3 de ellos resultaron 

positivos. 
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CLASE y SUBCLASE DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES. - La clase y 

subclase de algunos de los anticuerpos monoclonales tipificados, 

correspondió en todos ellos a la clase IgG, y de estos, cuatro 

han sido clasificados como IgGl (Tabla V). 

IET.- Por la prueba de IET, se probaron varios anticuerpos 

monoclonales; sin embargo, sólo se obtuvo reactividad en 7 de 

ellos (Fig. 16), con proteinas de P. vivax. En la figura 16 se 

observa el reconocimiento de bandas de antigenos de P. vivax, 

incluyendo siempre el respectivo control de extracto de sangre 

normal. Asi es como se puede ver que los anticuerpos monoclonales 

5F2BJ y 2G2C5 (a, b, e, d), al haberse probado en 2 corrimientos 

con antigenos diferentes (se explica la diferencia en la figura), 

reaccionaron con una proteina de aproximadamente 20-25 kDa; a su 

vez JH11A2 (e), reconoció una banda de alrededor de 45 kDa; 402H8 

(f) reaccionó con 2 bandas, una de 20 y otra de 80 kDa; 1E6C5 (g) 

identificó proteinas de alrededor de 20, 45 y 85 kDa, 

de manera más sobresaliente la de 45 kDa; 2Cl2EJ (h) y JEJA2 (i) 

reconocieron una proteina de aproximadamente 85 kDa. Estos 

resultados se sumarizan en la Tabla VII. 
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anticuerpos monoclonales 

anti-Plasmodium por IET contra los extractos de sangre normal AB 

Rh positiva (carril izquierdo) y el de P. vivax (carril derecho). 

Los ant!genos de a y b corresponden al extracto obtenido de la 

sangre de un paciente y de c a i es la suma de concentrados de 6 

pacientes. a y e: 5F2B3; b y d: 2G2C5; e: 3HllA2; f: 4D2H8; 

g:1E6A5; h: 2C12E3 e i:3E3A2. 
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TABLA VII 

PROTEINAS DEL EXTRACTO DE P. vivax RECONOCIDAS POR LOS ANTICUERPOS 

MONOCLONALES, 

HIBRIDOMA PROTEINA P. vlvax (kDa) 

2G2C5 20-25 

5F283 20-25 

4D2H8 20 y 70-80 

3H11A2 45 

1E6A5 20, 45 y 85 

2C12E3 85 

3E3A2 85 
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D I S C U S I O N 

El objetivo de este estudio, fue de estudiar la respuesta 

inmune de un grupo de enfermos de malaria hacia P. vivax, 
determinar las proteínas del parásito importantes en el 

diagnóstico, contribuir en la caracterización antigénica del 

perfil protéico de P. vivax en nuestro país y producir anticuerpos 

monoclonales que puedan ayudar al estudio más profundo de los 

antígenos relevantes del parásito y al desarrollo de métodos 

diagnósticos. 

Se analizó la respuesta inmune de un grupo de sueros de 

enfermos de paludismo del sureste del país (en Tapachula, 

Chiapas), a 1 as proteínas de una mezcla de extractos de P. 

vivax locales(Figs. 7 y 8). El perfil proteinico de esta mezcla de 

extractos de P. ·vivax fue previamente analizado (Fig. 4). se 

determinó también la respuesta inmune de animales inmunizados con 

P. vivax (Figs. 5 y 6), y se observó que fue similar a la 

encontrada en humanos. Esta información contribuye al 

conocimiento de la respuesta inmune que se despierta durante la 

infección con P. vivax contra estadios intraeritrociticos, y al 

conocimiento de los antígenos reconocidos con mayor o menor 

frecuencia. Todos ellos importantes para hacer una 

caracterización antigénica de algunos extractos de P. vivax 

obtenidos en el sureste de México; y aquellos identificados por la 

mayoría de los pacientes, útiles para el diagnóstico de la 

enfermedad. 

