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1. Introduccion

La malaria es la enfermedad mas importante, en términos de pérdida de vidas y carga econémica,
de las que afectan a la humanidad.

La enfermedad se conoce desde la antigliedad y existen referencias a la misma ya en
escritos egipcios.

A traves de la historia se encuentra una referencia continua a la relacion entre los sitios
pantanosos (donde se encuentran los mosquitos que transmiten la enfermedad) y las fiebres (que
acomparfian a la enfermedad), por lo que se pensé que la enfermedad era contraida al respirar los
"malos aires" de estas zonas pantanosas y, de ahi, el nombre de malaria para designar a la
enfermedad (del italiano “mal’aria”, malos aires, dada su asociacion con los malos olores de las
ciénagas proximas a Roma). Otro nombre para la enfermedad, "paludismo”, que significa
literalmente "enfermedad de los pantanos”, también se sigue empleando. Este pensamiento se
mantuvo hasta casi el final del siglo XIX. En 1880, se dio un gran avance epidemiolégico al
correlacionar la enfermedad con la presencia de formas del parasito en la sangre de pacientes. En
1890 se descubrio que la enfermedad era transmitida por los mosquitos. En los siguientes afos, Sir
Ronald Ross, establecio las caracteristicas generales del ciclo de vida por lo que recibio el premio
Nobel en 1902.

En los afios 60 se demostré que la resistencia a Plasmodium falciparum entre los habitantes
del Africa occidental estaba asociada con la presencia de la hemoglobina-S (Hb-S) en sus
eritrocitos. Hb-S difiere de la hemoglobina normal Hb-A en un Gnico aminoacido. Como
consecuencia los eritrocitos —responsables de la anemia falciforme- tienen una baja afinidad por el
oxigeno. Dado que los parasitos de la malaria tienen un metabolismo aerobio muy activo, no
pueden crecer y dividirse dentro de estos eritrocitos. En muchas partes de Africa, la frecuencia del
gen de la anemia falciforme excede el 30%. Este es un ejemplo del tremendo impacto que los
parasitos del género Plasmodium han tenido en la evolucion reciente de los humanos. Asi, hay un
gran numero de talasemias y otras alteraciones genéticas que aparecen con frecuencias muy
elevadas en poblaciones que estdn o han estado sometidas a la infeccion por Plasmodium. Por
tanto, el contacto de la malaria con la especie humana ha dejado una carga de enfermedades
genéticas entre nosotros (ver RECUADRO-1).



RECUADRO-1

La hemoglobina es la encargada de transportar el oxigeno y la proteina mas abundante de los
globulos rojos. Esta constituida por un tetramero de dos globinas o y dos globinas § que
constituyen la hemoglobina A (HbA) en el adulto. Las principales hemoglobinopatias son el
resultado de alteraciones moleculares que bien disminuyen la produccion de a- o B-globinas
(lo que da lugar a a- y B-talasemias, respectivamente) o a sustituciones de aminoacidos en la
globina B (en HbS, HbC y HbE). La hemaglobinopatia mas severa, cuando el alelo HbS esta
en homocigosis (anemia falciforme), es incompatible con la vida mas alla de la infancia, sin
cuidados médicos sofisticados. Otras combinaciones de mutaciones, HbAS, HbAC, HbCC,
HbAE y HbEE no conllevan graves alteraciones y las personas que las poseen pueden llevar
una vida normal. Sin embargo, estos polimorfismos confieren importantes niveles de
proteccion frente a una enfermedad como la malaria. Por ejemplo, la combinacion HbAS, que
conlleva una sustitucién de glicina por valina en la posicion 6 en sélo una de las dos cadenas
de B-globina reduce el riesgo de malaria severa en nifios en un 90%. Las razones por las que
estas hemoglobinopatias interfieren con la multiplicacion del parésito son varias. Entre otros
efectos se ha visto una disminucion de la citoadherencia de los eritrocitos infectados. La causa
podria radicar en que el parasito encontraria impedimentos en la reorganizacion del
citoesqueleto de actina del eritrocito, que el parasito debe producir para generar un transporte
de proteinas hacia la superficie del eritrocito.
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Figura 1. Prevalencia de malaria en la actualidad y en el pasado en diferentes regiones geograficas. World
Bank, World Development Report (2009).




En 1955 la OMS comenzé un programa mundial para la erradicacion de la malaria que
finalmente fracasé y colapsd en 1976. A principios de la década de 1960, y durante varios afios, se
creyd estar a punto de controlar la malaria. La aplicacion extensiva de DDT (diclorodifenil-
tricloroetano) pulverizado iba reduciendo la poblacion del mosquito Anopheles, y se disponia de
nuevas drogas, como la cloroquina y la pirimetamina, para el tratamiento de los pacientes
infectados. Veinte afios més tarde, la malaria resurgié de nuevo. Su agente causal, el protozoo
parasito Plasmodium, habia desarrollado resistencia a las drogas y, el vector del parésito, la hembra
del mosquito Anopheles, se habia vuelto resistente al DDT y otros insecticidas.

