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RESUMEN

A la periferia de los eritrocitos infectados con Ios anillos (trofozoitos) de Plasmodium falciparum se asocia un prominente antigeno
parasitario (RESA), una proteina de 155 kDa (Pf155) procedente de los granulos densos de los merozoitos. Segun investigaciones
realizadas en regiones paludicas de Africa, los anticuerpos contra RESA intervienen en la reduccion de la parasitemia y de la
morbilidad. Por lo tanto, se ha promovido la inclusién de RESA en una vacuna contra los estadios eritrociticos de P falciparum.
Investigamos los anticuerpos IgG a RES A en las muestras plasméticas de dos cohortes, A y CI, de adultos infectados con P, falciparum
enel sur-este de Venezuela. La cohorte A, individuos clinicamente agudos, mineros de trinsito en las minas auriferas del estado Bolivar
y Ia CI, Amerindios residentes en zonas de alta transmision del estado Amazonas, asintométicos, mas portadores de infecciones sub-
microscopicas (cripticas???) (subpatentes???) identificadas por diagnéstico molecular. La pesquisa de anticuerpos fue con la prueba de
ELISA y los péptidos (EENV),, (EENVEHDA), y DDEHVEEPTVA emuladores de los tres epitopos B principales de RESA, que
referiremos como RESA4, RESAS yRESA11, respectivamente. Adicionalmente, se incluyé la valoracién de anticuerposa los estadios
asexuales eritrociticos de P. falciparum mediante inmunofluorescencia indirecta. La totalidad de los CI y 94% de A, mostrd
anticuerpos a los estadios eritrociticos del parasito. Hubo, sin embargo, variacion considerable en la respuesta a los péptidos RESA. En
lacoherte CI predominé la prevalencia de los anticuerpos a RES A4, mientras que en la cohorte A, la supremacia fue paraRESA11. Los
resultados sugieren que RESA11 es muy inmunogénico y provoca una seroconversion rapida en los individuos que recién se exponena
la malaria por falciparum, mientras que los anticuerpos a RESA4, posiblemente interesan a la inmunidad protectiva mediada por
RESA, pues aquellos con alta prevalencia de anticuerpos a RESA4 fueron los menos proclives a mostrarse con una parasitemia
sintomética.

ABSTRACT

Merozoites of Plasmodium falciparum release the ring-infected erythrocyte surface antigen (RESA) inside the red cell on entry,
Antibodies againstrepeat-sequences of RES A have beenshown to correlate with reduced parasitaemia and clinical immunity in
several African malaria areas. Therefore, RESA has been considered for inclusion in a vaccine against the blood stages of P
Salciparum. Nevertheless, few studies on immune responses to RESA have been made in Latin American countries with
Jalciparum transmission. The IgG antibody response to synthetic peptides reproducing the 3 major B-cell epitopes of RESA
(EENV),, (EENVEHDA), and DDEHVEEPTVA, RESA4, 8 and 11 respectively, was assayed in sera from P, falciparum
infected adult subjects of different clinical status. Donors were clinically acute (A) individuals with P, falciparum malaria and
clinically immune (CI) Amerindians. The former were miners visiting jungle areas of Bolivar State. The CI Amerindians were
long-term residents of high malaria transmission areas in the Venezuelan Amazon, showing asymptomatic parasitagmias
undetectable by conventional microscopy but identified by molecular diagnosis. Prevalence of antibodies against the asexual
blood stages of P falciparum as determined by indirect immunofluorescence was 100, 94% in the CI and A groups,
respectively. However, there was considerable variation in the responses to RESA peptides between the groups. Prevalence of
antibodies against RESA4 was very high in the CI group and relatively low in the A group for which highest prevalence was
related to RESA11. It seems therefore that RESA11 is very immunogenic and that individuals exposed to falciparum malaria
rapidly develop antibodies to this RESA epitope. Results also suggest that those having a high prevalence of the antibody
response to RES A4 were less likely to bear a symptomatic parasitaemia at the time of the survey.
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INTRODUCCION