Los anticuerpos monoclonales que se produjeron contra el 

parásito reconocieron diversas proteínas de aproximadamente 20, 40 

y 80 kDa, de PM (Fig. 16). Por el método de IFI dichos 

anticuerpos interactuaron con el parásito o con proteinas de la 
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superficie de eritrocito infectado (Fig. 14). Varios anticuerpos 

reaccionaron por el metodo de ELISA de "punto" contra el extracto 

del parásito, con diferente intensidad (Fig. 15). Estos 

anticuerpos constituyen herramientas útiles para estudiar de 

manera más detallada los antígenos del parásito y para implementar 

nuevos métodos diagnósticos. 

En los ensayos realizados para determinar el perfil 

proteínico del extracto de P. vivax (Fig. 4), entre las proteínas 

del extracto normal (Fig. 4 a y e) la mayoría de ellas 

corresponden a proteínas de eritrocito ya caracterizadas; entre 

las que se destacan: la espectrina, proteína periférica y de 

citoesqueleto compuesta por 2 péptidos de 240 y 220 kDa (3, 26, 

47, 162, 167 a); la banda 3, que es una proteína integral 

involucrada en el transporte de iones, de PM 90-100 kDa (3, 47, 

162, 167 a); las glicoforinas A, B y e o sialoglicoproteínas, 

cuyos PM van de 30-50 kDa (162, 167 a); la banda 4.1, componente 

de citoesqueleto que se une a la espectrina cerca del sitio de 

unión de actina y cuyo PM oscila entre 78 y 88 kDa ( 3, 4 7, 162, 

167 a); la banda 4.2, de PM@ 72-76 kDa (3, 162); la banda 4.5, 

que interviene en el transporte de glucosa y cuyo PM fluctúa 

alrededor de 70 kDa ( 162) ; la banda 4. 9, que es componente de 

citoesqueleto y tiene un PM de@ 60 kDa (47); la actina, proteína 

de citoesqueleto y periféfica en la superficie interna de la 

membrana, también conocida como banda 5, de PM 42-48 kDa (3, 47, 

162, 164, 167 a); la banda 6 o gliceraldehido-6-fosfato 

deshidrogenasa, de PM@ 35 kDa (3, 162); la banda 7, cuyo PM es de 

@ 20 kDa (162, 16 a); y la banda 8 de alrededor de 23 kDa (16 a). 
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Como se puede ver en la figura 4, en el extracto de sangre 

con parásitos (Fig 4 b y d) hay un número mayor de bandas, con 

respecto a las observadas en el extracto de sangre normal, y entre 

éstas, la mayoria relacionables con las proteinas de eritrocito 

anteriormente descritas. Es muy factible que las bandas 

adicionales correspondan a proteinas de P. vivax, como lo son las 

de PM: 202, 180, 160, 131, 116, 112, 108, 93, 72, 64, 58, 37, 34, 

33, 26 y 20 kDa. Las proteínas de 180, 131, 116, 37, 34 y 33 no 

han sido descritas por otros autores. La de 202 kDa puede 

corresponder al antigeno de superficie de merozoito (14, 32, 171); 

la de 160 kDa a un antígeno de rodopcito (4, 14); las de 112 y 64 

kDa a proteínas de superficie de eritrocito infectado (169), la de 

108 a antígeno de esquizonte (4); las de 93 y 72 kDa a antígenos 

de complejos vesiculares ca veo lares ( 4, 14, 75) ; la de 58 a un 

antígeno compartido por estadios sexuales y asexuales (29); la de 

26 a un antígeno estructural del parásito (169)¡ y la de 20 kDa a 

un antígeno compartido entre el gameto femenino y las formas 

asexuales del parásito (134). Todos ellos identificados por 

anticuerpos monoclonales. 

Dadas las limitaciones de esta metodología, estas 

observaciones no nos dan información concluyente; sin embargo, por 

los ensayos de IET con sueros inmunes de animales y humanos, fue 

posible determinar con mayor certeza las proteínas 

correspondientes a P. vivax. 