Aunque previamente era una enfermedad de extension mundial, la enfermedad est4
actualmente confinada a las areas tropicales mas pobres de Africa, Asia y Latinoamérica. La
malaria es un problema serio en mas de 90 paises localizados en una amplia franja tropical de la
tierra (Fig. 1). Segun la OMS, alrededor de la mitad de la poblacién mundial vive en regiones con
riesgo de contraer malaria. Cada afio, se estima que se producen unos 200 millones de casos
clinicos de malaria, causando unas 600.000 muertes; la mayoria nifios del Africa subsahariana,
donde se producen el 91% de las muertes.

La gran mayoria de los casos de malaria se presentan como una enfermedad febril no
especifica que se resuelve relativamente facil tras un tratamiento antimalarico o, eventualmente,
como consecuencia de la respuesta inmunitaria. Aunque sélo una minoria de casos, alrededor del
1%, progresa hacia una enfermedad severa que requiere tratamiento toda la vida, el nimero total
de casos de malaria severa y muertes es muy grande, dada la elevada prevalencia.

En las regiones endémicas, donde la transmision es alta, la gente es infectada
continuamente de tal forma que gradualmente desarrollan inmunidad a la enfermedad y se
convierten en portadores asintomaticos; la mayoria de las muertes se producen en nifios menores
de 5 afos. Hasta que se adquiere dicha inmunidad, los nifios permanecen como altamente
vulnerables.

La distribucion de la malaria no ha sido siempre igual. En la Tabla 1 se muestra la
distribucion de muertes por malaria a lo largo del siglo XX. Asi, en muchas zonas se ha disminuido
mucho la incidencia, hasta incluso desaparecer como ha sido en Europa y Norteamérica, mientras
que en otras ha aumentado como es el caso de Africa subsahariana. Cabe indicar, no obstante, que

los esfuerzos realizados en los Gltimos 15 afios han conseguido reducir la prevalencia de la malaria



a aproximadamente la mitad, lo que hace pensar que se pudiera llegar a erradicar en un futuro no
lejano.

Tabla 1. Mortalidad por malaria segun la regién geogréafica en el siglo XX. Elaborada con los datos obtenidos
de Carter & Mendis (2002).
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2. Clasificacion de Plasmodium

El género Plasmodium puede dividirse en nueve subgéneros, de los cuales tres existen en
mamiferos, cuatro en aves y dos en reptiles. Existen en total unas 150 especies y subespecies. Se
trata de un grupo de parasitos extremadamente exitoso. La mayoria de las especies son especificas
de hospedador.

Tradicionalmente, se venia considerando que el hombre es el hospedador habitual de cuatro
especies de Plasmodium, pero recientemente se ha afiadido una quinta. A continuacion, se

describen las caracteristicas de las especies patogénicas para humanos.




2.1. Plasmodium vivax

La malaria que producen se denomina malaria vivax y supone alrededor del 43% de la malaria del
mundo. La mayoria de la malaria vivax se encuentra en Asia, en algunas zonas del Norte de Africa
y de Centro y Sudamérica. En menos frecuente en Africa tropical, en parte debido a una resistencia
natural de las personas negras a la infeccion con esta especie.

P. vivax invade eritrocitos humanos utilizando el antigeno del grupo sanguineo Duffy como
receptor. El antigeno Duffy es un receptor de quimioquinas, que une a las quimioquinas IL-8 y
MGSA (a esta molécula se le conoce también como DARC, “Duffy antigen/receptor for
chemokines”). De ahi que los individuos negativos para el grupo sanguineo Duffy son resistentes
a la infeccidn por P. vivax. El fenotipo Duffy-negativo es raro entre las poblaciones caucasica y
asiatica, mientras que tiene una gran prevalencia entre la poblacion negra, especialmente de la
originaria de Africa occidental. Como consecuencia, la incidencia de P. vivax en la poblacion de
Africa occidental es muy baja, mientras que P. vivax es endémico en el Sudeste asiatico.

La funcion de DARC en eritrocitos no es conocida. La proteina DARC no parece ser
esencial para el funcionamiento de los eritrocitos, ya que los individuos Duffy negativos son sanos.
La mayoria de los individuos Duffy negativo en Africa occidental llevan el alelo silencioso FY*B,
que es el resultado de un polimorfismo en un nucle6tido (T46C) en la caja GATA de la region
promotora de DARC. Esta mutacién impide la actividad del promotor fundamentalmente en las
células eritroides, lo que es un apoyo adicional a la hipétesis de que el fenotipo Duffy negativo,
prevalente en la poblacion de Africa occidental se restringe a los eritrocitos como una respuesta
adaptativa para resistir la malaria.

Una de las caracteristicas de la malaria vivax es que se pueden observar recidivas hasta 8
afios después de la infeccion inicial.

Los merozoitos de P. vivax invaden sélo eritrocitos jévenes, los reticulocitos (que suponen
el 1% del total de glébulos rojos), y aparentemente son incapaces de penetrar en células rojas

maduras.