A la periferia de los eritrocitos infectados con
los anillos de Plasmodium falciparum se asocia un
prominente antigeno parasitario (Ring-infected
Erythrocyte Surface Antigen, RESA, por sus siglas en
inglés), identificado como una proteina de 155 kDa
(Pf155) procedente de los granulos densos de los
merozoitos {Brown y col., 1985; Aikawa y col., 1990;
Culvenor y col., 1991). Tras la invasién del eritrocito,
RESA es secretada en la vacuola parasitoforica y
transportada hasta la membrana plasmatica del
eritrocito, donde una vez fosforilada, se¢ une a la
espectrina (Foley y col., 1990; 1991). La interaccioén
entre RESA y espectrina, presumiblemente, transforma
al eritrocito infectado con los anillos inmaduros, en una
célula mas resistente al estrés térmico producido por las
crisis febriles, menos deformable, particularmente bajo
las temperaturas febriles, y menos vulnerable a la
invasién de nuevos merozoitos (Silva y col., 2005;
Millsy col.,2007; Peiy col.,2007).

El analisis de la estructura de RESA muestra
dos regiones conservadas, conformadas por dos
bloques extensos de secuencias repetidas de
aminoacidos, uno en el extremo N- que comprende
cinco repeticiones del octimero EENVEHDA y cerca
de 35 del tetramero EENV y hacia ¢l extremo C-, siete
repeticiones de la secuencia DDEHVEEPTVA
(Favaloro y col., 1986). RESA ha sido objeto de
numerosas prospecciones en relacion a su importancia
en la inmunidad contra la malaria por P falciparum
(Berzins y col., 1986, 1991; Collins y col., 1986;
Chizzolini y col., 1989; Riley y col., 1991),
sucintamente: en las zonas de alta transmision se ha
observado reciprocidad entre la inmunidad clinica a P.
falciparum y ¢l tenor de anticuerpos a RESA,
especialmente contra la secuencia EENV; los
anticuerpos especificos de RESA bloquean, in vitro, la
incursién del merozoito en el eritrocito y confieren
inmunidad pasiva al desafio con formas sanguineas; la
vacunacion experimental con recombinantes de RESA
surte efectos protectivos. Resultados, que en conjunto
alentaron su postulacién como vacuna contra los
estadios eritrociticos de P. falciparum. La vacunacion
de voluntarios humanos demostré las cualidades
inmunogénicas de RESA (Saul y col, 1999) y las
pruebas clinicas de vacunacién antipalidica con una
formulacién que combina RESA y otras proteinas
periféricas del merozoito (MSP/RESA), indican
efectos protectivos imputables a la reduccién de la
parasitemia (Genton y col., 2003; Graves y Gelband,
2006).

La mayoria de la investigacion pertinente a la
inmunoepidemiologia de RESA se ha efectuado en

regiones de Africa con alta transmisién de P.
falciparum y son pocos los estudios acometidos en otras
regiones del mundo afectadas por la enfermedad. En
este trabajo investigamos la respuesta de anticuerpos a
las secuencias de RESA (EENV),, (EENVEHDA), y
DDEHVEEPT VA en adultos expuestos a la transmision
de malaria por P, falciparum en el sur-este de Venezuela.
Unos, Amerindios nativos del estado Amazonas y otros,
sujetos de transito en las regiones mineras del estado
Bolivar.

MATERIALESY METODOS

Diagnéstico de malaria. Se realizaron dos pruebas de
diagndstico, la convencional basada en el examen
microscopico de la gota gruesa (GG) y extendido de
sangre tefiidos con colorante de Giemsa, y una prueba
molecular por PCR basada en la pesquisa de secuencias
especificas de género y especie presentes en los genes
ribosomales de los parasitos Plasmodium (Snounou y
col., 1993; Postigo y col., 1998). El diagnéstico por
microscopia estuvo a cargo del personal del Ministerio
de Salud y todos los individuos con un diagnostico de
malaria recibieron tratamiento conforme a las pautas
nacionales para el tratamiento antipaludico.