En esta parte del trabajo sólo se pudo ver a grandes rasgos 

la compleja composición proteínica del extracto de P. vivax 

obtenido de un grupo de pacientes de Tapachula, Chiapas. Cabe 

agregar que nuestras observaciones inherentes a la presencia de 
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proteinas de eritrocitos en el extracto de 

corroboran lo reportado por numerosos autores 

164), validando así, la metodología empleada 

presente estudio. 

sangre control, 

(3, 26, 47, 162, 

a lo largo del 

En los estudios de la respuesta inmune de pacientes hacia las 

proteínas de P. vivax por IET, se pudo ver en el control de sangre 

normal como antígeno (Fig. 9), una reactividad tanto de sueros 

sanos, como de enfermos a varios antígenos propios; de PM: 54, 21, 

69, 18, 220, 240, 61, 58, 53 y 22 kOa. La mayoría de ellos 

corresponden a proteínas de eritrocitos descritas anteriormente, 

parece ser que particularmente las proteínas de 54, 21, 69, 18 y 

220 kDa despertaron una respuesta de anticuerpos mayor durante la 

enfermedad, tal vez debido a la activación policlonal o a la 

formación de anticuerpos anti-eritrocitos como se comentó en el 

anexo #1. 

Con el objeto de reducir el fondo o reacción inespecíf ica de 

los sueros contra proteínas de los sueros contra prote1nas de 

sangre normal, se hicieron ensayos de adsorción, incubando con 

sangre normal los sueros inmunes y normales previamente a su 

ensayo por IET. Sin embargo no se observaron mejorlas, tal vez 

debido a que tan solo se pudieron adsorber los anticuerpos contra 

prote1nas de superficie de eritrocito y los anticuerpos que 

quer1amos eliminar estaban dirigidos contra proteínas integrales 

de membrana y de citoesqueleto del glóbulo rojo. 

En las proteínas de extracto de sangre con parásitos 

inmunogénicas para los enfermos (cuadrante superior izquierdo de 

la figura 10), se puede advertir, que las proteínas del parásito 

103 



de incidencia significativa, son las reconocidas por un 30-50% de 

los pacientes mas no por los normales; por un 50-95% de los 

enfermos y un 10% de los sanos y por un 95-100% de los infectados 

y hasta un 50% de los normales. Lo anterior se observa con mayor 

claridad en la figura 11. 

Las proteínas de P. vivax inmunogénicas para los pacientes, 

fueron las bandas de PM: 17, 48, 39, 72, 31, 19, 43, 97, 93, 20, 

140, 170, 126, 87 y 131 kDa (se observan en el cuadrante superior 

izquierdo de la figura 11). Todas ellas resultaron significativas. 

En el cuadrante inferior izquierdo de esta figura, se pueden ver 

varias proteinas que a pesar de haber sido identificadas con baja 

frecuencia por los sueros de los pacientes, no fueron 

identificadas por los sueros normales, por lo que nos pueden 

hablar de antígenos específicos de P. vivax. No obstante, de 

estas proteínas, sólo resultaron significativas las de PM 82, 45, 

34, 25, 79 y 152 kDa, reconocidas por un 30-50% de los pacientes, 

mas no por los sanos. Cabe seftalar, que algunas proteínas del 

parásito (PM:17, 19, 20, 31, 43, 45, 48, 72 y 82 kDa) a pesar de 

estar presentes como antígenos de sangre normal (Fig. 9), al 

realizar la inmunográfica de resta de frecuencias (Fig. 12), se 

desplazaron hacia zonas de mayor reconocimiento específico por 

sueros de pacientes. 

hace manifiesto que 

Además al comparar las figuras 9 y 10, s~ 

estas proteínas pasan de menor a mayor 

frecuencia de reacti vidad con sueros de pacientes cuando usamos 

extracto de sangre normal y extracto de sangre parasitada, por lo 

que pensamos que pueda tratarse de proteínas diferentes, es decir, 

de sangre normal y del parásito que estén migrando a la misma 

distancia en el corrimiento ·electroforético, o bien, que sean 
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de incidencia significativa, son las reconocidas por un 30-50% de 

los pacientes mas no por los normales; por un 50-95% de los 

enfermos y un 10% de los sanos y por un 95-100% de los infectados 

y hasta un 50% de los normales. Lo anterior se observa con mayor 

claridad en la figura 11. 