2.2. Plasmodium falciparum

Es el mas virulento de las especies de Plasmodium que afectan a humanos. La malaria por esta

especie reina como la suprema causa de muerte en las zonas tropicales (Africa, Asia y



Latinoamérica), da cuenta de alrededor del 50% de los casos de malaria y de la préactica totalidad
de los casos de muerte por malaria.

Los merozoitos pueden invadir todo tipo de eritrocitos dado que presenta redundancia de
moléculas implicadas en la invasion, por lo que la malaria ocasionada presenta mayores niveles de
parasitemia que los producidos por otras especies. Se llegan a observar parasitemias de hasta el
65%, es decir, el 65% de los eritrocitos contienen parasitos. Una densidad del 25% es normalmente
fatal.

La mayoria de los casos de malaria por P. falciparum remite sin causar mayores
complicaciones, pero en aproximadamente el 1-2% de las personas infectadas se desarrollan
complicaciones graves (fatales) como son la malaria cerebral, la infeccion de la placenta y edema
pulmonar. Por qué algunos nifios y hospedadores no-inmunes mueren, mientras que otros
desarrollan solo una enfermedad febril no se sabe. Sin duda es una manifestacion de la relacion
balanceada parasito-hospedador que busca que la mayoria de los hospedadores sobrevivan lo que

permite al pardsito continuar su propagacion.

2.3. Plasmodium malariae

Presenta una amplia distribucién geografica, aunque no una continuidad territorial. Parece ser la
Unica especie de Plasmodium que afecta a humanos y que también se encuentra en animales
salvajes, entre ellos los chimpanceés. Esta especie es responsable del 7% de los casos de malaria.

Los niveles de parasitemia son caracteristicamente bajos, con un parasito por cada 20.000
glébulos rojos. Esta baja densidad parece deberse al hecho de que los merozoitos aparentemente
pueden invadir s6lo eritrocitos ancianos, que estan cerca a ser removidos de la circulacién por el
proceso normal de destruccion de la sangre.

Casos de recurrencia pueden ocurrir hasta 53 afios después de la primera infeccion. Quiza

por esta razon, es el primer causante de transmision de malaria por transfusion sanguinea.

2.4. Plasmodium ovale

Ocasiona el tipo de malaria mas infrecuente en humanos y se produce en el oeste de Africa.

Ademas, la sintomatologia es leve y el tratamiento con cloroguina resulta bastante eficaz.



2.5. Plasmodium knowlesi

Es una especie que en la naturaleza se encuentra infectando a algunos grupos de macacos. Las
infecciones a humanos se consideraban sucesos muy raros, pero en 2004 se produjeron méas de un
millar de casos en la isla de Borneo, en la parte de Malasia. Posteriormente, nuevas infecciones en
humano se han registrado en varias zonas del sudeste asiatico, y actualmente ya se considera a P.
knowlesi como la quinta especie de Plasmodium que causa malaria en humanos. El aumento de
casos posiblemente sea mas una consecuencia del empleo de técnicas moleculares de diagnéstico
que permiten diferenciarlo de P. malariae, una especie morfoldgicamente muy similar a P.
knowlesi.

Como curiosidad esta el hecho de que entre 1920 y mediados de los afios 50, antes del
descubrimiento de la penicilina, pacientes con neurosifilis (una complicacién derivada de la sifilis,
enfermedad causada por bacterias del grupo de las espiroquetas) eran infectadas con P. vivax como
terapia. Este tratamiento, exitoso, se le conocia como malarioterapia. En algunos paises, como
Rumania, se empezd a utilizar P. knowlesi en la malarioterapia. Pero su uso tuvo que interrumpirse
al constatarse un aumento de virulencia tras 170 pases seriados entre pacientes con neurosifilis.

Claro, a los pacientes con neurosifilis tratados de esta manera, las infecciones con
Plasmodium tenian luego que ser frenadas con antimalaricos, tales como la quinina, la quinacrina,

la pamaquina y el proguanil.

2.6. Origen y evolucidn de los parasitos de la malaria de humanos

Evidencias moleculares indican que el ancestro fue un protista de forma libre que tenia
cloroplastos; este organismo se adaptd a vivir en el intestino de un grupo de invertebrados marinos.
Este organismo, probablemente tenia reproduccion sexual obligada, pues, actualmente, todos los
miembros del filum Apicomplexa han retenido una fase sexual en sus ciclos de vida. En una etapa
temprana de su evolucion, estos predecesores adquirieron la capacidad de desarrollar una forma
de reproduccidn asexual, de vida intracelular, llamada esquizogonia. Es como consecuencia de la
esquizogoniaen los globulos rojos de humanos y otros vertebrados que las especies de Plasmodium
causan malaria.

Entre los invertebrados a los que los ancestros de los paréasitos de la malaria se adaptaron

probablemente estaban las larvas acuaticas de insectos, entre ellos los primeros dipteros, el orden



taxondmico al que pertenecen los mosquitos y otras moscas hematdfagas. Estos insectos
aparecieron hace unos 150 a 200 millones de afios. Durante o siguiendo a este periodo, cierta linea
de estos parasitos ancestrales adquirio la capacidad de establecer ciclos con dos hospedadores,
como consecuencia de los habitos hematofagos de los insectos hospedadores.