Muestras de estudio. Se obtuvieron muestras de
plasma de 57 adultos masculinos de 20 a 45 aiios de
edad; 37 criollos y 20 Amerindios. Los criollos fueron
sujetos con malaria por P. falciparum diagnosticados y
atendidos en ¢l Servicio de Endemias Rurales, Zona X,
del Ministerio de Salud en la ciudad de Caracas. Ellos
tenian su residencia permanente en la ciudad de
Caracas, pero habian contraido malaria tras visitar por
periodos de 6-18 meses, algunas zonas selvaticas del
estado Bolivar, en el sur-este de Venezuela, mientras se
ocupaban de la mineria aurifera. Los Amerindios
pertenecian a la etnia Yanomami y fueron examinados
durante una faena de pesquisa y control de la
enfermedad a cargo de personal del Instituto de
Medicina Tropical y del Ministerio de Salud, en el Alto
Orinoco, estado Amazonas. En todos los casos, y previo
consentimiento informado, se colectaron tres a cinco
mililitros de sangre venosa en tubos vacutainers con
EDTA, el plasma fue separado por centrifugacion y
guardado a-70C hasta suuso.

Ensayo de inmunofluorescencia. Se utilizé un ensayo
convencional de inmunofiuorescencia indirecta (IFI)
sobre monocapas de eritrocitos humanos infectados con
P. falciparum (Bracho y Pérez, 1992). Las células
parasitadas provenientes de cultivos asincronicos de la
cepa FCB2 de P. falciparum, fueron dispensadas en los
pozuelos de laminas porta objeto para microscopia de
fluorescencia (Erie Scientific, Estados Unidos). Las
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células fueron desecadas al aire y fijadas durante veinte
minutos con acetona fria. Posteriormente se dispenso
en los pozuelos 20 pL de la dilucion de la muestra a
ensayar o correspondiente a los controles negativo y
positivo de referencia. El primero un “pool” negativo
obtenido a partir de 15 sueros de sujetos sin
antecedentes de paludismo y negativos a la prueba de
IFI para anticuerpos antipalidicos y el positivo, un
suero hiper-inmune a P. falciparum. La dilucién de
reconocimiento fue 1:40 y el anticuerpo secundario IgG
de cabra especifica de IgG, IgM e IgA humanas (anti-
IgGAM) marcada con fluoresceina (Cappel, Estados
Unidos). Los periodos de incubacion fueron de 30
minutos a 37°C, los lavados con tampon fosfato salina
0,15 M, pH 7,3 (PBS) suplementado con 0,2% gelatina
y la solucién de montaje glicerol al 70% en PBS. Las
muestras fueron examinadas bajo microscopia de
epifluorescencia (Microscopio Zeiss, modelo
Axioskop 2 plus) y la intensidad de fluorescencia
comparada con los patrones de referencia. Todas las
muestras positivas a la dilucion 1:40 fueron diluidas
seriadamente (factor 4) para establecer el titulo
correspondiente (dilucién maxima con una lectura
positiva franca).

Ensayo de ELISA. Los péptidos (EENV),,
(EENVEHDA), y DDEHVEEPTVA, que referiremos
de ahora en adelante como RESA4, RESA8 yRESA1L,
respectivamente, fueron sintetizados en fase solida con
quimica F-moc y purificados por HPLC (IVIC, Centro
de Quimica). La respuesta de anticuerpos a los péptidos
fue medida mediante un ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), sobre placas Maxisorp
(Nunc, Estados Unidos).