Las proteinas de P. vivax inmunogénicas para los pacientes, 

fueron las bandas de PM: 17, 48, 39, 72, 31, 19, 43, 97, 93, 20, 

140, 170, 126, 87 y 131 kDa (se observan en el cuadrante superior 

izquierdo de la figura 11). Todas ellas resultaron significativas. 

En el cuadrante inferior izquierdo de esta figura, se pueden ver 

varias proteinas que a pesar de haber sido identificadas con baja 

frecuencia por los sueros de los pacientes, no fueron 

identificadas por los sueros normales, por lo que nos pueden 

hablar de antigenos especificos de P. vivax. No obstante, de 

estas proteinas, sólo resultaron significativas las de PM 82, 45, 

34, 25, 79 y 152 kDa, reconocidas por un 30-50% de los pacientes, 

mas no por los sanos. Cabe sefialar, que algunas proteinas del 

parásito (PM:17, 19, 20, 31, 43, 45, 48, 72 y 82 kDa) a pesar de 

estar presentes como antigenos de sangre normal (Fig. 9), al 

realizar la inmunográfica de resta de frecuencias (Fig. 12), se 

desplazaron hacia zonas de mayor reconocimiento especifico por 

sueros de pacientes. Además al comparar las figuras 9 y 10, se 

hace manifiesto que estas proteinas pasan de menor a mayor 

frecuencia de reactividad con sueros de pacientes cuando usamos 

extracto de sangre normal y extracto de sangre parasitada, por lo 

que pensamos que pueda tratarse de proteinas diferentes, es decir, 

de sangre normal y del parásito que estén migrando a la misma 

distancia en el corrimiento · electroforético, o bien, que sean 
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proteinas de sangre normal que hayan sido modificadas durante la 

infecci6n. También el análisis estadistico apoya la importancia 

de estas bandas, ya que todas ellas resultaron significativas. 

En la figura 12, se advierte el desplazamiento que tuvieron 

varias proteinas como las de PM 17, 48, 39, 72 y 19 kDa, hacia 

zona de mayor especificidad de reconocimiento por sueros de 

pacientes. En la figura 13 se puede ver con mayor claridad los 

antigenos del parásito en su nueva ubicación en la inmunográf ica y 

el área que comprende las proteinas significativas 

estadisticamente. 

Conjuntando las valoraciones de los resultados que nos dán 

tanto el método de inmunográficas (Figs. 9-13) como el análisis 

estadistico (Tablas III y IV), podemos concluir que: por su alta 

frecuencia y significancia, la detección de los antigenos de PM 

72, 31, 19, 43, 97 y 93 kDa, pudiera ser útil en el diagnóstico de 

la enfermedad, ya que son proteinas reconocidas por la mayoria de 

los pacientes, y muy poco, o nada, por los sanos. Por otro lado, 

hay un grupo importante de antigenos, que aunque algunos de ellos 

no fueron identificados frecuentemente por pacientes, por su 

significancia son relevantes; ellos son, de mayor a menor grado de 

significancia, las proteinas de PM: 170, 126, 87, 82, 39, 140, 

131, 79, 48, 45, 34, 25, 152, 20 y 17 kOa. 