Desde la aparicion de los primeros Dipteros, hace 150 millones de afios, surgieron muchas
lineas de parasitos de la malaria. Empezaron a parasitar a miembros de los mayores grupos de
vertebrados terrestres entre los que se incluyen los reptiles, las aves y los mamiferos. En los
ordenes actuales de mamiferos, se han identificado méas especies de parasitos de la malaria entre
los primates que en el conjunto de los demas mamiferos. Méas de 25 especies distintas de parasitos
de la malaria se han identificado en primates. Cuatro de estos son los que afectan a humanos: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale.

De acuerdo a datos de genética molecular, la relacion filogenética de las distintas especies
de parasitos de la malaria en humanos se muestra en la figura 2. De acuerdo con estos datos, P.
falciparum estd muy relacionado al parasito de la malaria de chimpancés P. reichenowi.
Curiosamente, estas dos especies de parasitos estan mas relacionadas con paréasitos de la malaria
de aves que con los paréasitos de otras especies de mamiferos. Asi, se ha sugerido que la divergencia
entre la linea evolutiva de P. falciparum de la del resto de especies que afectan a humanos debid
ocurrir hace unos 130 millones de afios.

200 AAAAAA AAAAAA ) AAAAARAAAAN J() AAAAAAAAAAANT() AN ] M illones de afios

P.gallinaceum (aves)
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Figura 2. Filogenia de las especies de parasitos que causan malaria en humanos y otras especies
relacionadas que causan malaria. Ver el texto para las fuentes en las que esta basada esta reconstruccion.
Adaptada de Carter & Mendis (2002).
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Las otras tres especies de parasitos en humanos, P. malariae, P. ovale y P. vivax, forman
un clade, en el que también estan el resto de paréasitos de la malaria que afectan a mamiferos. Sin
embargo, estas lineas comenzaron a divergir hace unos 100 millones de afios (Fig. 2), mucho antes
de que emergieran las distintas lineas de mamiferos.

P. malariae, ademas de infectar a humanos, se encuentra infectando a chimpancés de
Africa Occidental. Ademas, un parasito morfologica y genéticamente indistinguible, P.

brazilianum, infecta monos del Nuevo Mundo en Centro y Sudamérica.

3. Ciclo de vida

Plasmodium spp. requieren de dos tipos de hospedadores: un invertebrado (mosquito) y un
vertebrado (reptil, ave o mamifero). Al invertebrado se le considera el hospedador definitivo dado
que en él ocurre la reproduccion sexual de este parasito. La reproduccion asexual ocurre en los
tejidos del vertebrado, que es denominado hospedador intermediario.

En el ciclo se distinguen dos etapas o fases bien diferenciadas (Fig. 3):
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Figura 3. Representacion del ciclo de vida de Plamodium falciparum. Estan
mosquito Anopheles. representadas las fases principales que ocurren en el higado y en los glébulos rojos
(estados asexual y sexual en los estados eritrociticos) del hospedador humano. Y
las fases que tienen lugar en el intestino y en las glandulas salivares del mosquito.
Obtenida de Bannister & Mitchell (2003).
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3.1. Fase asexuada o fase de desarrollo en el vertebrado.

Los paréasitos son transmitidos de una persona a otra por el mosquito hembra. Los machos no

transmiten la enfermedad dado que ellos sélo se alimentan de néctares de plantas.

Cuando un _ : :
Figura 4. Los esporozoitos de Plasmodium (en

verde) son depositados en la dermis del
hospedador vertebrado por la picadura de una
hembra de mosquito Anopheles infectada.
Después de la inyeccion en la piel, los
esporozoitos se mueven por la dermis hasta que
contactan con los vasos sanguineos (en rojo),
para ello es fundamental la proteina TLP. Asi
entran en el sistema circulatorio y eso les
permite llegar al higado. Una pequefa
proporcidn de esporozoitos puede entrar en el
sistema linfatico (en amarillo). Obtenida de

um de didmetro. Se estima Prudéncio et al. (2006).

mosquito infectado toma
sangre del vertebrado,
inyecta saliva que
contiene la forma

esporozoito. Tiene una
longitud de 10-15 um y 1

que, durante la picadura e ingesta de sangre, el mosquito deposita alrededor de 15-123 esporozoitos
sobre la piel del hospedador. La mayoria de los esporozoitos son inyectados en la dermis y no
directamente en la circulacién sanguinea (Fig. 4), por lo que éstos deben moverse a través de la
dermis hasta alcanzar los vasos sanguineos. La proteina TLP (“Trap-like protein™) parece ser
fundamental para salir de la dermis, ya que se ha visto que esporozoitos mutantes en el
correspondiente gen, aunque tienen una movilidad normal, no son capaces de alcanzar la

circulacion.