Previamente se establecieron las condiciones
6ptimas de absorcion de los péptidos, dilucién de los
sueros y tiempos de reaccién. A cada pozuelo se
afiadieron 100 L de la solucion del péptido
correspondiente (50 g/ml) diluido en tampon de
carbonato de sodio pH 9,6 durante 18 horas,a 4C. El
bloqueo fue con PBS suplementado con leche
descremada al 5% (p/v) y 0,01% Tween 20 (PBS-L-T),
durante 1 hora a temperatura ambiente. La solucion de
lavado fue PBS-T. Las muestras de suero fueron
diluidas a 1:100 en PBS-L-T y enfrentadas al péptido
correspondiente. El anticuerpo secundario fue una
preparacion comercial de IgG caprina especifica de IgG
humana, conjugada a peroxidasa
(Amersham/Bioscience, GE Healthcare-Bioscience
Ltd., Estados Unidos) y el sustrato [acido citrico 0,1M;
fosfato disodico 0,2M; peréxido de hidrogeno al 0,01%
y azinodietilbenzotiazol-sulfonato (ABTS)], (KPL,
Estados Unidos).

Las lecturas de densidad 6ptica a 405nm (DO,,,)
procedieron con un espectrofotometro para
microplacas (Titertek Multiskan, Flow Laboratory,
Reino Unido). Treinta muestras de plasma de donantes
de la planta de derivados sanguineos del IVIC
(QUIMBIOTEC). Sujetos sin historia paladica ni
anticuerpos a los estadios eritrociticos de P. falciparum,
segun la prueba de IFI, fueron utilizados para estimar el
limite superior de negatividad o valor de referencia,
enfrentandolos a cada péptido y determinando la DO,
promedio de las 30 muestras negativas mas tres desvios
estandar (media + 3 DE). Valores que fueron 0,27, 0,36
y 0,37 para RESA8, RESA1l1 y RESA4,
respectivamente. Los resultados se expresan en funcion
de la seroprevalencia (porcentaje de muestras con
valores significativos) o el promedio de la DO,
determinada para cada péptido. Las comparaciones
estadisticas se realizaron mediante la prueba exacta de
Fisher y lade ¢ de Student.

RESULTADOS

Las muestras analizadas tuvieron su origen en
personas adultas con marcadas diferencias en sus
antecedentes epidemiolégicos de exposicion a la
malaria. Los 37 mineros, fueron sujetos que contrajeron
paludismo en la vida adulta, como visitantes de transito
en zonas selvaticas del estado Bolivar, sin inmunidad
antipaladica, clinicamente agudos (A) y con
diagnostico microscopico de infeccion solamente por
P. falciparum, confirmado en la prueba de diagndstico
molecular. Sin embargo, segin sus antecedentes de
infeccion por P. falciparum, 24 de los A padecian
malaria por primera vez (Agudos Primoinfectados, AP)
y 13 contaban un promedio de tres (rango 2-8) episodios
previos (Agudos Reinfectados, AR) por P. falciparum.
En tanto los 20 Amerindios Yanomami, eran inmunes
clinicamente (IC) al paludismo. Residentes de una
region con alta transmision de malaria, asintomaticos y
negativos al examen microscopico de la GG, aunque
portadores de infecciones sub-microscépicas de P
falciparum detectadas mediante las pruebas de PCR.

~ Alapesquisa de anticuerpos contra los estadios
eritrociticos de P. falciparum por IFI, fueron reactivos
100% del grupo IC y 94% de los A. No obstante, la
similitud de la prevalencia, la valoracion de la
concentracidon de anticuerpos demostré titulos
significativamente superiores en los IC, 6.609 vs 1.470,
Tabla 1.

De los A; 75,5; 46 y 35% se mostraba con
anticuerpos a RESA11, 8 y 4, respectivamente; solo una
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minoria (16%) portaba anticuerpos a los tres péptidos.

La supremacia de RESA11 frente a los otros
dos péptidos fue estadisticamente significativa
(RESA11 vs RESAS, p< 0,0166), (RESA11 vs RESA4,
p<0,0009), Figura 1. Entre los IC, la seroprevalencia a
los tres péptidos fue muy elevada, 60, 80 y 85% tenia
anticuerpos a RESALlI, 8 y 4, correspondientemente.
Ademas, casi la mitad (45%) respondi6 a los tres
péptidos, Figura 1.