De todos estos antigenos de P. vivax identificados por los 

sueros de pacientes, la mayoria de ellos ya han sido descritos en 

lo referente a su reactividad con anticuerpos monoclonales. Los 

de 170 y 140 kDa corresponden a antigenos de superficie de 

merozoito y esquizonte (14), los de 43, 45, 97 y 82, corresponden 

a proteinas estructurales del parásito {169), los de 48, 87 y 39 
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kDa, son antígenos de superficie de eritrocito infectado (169), el 

de 31 kDa se ha encontrado en hendiduras de eritrocito infectado 

(14, 75), los de 93, 72, i5 y 20 kDa fueron descritos en la 

sección anterior de discusión de resultados del perfil protéico 

del parásito. Los antígenos de 152, 131, 126, 79, 34 y 19 kDa no 

han sido reportados por otros autores. 

Tal vez, las vacunas más efectivas y prácticas, pudieran 

elaborarse utilizando antígenos blanco cuya función sea critica 

para la sobrevivencia del parásito y es probable que la respuesta 

inmune inducida por estos antígenos durante la infección natural 

no sea muy elevada. Desde este enfoque el grupo de proteínas de 

P. vivax que fueron reconocidas con baja frecuencia por los 

pacieni:.es pudieran ser de gran importancia·. Sin embargo, para 

determinar cuáles de éstos antígenos podrían ser útiles para 

vacunación, hacen falta más estudios. En estos estudios habría 

que utilizar un mayor número de sueros, sueros de personas 

protegidas y extractos del parásito de diferentes zonas del pais. 

El estudio de la respuesta inmune de los pacientes incluidos 

en este trabajo, es limitado ya que los sueros fueron tomados 

durante la infección activa, lo que indica que el paciente no 

habla montado una respuesta inmune completa y que parte de los 

anticuerpos podian haberse adsorbido por antígenos circulantes. A 

pesar de que se utilizaron sueros de individuos que presentaban 

tanto respuesta inmune primaria como secundaria, no se observaron 

diferencias en el reconocimiento de antígenos del parásito entre 

los dos grupos. 

concretando, 

respuesta inmune 

esta parte del estudio nos ayudó a conocer la 

hacia P. vivax de un grupo de pacientes de 
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Tapachula, Chiapas. 

En los estudios de IET para identificar las proteinas de P. 

vivax que despertaron respuesta inmune via inmunización, en 

animales de experimentación (conejo y ratón) (Fig. 5 y 6), se pudo 

ver que eran las mismas que resultaron antigénicas para los 

humanos. Sin embargo, dentro de las proteinas antigénicas para 

los animales encontramos 2 grupos de proteinas que no habian sido 

significativas en humanos. El primer grupo fueron proteinas 

encontradas en el control de sangre normal, de PM: 29, 41, 53, 58, 

61 y 69 kDa. Y el segundo grupo fueron proteinas que habian sido 

reconocidas con muy baja frecuencia por los sueros de los 

pacientes, de PM: 2 6, 3 3, 3 7 y 160 kDa. Estos dos grupos de 

proteinas no aparecieron en los controles negativos (Fig. 5 y 6) 

de los animales, y como el número de muestras fue demasiado 

limitado y mucho menor en comparación con el ensayo realizado con 

sueros humanos, no se puede sugerir que se trate de prote.inas que 

se hayan vuelto inmunogénicas mediante manipulación (inclusión de 

adyuvantes) en animales de experimentación. 

En esta sección, nos concretamos a decir que la respuesta 

inmune inducida en conejo y ratón con un extracto de P. vivax es 

similar a la encontrada en un grupo de enfermos. 

El hecho de tener un extracto capaz de despertar una 

respuesta inmune en el ratón, nos permitió la producción de 

anticuerpos monoclonales, que de otra manera no se hubiera podido 

lograr. 

Al parecer, las fusiones que dieron mejor rendimiento, fueron 
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la cuarta y la sexta (Tabla V), ya que para el ensayo de ELISA 

hubo mayor reactividad de los anticuerpos, y por IFI, se 

observaron más patrones de inmunofluorescencia (Fig. 14). Los 

protocolos de inmunización son diferentes para las diversas 

fusiones, sin embargo, algo que si pudimos constatar, fué que el 

último reto por via intraesplénica ayudó mucho a potenciar la 

respuesta inmune. 