Después de alcanzar el torrente sanguineo, los esporozoitos van a desaparecer rapidamente
(en menos de una hora) del torrente sanguineo, alcanzando los sinusoides hepéticos (Fig. 5). La
selectividad del proceso sugiere la existencia de interacciones especificas entre proteinas del
parasito y moléculas del hospedador. Entre otras, la proteina CSP (“circumsporozoite protein’)
parece tener un papel relevante al interaccionar con las moléculas de proteoglicano heparan sulfato
(HSPGs, “Heparan Sulphate Proteoglycans”) de las células hepaticas. Se ha visto que la proteina
CSP interacciona con las microvellosidades de los hepatocitos situados en el espacio de Disse, una
zona que separa el endotelio sinusoidal de los hepatocitos. Aunque las HSPGs estan presentes en
la mayoria de los tejidos, aquellas asociadas a las células hepaticas tienen un mayor grado de
sulfatacion, lo que puede ser responsable del reconocimiento selectivo de CSP, y los esporozoitos

de Plasmodium, de las celulas hepaticas.
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Figura 5. Una vez los esporozoitos (en
verde) alcanzan los sinusoides hepaticos,
se deslizan sobre el endotelio e
interaccionan con proteoglicanos heparan
sulfato (HSPGs) a través de la proteina
CSP y se detienen. A continuacion, los
esporozoitos cruzan al espacio de Disse a
través de las células de Kupffer. Obtenida

de Prudéncio et al. (2006).

Una vez que los esporozoitos estan en los sinusoides hepaticos, antes de alcanzar a los

hepatocitos, van a encontrar dos tipos de células en su camino: las células endoteliales y las células

de Kupffer. Aunque los esporozoitos tienen la capacidad de migrar a través de todo tipo de célula

nucleada, existen evidencias que indican que los esporozoitos cruzan la capa sinusoidal

principalmente a través de las células de Kupffer; en el proceso tiene lugar la formacion de una

vacuola parasitofora.

Después de cruzar el espacio de Disse, los esporozoitos migran, provocando la ruptura de

la membrana plasmatica, a través de varios hepatocitos antes de invadir el hepatocito definitivo en

el que se forma la vacuola parasitofora (Fig. 6). Una cuestidn aun sin resolver es por qué el parasito

no se diferencia en el primer hepatocito que invade.
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Figura 6. Una vez el esporozoito
(en verde) ha cruzado el espacio de
Disse y entrado en un hepatocito,
migra a través de varios hepatocitos
hasta que se establece en uno, en el
que forma la vacuola parasitéfora.
Una vez dentro del hepatocito, el
parasito se transforma a la forma
trofozoito que pasard al estado
esquizonte cuando esté maduro.
Después, se forman los merozoitos
por citocinesis. Obtenida de
Prudéncio et al. (2006).
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Una hipétesis interesante sugiere que, al atravesar los hepatocitos, el parasito los dafia, y
en respuesta éstos van a producir HGF (“hepatocyte growth factor”). Este factor interacciona con
su receptor (Met) de los hepatocitos vecinos, transduciendo sefiales que los hacen mas permisivos
al paréasito al reordenar el citoesqueleto de actina y al prevenir que las células entren en apoptosis.
Sin embargo, aun faltaria por explicar cdmo los parasitos, en los hepatocitos definitivos, estimulan
la formacion de la vacuola parasitofora donde se van a diferenciar.

Una vez dentro de la célula hepatica, el parasito se metamorfosea en la forma trofozoito,
que se alimenta del citoplasma de la célula hospedadora.

Después de una semana, dependiendo de las especies, el
trofozoito estd maduro y comienza la esquizogonia. Primero se
forman muchos ndcleos hijos, transformandose el parasito en

un esquizonte hepatico (Fig. 7), también conocido como

criptozoito. Después por citocinesis se forman los merozoitos,

que son mucho mas cortos que los esporozoitos (2,5 um de | Figura 7. Imagen de microscopia
. » . . de un esquizonte pre-eritrocitico
longitud por 1,5 um de diametro). La esquizogonia dura 10-12 | de Plasmodium vivax en tejido

. . , . hepatico humano. Obtenido de
dias, y se producen aproximadamente 40.000 parasitos por http://sydney.edu.au/mbi/imageba

nk/alveolata/index.php

esporozoito infectivo.

Los merozoitos son liberados dentro de vesiculas (merosomas) que van gemando desde los
hepatocitos infectados, y que terminan alcanzando los sinusoides hepaticos (Fig. 8). Como la
membrana plasmética de los merosomas deriva de la célula hospedadora, esta estructura no va a
ser atacada por las células de Kupffer, estas estructuras van a proteger a los merozoitos en su

camino hacia el torrente sanguineo.