La comparacion de la seroprevalencia a RESA,
entre los A y los IC, destac6 en estos Gltimos valores
significativamente superiores para los péptidos RESA4
(p< 0,0001) y RESA8 (p< 0,023). Asi mismo, la
disparidad en la seroconversion a los tres péptidos, 16%
enlos A y45% enlos IC, tuvo significacion estadistica,
p=0,0279.

En cuanto a los niveles de anticuerpos segin
los valores de la DO, determinados para cada péptido,
la tendencia observada tanto en los A como en los IC
fue: RESA8> RESA4, RESAI1l, aunque con
significacion estadistica s6lo para los IC, en los cuales
la concentracion plasmatica de anticuerpos a RESAS
tuvo supremacia significativa sobre RESA11
(p=0,0002) y RESA4 (p=0,0375), Figura 2.

El analisis de la respuesta del grupo A contra
los péptidos RESA segiin sus antecedentes de infeccion
por P. falciparum, revelé que los AR
comparativamente a los AP, mostraban ascenso
marcado y significativo (p<0,0001) de la prevalencia
de anticuerpos a RESA4: 84,6%(11/13) enlos ARy 8%
(2/24) en los AP. Una tendencia similar se observé con
RESAL11, respondedor a este péptido fue 100% (13/13)
de los AR y 62,5% (15/24) de los AP. Asimismo, la
diferencia observada alcanzé la significacion
estadistica p<0,001. En cuanto a RESAS, la tasa de
respondedores fue ligeramente menor entre los AR,
aunque fuera de lasignificacién estadistica, Figura 3.

DISCUSION

Los antecedentes paludicos por P. falciparum
marcaron las diferencias en la respuesta de anticuerpos
a secuencias especificas de la proteina RESA de P
Jfalciparum. Se evaluaron las muestras procedentes de
sujetos de adultos en las que estuvieron representados
individuos sin inmunidad, clinicamente agudos cuyo
contacto con el parasito fue un evento extraordinario
ocurride en la adultez y otros con inmunidad clinica,
adquirida tras largos afios de exposicion regular a la
transmision de P, falciparum en el Alto Orinoco; region
donde privan condiciones epidemioldgicas
favorecedoras de la inmunidad antipaludica (Marcano

y col.,, 2004; Magris y col., 2007). Anticuerpos IgG a
RESA 4, 8y 11, se hallaron en las dos cohortes, pero con
baja prevalencia, especialmente para los dos primeros,
en los sujetos no inmunes y elevada en el grupo con
inmunidad clinica. Resultados coincidentes con los
reportados por Petersen y col., (1989) quienes sefialaron
una menor prevalencia a los tres peptidos RESA en
sujetos agudos.

Entre los sujetos clinicamente inmunes destaco
larespuesta a RESA 4. Vale comentar que la cohorte con
paludismo agudo por falciparum, incluy6é 24 sujetos
que padecian su primer episodio clinico y 13 con un
promedio de tres reinfecciones por falciparum
devenidas en los iltimos 18 meses; la respuestaa RESA
4, mostr6 un aumento significativo en los reinfectados
comparativamente a quienes tenian paludismo por
primera vez. Datos que en conjunto sugieren la
importancia de los anticuerpos a la secuencia EENV, en
el desarrollo de la inmunidad protectiva contra P,
falciparum y conforman observaciones
epidemioldgicas efectuadas en varias regiones
hiperendémicas de Africa, que subordinan el
incremento de los anticuerpos a RESA 4 al contacto
prolongado con el parasito devenido con la edad
(Delorony col., 1987; Chizzoloni y col., 1989; Deleron
y col, 1990; Petersen y col.,1990; Kamol-Ratanakul y
col., 1992), anticuerpos que se relacionan con la
reduccion de la parasitemia y la inmunidad clinica
propiciada por RESA (Astagneau y col., 1991; 1994a-
1994b; Biswas y col., 1995). Se conoce ademas que los
anticuerpos a RESA4 y RESAS8, impiden a los
merozoitos de P, falciparum invadir a los eritrocitos, in
vitro(Wéhliny col., 1999; Berzins y col., 1986).