La mayoria de los anticuerpos monoclonales obtenidos 

reaccionaron por IFI únicamente con P. vivax, aunque 5 de ellos 

reconocieron tanto a P. vivax como a P. falciparum (Tabla V). 

Los patrones de inmunofluorescencia obtenidos nos indican que 

la mayoría de los anticuerpos monoclonales van dirigidos hacia 

epitopes de proteina de superficie de eritrocito infectado con 

Plasmodium (Tabla VI). El primero de los patrones (i) (Fig. 

14), en el cual fluoresce la superficie de todos los eritrocitos 

infectados de manera heterogénea , resultó comparable con algunos 

patrones ya observados (7, 96). En los trabajos de Barnwell {96), 

se localiza este tipo de inmunofluorescencia en las hendiduras 

del eritrocito infectado y lo definen como un antigeno del 

parásito de aproximadamente 28 a 31 kDa, datos que coinciden con 

los nuestros, ya que los anticuerpos monoclonales que agrupamos 

en esta categoria, reconocieron antigenos del parásito de @ 20, 40 

y 80 kOa (Fig. 16, Tabla VII). El patrón (ii) de IFI (Fig. 14), 

parece marcar en el caso del aislado de uno de los pacientes, los 

puntos de "SchUfner", dado que se observó un moteado fino, como ya 

ha sido descrito (14, 29, 96, 169, 171), sin embargo la IFI 

presentada con el aislado del otro paciente con el mismo 

anticuerpo, se restringió a menos puntos, aunque un poco más 
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grandes y densos. Udagama (171) y Mendis (169) describen este 

último patr6n, pero con puntos finos además de los puntos gruesos; 

Udagama ( 171) menciona el momento diferente de desarrollo del 

pareisito, es decir, que en el primer tipo de fluorescencia el 

trofozoito este\ menos maduro. Matsumoto (96) observa el primer 

tipo de fluorescencia y lo atribuye a una proteina del parásito de 

95 kDa, lo cual coincide con nuestros resultados de IET con este 

anticuerpo, en los que se reconoció una proteina de P. vivax de 

aproximadamente 85 kDa (Fig. 16). En el patrón (iii) (Fig. 14), 

los anticuerpos van dirigidos precisamente hacia el parásito y 

reaccionan con el 100% de ellos. En ensayos de IET, no se 

observó reactividad de estos anticuerpos con el extracto del 

pareisito. otros grupos de investigadores han observado también 

este tipo de inmunofluorescencia (29, 96, 169). En el patrón (iv) 

( Fig. 14) , la reacti vi dad fue similar a la anterior, ya que los 

anticuerpos se unieron al parásito; sin embargo, solo reaccionaron 

con un 10-30% de ellos. Es posible que se trate de algún 

antigeno del parásito que sea estadio especifico, sin embargo 

resulta prematuro emitir consideraciones a este respecto hasta no 

realizar estudios que lo confirmen. Uno de los anticuerpos 

agrupados en esta categoria, por IET reconoció una proteina de 

aproximadamente 85 kDa (Fig. 16). Estos datos nos permiten 

concretar la presencia de antigenos de aproximadamente 20, 40 y 80 

kDa que el parásito exporta a la superficie del eritrocito 

infectado y otra proteina de @ 85 kDa propia de los parásitos y 

presente en s6lo algunos de ellos. 
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En los ensayos de IET (Fig. 16), los anticuerpos monoclonales 

2G2C5 y 5F2B3, reconocieron a un antígeno de 20-25 kDa, mientras 

que el 402H8 identificó 2 proteínas, una de 20 y otra de 70-80 

kDa. El 3HllA2 reaccionó con la banda de 45 kDa; el 1E6A5 se unió 

a 3 proteínas de @ 20, 45 y 85 kDa, en tanto que el 2Cl2E3 y el 

3E3A2, reconocieron una proteína de @ 85 kDa, aunque sus patrones 

de IFI parecen indicar que se trata de antígenos diferentes. 