Figura 8. Esquema de la liberacién de los
merozoitos al torrente sanguineo. La
sefial(es) que disparan este proceso todavia
no se conocen. Los merozoitos de
Plasmodium se liberan en vesiculas
llamadas merosomas que geman de los
hepatocitos infectados al lumen sinusoidal.
Como la membrana de las vesiculas
procede de los hepatocitos no generan

respuestas inmunitarias. Obtenida de UUHWWUI ﬂﬂﬂJMﬂjﬁU Mm{bjtTIUWWUJ‘L
Prudéncio et al. (2006). o J o
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En resumen, con la entrada en el higado, el parasito inicia una serie de reproducciones
asexuales conocidas como ciclo pre-eritrocitico o exo-eritrocitico. Aunque esta fase es
clinicamente asintomatica, es una etapa fundamental para el establecimiento de la infeccion, pues
es cuando se van a producir miles de parasitos por cada esporozoito que llega a este lugar. Ademas,
hay que tener en cuenta que cuando el parasito es transmitido por la picadura del insecto al
hospedador mamifero no tiene la capacidad de infectar los glébulos rojos. A pesar de la
importancia de esta fase, no fue hasta 1948 cuando Shortt y Garnham descubrieron que los
esporozoitos infectan hepatocitos, poniendo de manifiesto la existencia de esta fase hepética del
parésito.

Algunos de los merozoitos son fagocitados, pero otros invaden los hematies presentes en
los sinusoides hepaticos y pasan asi a la circulacion. El periodo de tiempo que transcurre desde el
comienzo de la infeccion hasta que se detectan parasitos en sangre periférica, recibe el nombre de
"periodo prepatente”. Durante este periodo no se observan sintomas clinicos.

Los merozoitos de P. falciparum sélo pueden infectar células eritroides, por lo que las
infecciones transmitidas por transfusion, salvo que contengan esporozoitos, no dan lugar a la
aparicion de formas exoeritrociticas.

En las infecciones por P. vivax, P. ovale y P. malariae, algunos merozoitos pueden
reinfectar hepatocitos, se multiplican lentamente (esquizogonia secundaria exoeritrocitica) y
persisten meses o afios en estado latente (formas latentes o hipnozoitos). Estos elementos son la
causa de las "recurrencias" (recaidas tardias), que se presentan en infecciones por aquellas

especies.

El merozoito tiene una membrana trilaminar. A la membrana externa esta adherida una
especie de glicocélix o cubierta parasitaria, que es la responsable de la fijacion a los eritrocitos.

Los merozoitos penetran en los hematies por endocitosis, con intervencion directa de la
cubierta del parasito. Como resultado final, el merozoito queda englobado en una "vacuola
parasitéfora”. La cubierta del merozoito queda retenida en la superficie del hematie y es finalmente
desprendida y dispersada en el plasma sanguineo.

Una vez dentro del eritrocito, el merozoito se transforma de nuevo en un trofozoito. El
parasito comienza a alimentarse de nutrientes del citoplasma, entre ellos la hemoglobina, con lo

que va aumentando de tamafio. Cuando el nucleo del trofozoito se divide (esquizogonia
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eritrocitica), pero sin division del citoplasma, se pasa a llamar forma esquizonte. Cuando el
proceso de maduracion del esquizonte finaliza, se produce la ruptura de la membrana del eritrocito
y la liberacion de los merozoitos al torrente sanguineo, desde donde pasan a infectar otros
eritrocitos.

La esquizogonia eritrocitica tiene lugar en 1-4 dias dependiendo de la especie de
Plasmodium. P. knowlesi tiene el ciclo mas corto, aproximadamente 24 h, mientras que el de P.
falciparum, P. vivax y P. ovale es de aproximadamente 48 h, y para P. malariae es de 72 h. En el
caso de P. falciparum, la esquizogonia ocurre cada 48 horas y da lugar a la produccién de 16-32
merozoitos. Se ha estimado que, dada la velocidad de replicacion de P. falciparum en humanos,
todos los eritrocitos existentes resultarian invadidos en un periodo de 10-12 dias desde la aparicion
de los parasitos en sangre. Sin embargo, en los casos clinicos, la parasitemia tras este periodo suele
rondar el 1%, lo que sugiere que un gran namero de los merozoitos son ingeridos y destruidos por
las células del sistema reticuloendotelial, leucocitos y otros mecanismos de defensa innata.
También estas células fagociticas estan implicadas en la fagocitosis de glébulos rojos infectados.

Después de un nimero indeterminado de generaciones asexuales, algunos merozoitos

(menos del 1%), tras entrar en los eritrocitos, se diferencian en macrogametocitos (13-16 um) y

microgametocitos (9-11 pum).

Los procesos moleculares que dirigen a los merozoitos a iniciar la diferenciacion a
gametocitos todavia no se conocen en detalle, aunque factores como alta parasitemia y el
tratamiento con farmacos como la cloroquina se han asociado con un aumento en la produccién de
gametocitos, lo que sugiere que los parasitos son capaces de sentir cambios en el ambiente. La
entrada en el proceso de gametogénesis parece estar mediada por el regulador maestro PfAP2-G,
que es un factor transcripcional (Fig. 9). La expresion del gen PfAP2-G, a su vez, esta regulada
epigenéticamente por las proteinas PfHda2 y PfHP1. PfHda2, a través de la desacetilacion de
histonas, va a permitir que la metilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9). A continuacion,
PfHP-1 se une a H3K9me y promueve la formacion de heterocromatina y la represion de PfAP2-
G (Fig. 9).