En los individuos sin inmunidad que habian
contraido malaria por P. falciparum durante la vida
adulta, predominé la respuesta a RESAII,
posiblemente porque es un epitopo inmunodominante
de RESA. Se ha encontrado una correlacion positiva
entre un episodio reciente de malaria y los anticuerpos a
RESA11 (Astagneau y col., 1991). Entre los individuos
de varios grupos de edad residentes de una region
africana con malaria estacional, Chumpitazi y col.,
(1991) encontraron aumento de los anticuerpos a
RESA11 durante el periodo de transmision, aunque solo
en los nifios, pues no hubo cambios en los adultos. Es de
hacer notar que aunque RESA11 es al parecer muy
inmunogeénico (Chopra y col., 2000), tiene poco o
ningin valor vacunal (Collins y col., 1991).
Posiblemente, la respuesta a RESA11 es mas bien un
marcador de exposicion a la transmision.

La pesquisa de anticuerpos a péptidos sintéticos
o recombinantes emuladores de antigenos relevantes a
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la inmunidad antipaludica, conforman una poderosa
herramienta en la epidemiologia del paludismeo, todavia
desaprovechada en los paises con transmision de la
enfermedad. Por ejemplo la pesquisa de anticuerpos a
RESAS ha sido utilizada para denotar cambios en la
transmisioén de P. falciparum (Roy y col., 1995; 2000).
Asimismo, el nivel de anticuerpos a RESA4 se encontro
interesante para la prediccion de la inmunidad
protectiva (Astagneau y col., 1995). Sin embargo,
Malafronte y col., (1994) no encontraron variaciones
estacionales significativas, en la respuesta de
anticuerpos a los péptidos RESA en tres poblados de
Brasil. Otros autores confirmaron la utilidad de la
pesquisa de anticuerpos a los péptidos RESA, como
indicadores de la eficacia de medidas de control
basadas en el uso de mosquiteros impregnados con
permetrina (Sutanto y col., 2003).

El presente estudio, es uno de los pocos que

sobre la seroepidemiologia de RESA se ha realizado en
paises de laregion Latinoamericana, con transmision de
P falciparum; confirma la inmunogenicidad de
epitopos de la proteina RESA de P. falciparum en
individuos infectados naturalmente, proveniente de
regiones selvaticas del sur-este de Venezuela y aporta
evidencia sobre la utilidad diagnoéstica de los
anticuerpos a secuencias especificas de RESA, en la
vigilancia epidemiolégica del paludismo por P
falciparum.
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Tabla 1. Anticuerpos™ a los estadios eritrociticos de P. falciparum
en individuos infectados en el sureste de Venezuela

Cohorte

MG(DEM)

Prevalencia (EE)

Agudos

Inmunes clinicamente

1.470(5,8)

6.609(2,82) 100

94 (4,0)

*Determinados por IFI, MG: media geométrica del tituio; DEM:

desvio de la media; EE: error estandar

RESA (11 +8
+4)

RESA4

r

PEPTIDO
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RESA11
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Figura 1. Prevalencia de anticuerpos a RESA en sujetos con diferentes grados de exposicion a P. falciparum, infectados en el
sureste de Venezuela. A, agudos e IC, inmunes clinicamente. Reactividad a los péptidos RESA11 RESA8 y RESA4
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Figura 2. Niveles de anticuerpos a RESA en sujetos con diferentes grados de exposicion a P, falciparum, infectados en el sureste
de Venezuela. A, agudos ¢ IC, inmunes clinicamente. El valor negativo de referencia (media + 3DEM) fue 0,36; 0,27 y 0,37
para RESA11, RESA8 y RES A4, respectivamente.
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Figura 3. Prevalencia de anticuerpos a RESA en sujetos con malaria aguda por P. falciparum infectados en el sureste de
Venezuela. AP, primoinfectados y AR, reinfectados con un promedio de tres ataques previos de malaria por P, falciparum.
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