El hecho de que algunos anticuerpos monoclonales reconocieron 

protelnas de varios pesos moleculares puede deberse a una 

degradación del extracto, o bien a la presencia de antígenos de 

reacción cruzada debido a epítopes compartidos por diferentes 

protelnas (5, 171). 

La falta de reconocimiento de proteínas del parásito por 

varios de los anticuerpos monoclonales pudiera explicarse por el 

tratamiento del antlgeno para este ensayo, que difiere mucho .del 

manejo que se les dá a las muestras en la prueba de IFI, es decir, 

en IET interviene calor, detergentes, y otros factores; además hay 

que considerar la conformación espacial del antígeno. Para 

descartar la posibilidad de que fueran epltopes afectados por las 

condiciones de reducción por ~-mercaptoetanol, se corrieron geles 

sin este reductor y no se observaron diferencias. 

Hay varias protelnas de P. vivax identificadas por los sueros 

de pacientes en IET y cuyos PM se aproximan a los pesos de los 

antígenos reconocidos por los anticuerpos monoclonales. Estas 

proteínas son, las de PM: 87, 82, 72, 43, 19, 79, 45, 25 y 20 kDa, 

cabe seftalar que los antlgenos de 43 y 19 kDa son algunas de las 

proteínas que consideramos relevantes para el diagnóstico de la 

enfermedad. 
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Por otro lado, el ensayo de ELISA que utilizamos para 

analizar los sobrenadantes de los hibridomas, dió una reacción 

positiva y bien definida con uno de los monoclonales de referencia 

(4C12.810), sin embargo, con los otros cuatro anticuerpos no 

reaccionó. Los monoclonales obtenidos en este estudio, mostraron 

lecturas bajas (O.o. o.1-0.3) (Tabla V). Para descartar que en 

algo estuvieran interfiriendo el detergente (Tritón lOOx) o la 

sonicación en el tratamiento del antígeno, se realizaron ensayos 

descartando estas condiciones, sin obtener mejoría alguna. Con 

el fin de mejorar este método, estandarizamos la prueba de ELISA 

de "punto" (Fig. 15). Los resultados obtenidos nos sugieren que 

esta técnica en las condiciones utilizadas puede ser más sensible 

que el ELISA. En este ensayo se procedió a probar sangre de 

individuos parasitados con P. vivax y sus respectivos controles, y 

no se obtuvieron resultados satisfactorios. La mancha dejada por 

la sangre propició la interpretación de falsos positivos. En esta 

metodología también probamos diferentes condiciones en la 

preparación del antigeno: con o sin calor, con o sin detergentes, 

sonicando o sin sonicar, centrifugando o por sedimentación 

y utilizando diferentes diluyentes; sin obtener resultados 

sustancialmente diferentes. También fueron negativos los ensayos 

de sueros de pacientes enfermos mediante este método, en dónde se 

buscó, sin éxito, algún antigeno soluble del parásito presente en 

la circulación de los enfermos. 

Cabe hacer notar que la principal dificultad para la 

realización de este trabajo, fue la obtención del antígeno, ya que 
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a pesar de la buena disposición y ayuda del personal que labora en 

el Centro de Investigación de Paludismo (Tapachula, Chiapas), fué 

dificil la localización de enfermos de paludismo con altas 

parasitemias que no hubieran ingerido derivados de quinina (se 

destruyen los parásitos), y el rendimiento de la metodología 

utilizada para la concentración de parásitos (gradientes 

discontinuos de Percoll) (8) fue bajo, aunque superior a otros 

métodos ensayados (64, 125). Usando el método de Percoll para 

concentrar los protozoarios, no se obtuvo un extracto de P. vivax 

puro, ya que hubo contaminación con eritrocitos, leucocitos y 

otros elementos de la sangre. De ahi que la elección de nuestra 

muestra control negativo que se manejó durante todo el estudio, es 

decir, extracto de sangre normal tipo sanguíneo AB Rh positivo, 

fue esencial. 
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CONCLUSIONES 

1.- En el estudio del perfil proteínico del extracto de sangre 

con parásitos se identificaron tanto proteínas de sangre normal 

como proteínas de P. vivax, algunas de estas no han sido 

reportadas por otros autores. 