16



PTG’

Stage | Stage Il Stage III Stage IV Stage V.,
1

(g yte) d

Sexual
Commitment

@p
Stochastic activation?
Silenced Active
H3Ks H3K9 ac
T

Transcription of
TACac pfap2-g {GTAC c IR _> LPrar2-GJ _> Sary oarnelcavts
genes
v w&/

Parasite specific Exogenous
factors factors

Figura 9. Durante cada ciclo asexual en la sangre humana una pequefia proporcion de parasitos deja
de replicarse asexualmente y en su lugar produce progenie sexual que se desarrolla en gametocitos
no-replicativos, capaces de continuar la transmisién al mosquito vector. La entrada a la via sexual
ocurre a una ratio baja durante cada ciclo de replicacion asexual y la decisién de cambiar se piensa
que debe ocurrir antes de la fase de esquizogonia. EI cambio a gametocitogénesis esta gobernado por
el factor de transcripcion PFAP2-G que es controlado epigenéticamente por PfHda2 y PfHP1. PfHda2
probablemente promueve el silenciamiento transcripcional al desacetilar histonas, permitiendo asi
la metilacion de la histona 3 en la lisina 9 (H3K9). PfHP1 puede entonces unirse a H3K9me,
conduciendo a la formacion de heterocromatina y represion de PfAP2-G. PfAP2-G podria ser
propenso a una activacion estocastica, resultando en unos niveles bajos de formacion de gametocitos.
Por eso, una vez iniciada la transcripcion de PfAP2-G ésta podria ser reforzada por retroalimentacion
positiva. La ratio de conversion a fase sexual podria ser alterada por varios factores: aquellos
derivados de los paréasitos (alta parasitemia) y aquellos que son exdgenos (drogas antimalariales,
anemia, niveles elevados de reticulocitos y factores inmunitarios del hospedador). Obtenida de
Nilsson et al. (2015).

Se ha constatado una significativa acumulacién de gametocitos en la médula 6sea, lo que
ha llevado a hipotetizar que la gametocitogénesis podria ser inducida en este tejido. Después de
salir de la médula 6sea, los gametocitos maduros se estima que pueden permanecer en la
circulacion unos 6 dias, tiempo durante el cual pueden resultar ingeridos por el mosquito

Anopheles.

3.1.1. El ciclo eritrocitico

En el torrente sanguineo, el parasito crece y se multiplica en los glébulos rojos, modificandolos en
varios aspectos para adquirir nutrientes y para combatir las defensas del hospedador. Ademas, la
destruccion de los globulos rojos infectados en el bazo y en el higado es minimizado, los parasitos

promueven gue estos globulos rojos se adhieran a las paredes de los capilares sanguineos.
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La fase eritrocitica de la infeccion es la que causa todos los sintomas y complicaciones de

la enfermedad, mientras que no hay una patologia asociada a la fase hepatica de la infeccion.

3.1.1.1. Las formas del parasito en el ciclo (Fig. 10)

Cuando el parésito ha invadido el glébulo rojo, el parasito se expande a una forma de disco
biconcavo, dando la apariencia de “anillo” (“ring”), que da nombre a esta etapa o forma del
parasito. El parésito se encuentra dentro de una vacuola, la vacuola parasitofora (PV,

“parasitophorous vacuole™).

(-) Invasion by MZ.

The MZ attaches to the RBC surface, then re-orientates to bring
its apical prominence in contact with the host cell. The MZsectetes
material from its apex to cause the of the
PV into which the MZ propels itself. Once andosad in the RBC, the
MZ discharges dense granule proteins from its own surface.

The parasite flattens into a biconcave disc and begins to feed on
the RBC through a cytostome. The ring grows and exports various
to the RBC surface, causing adhesion to non-infected
RBCs (rosetling) and to endothelial cells of the viscera and the
placenta.

‘m Ring stage

Adhesion to blood vessel walls
of viscera, brain and placenta

(e) Exit \
The RBC and PV membranes I

surrounding the MZ now broak |
down. The MZ are released and |
they procoed to invade new RECs. \

pigment vacuole in which the
products of Hb
(haemozoin crystals) accumulate,
Export of new parasite proteins leads
to knob formation on the RBC surtace
and 1o strong adhesion o the linings of
visceral and placental blood vessels. if
they attach 1o blood vessels in the brain,
cerebral malaria results. Other

©

membranous sacs (Maurer’s clefts) in
the RBC, a potential route of parasite
molecules to the RBC surface

The nucleus now divides to form ~16 nuclei. MZs appear
around the periphery, each receiving a nucleus. They bud
off from the central mass containing the pigment vacuole,

} (d) Schizont

now full of compacted haemozoin crystals. The schizont
continues to adhere to blood vessel walls.

Figura 10. Representacion de los principales fases del ciclo asexual en los
eritrocitos de Plasmodium falciparum: invasion, anillo, trofozoito,
esquizonte y salida. Hb, hemoglobina; PV, vacuola parasitéfora; RBC,
glébulo rojo. Obtenida de Bannister & Mitchell (2003).