2.- Los ensayos de IET con sueros humanos normales y de pacientes, 

permitieron definir las proteínas del parásito hacia las cuales 

reacciona el sistema inmune del enfermo. 

3.- Mediante el método 

estadístico de los resultados 

de inmunográficas 

obtenidos en la 

y el análisis 

IET con sueros 

humanos, se pudo determinar que los antígenos relevantes para el 

diagnóstico son las proteínas de PM 72, 31, 19, 43, 97 y 93 kDa, 

mientras que las que ayudan a hacer una caracterización 

antigénica del parásito son las anteriores más las de PM 170, 126, 

87, 82, 39, 140, 131, 79, 48, 45, 34, 25, 152, 20 y 17 kDa. 

4. - El extracto de P. vi vax obtenido a partir de la sangre de 

pacientes, también mostró ser antigénico para ratón y conejo, ya 

que por IET, los sueros de ambos animales reconocieron los 

antígenos de P. vivax identificados por los sueros de pacientes. 

5.- Los anticuerpos monoclonales producidos en este estudio 

reaccionan, algunos contra 

superficie del eritrocito 

el parásito, y otros contra la 

infectado pudiéndose ·describir 4 
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patrones diferentes de IFI. 

6.- Se pudieron detectar varias proteínas de P. vivax de alrededor 

de 20, 40 y 80 kDa, reconocidas por los anticuerpos monoclonales. 

7. - La prueba de ELISA de "punto" resultó m6s sensible que el 

ELISA convencional, asi como m6s especifica, con los anticuerpos 

monoclonales anti-Plasmodium; sin embargo, para su aplicación como 

método diagnóstico se necesita aumentar su sensibilidad y 

especificidad. 
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PERSPECTIVAS 

Los resultados obtenidos en esta tesis, son considerados como 

hallazgos que pueden extenderse y complementarse mediante: 

I. - El empleo de estos anticuerpos monoclonales en estudios de 

rnicrosc o p!a e le c trónica, 

información acerca de la 

será necesario 

localización más 

para proporcionar 

detallada de los 

ant!genos identificados, ya sea en el parásito o en la superficie 

del eritrocito infectado. 

II.- El empleo de los anticuerpos monoclonales que presentan los 

patrones de IFI (i) y (ii) (Fig. 14) puede servir para estudiar 

las v1as mediante las cuales el parásito exporta proteinas a la 

superficie del eritrocito infectado. 

III.- La aplicación 

antigenos blanco de P. 

de estos anticuerpos 

vivax, importantes en 

para determinar 

la invasión del 

parásito a los hepatocitos y hernaties y la probable deterrninaci6n 

de ep1topes que puedan tener un papel destacado en la inmunidad 

bloqueadora de la transmisión. 

IV.- Corno en nuestro pais no se han hecho estudios en las zonas 

endémicas de paludismo para investigar el polimorfismo antigénico 

de P. vivax, seria de gran interés la aplicación de estos 

anticuerpos con este fin y también podr!an utilizarse para 

estudiar el polimorfismo antigénico de cepas de P.· vivax de 
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diferentes partes del mundo. 

V. - Por los resultados en · IET, pensamos que estos anticuerpos 

monoclonales se pueden usar para purificar antígenos que se 

correlacionan con proteínas identificadas por los enfermos y de 

esta manera poder hacer estudios más detallados de las proteínas 

relevantes en la inducción de la respuesta inmune del paciente. 

VI.- La aplicación de estos anticuerpos monoclonales en el 

anUisis de una biblioteca de expresión ~gt 11, por ejemplo, 

pudiera servir para clonar los genes que codifican para las 

proteínas reconocidas por estos anticuerpos, es decir, sólo para 

epítopes que no fueran conformacionales. 
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