La forma en anillo se trasforma en la fase trofozoito, mas redondeada. Es un periodo de
gran actividad, tanto de adquisicién de nutrientes como de modificacion del glébulo rojo. Un gran
numero de moléculas son exportadas al glébulo rojo; entre ellas, unas se asocian a la membrana
del globulo rojo formando abultamientos (“knobs’) sobre la superficie (Fig. 11). Algunas penetran

la membrana como es la proteina PfEMP1 (“P. falciparum erythrocyte membrane protein) que
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sirve para que el gloébulo rojo infectado se pegue al endotelio de los capilares sanguineos,

reduciendo asi la retirada del parasito por las defensas del cuerpo a través del bazo. Estas

formaciones se observan entre 16-20 h después de la invasion de los globulos rojos. Durante esta

fase, el parésito ingiere y degrada una gran cantidad de hemoglobina, este proceso tiene lugar

dentro de un orgéanulo especializado, Ilamada vacuola de alimentacion; los productos hemo de la

digestion de la hemoglobina cristalizan en particulas de pigmento oscuro, hemozoina, que se

acumulan en la vacuola, también llamada vacuola del pigmento.

Uninfected

5\
z .

5um (2015).

Figura 11. Microscopia electrénica de barrido mostrando un eritrocito
no infectado (izquierda) y un eritrocito infectado con P. falciparum
(derecha). Cabe destacar la pérdida de la morfologia bicéncava y la

aparicion de abultamientos en la superficie. Obtenida de Spillman et al.

El parésito entonces experimenta una serie de
divisiones nucleares, formandose alrededor de 16 ndcleos. A
esta fase se le denomina esquizonte. Los nucleos se dirigen
hacia la periferia del esquizonte y empiezan a formar una
especie de brotes, que generaran los merozoitos. Finalmente,
la membrana del glébulo rojo y la membrana de la vacuola
parasitofora (PVM, “parasitophorous vacuolar membrane™)
son lisadas por un proceso dependiente de proteasas. Los
merozoitos quedan libres, aunque su periodo extracelular es
muy corto.

Los merozoitos tienen forma de huevo y en el apice
presentan tres estructuras secretorias: (1) una pareja de
rhoptris, (2) un nimero grande de micronemas, y (3) una serie
de vesiculas llamadas granulos densos (Fig. 12). Estas
estructuras van a liberar moléculas que le permiten al parésito
adherirse a las celulas hospedadoras, invadirlas y establecer
la vacuola que va a ser su hogar durante la siguiente ronda de
replicacion intracelular. Sobre la superficie del merozoito,

existe una cubierta adherente y rugosa.

Nucleus

Merozoite /4
coat

/ Apical
o # _~ prominence

Plasma
membrane

Lo Rhoptry
Ribosomes  Pellicular

Figura 12. Imagen de microscopia
electrénica (a) y esquema (b) de los
merozoitos de Plasmodium
falciparum. En el esquema se pueden
apreciar las estructuras secretorias
importantes para la invasion de los
glébulos rojos: los micronemas, los
rhoptris y los granulos densos.
También se pueden distinguir las

membranas y demdas organulos
necesarios. Abreviaturas:
prominencia apical (ap); granulo

denso (d); ndcleo (n); rhoptri (r).
Obtenida de Kats et al. (2006).
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3.1.1.2. El proceso de invasion

Para seguir reproduciéndose, el merozoito tiene que adherirse y entrar rapidamente en un nuevo
eritrocito (el proceso ocurre en menos de 20 segundos, segun se ha determinado con imagenes
capturadas por video en tiempo real). La interaccién inicial parece ser mediada por el complejo
MSP1 (“merozoite surface protein”), formado por proteinas de los micronemas, que son secretadas
en el comienzo del proceso de invasion. En P. falciparum también estan implicadas en la union
inicial a eritrocitos las proteinas EBA-175, y sus paralogos EBA-140 y EBA-165, y las proteinas
PfRh (PfRh1, PfRh2a, PfRh2b y PfRh4). Cada una de las proteinas interacciona con un receptor
diferente del eritrocito.

También se han implicado varias moléculas como receptores en los eritrocitos para
moléculas de los merozoitos. Entre éstas se encuentran las glicoforinas y la proteina Banda 3, una
proteina muy abundante en eritrocitos.

La redundancia de moléculas y sistemas de invasion confiere al parésito varias ventajas.
La primera ventaja esta relacionada con la evasion inmunitaria. Muchas proteinas de union a
eritrocitos tienen epitopos inmunodominantes que inducen una respuesta inmunitaria, y asi,
teniendo multiples vias de invasion que implican a varias moléculas es posible mantener el proceso
de invasion incluso cuando se ha producido una respuesta inmunoldgica frente a alguna de las
moléculas de invasion. Por otro lado, la redundancia puede contribuir a la habilidad de P.
falciparum para invadir eritrocitos de todas las edades. En tercer lugar, favorece que P. falciparum
pueda invadir eritrocitos de una gran variedad de seres humanos.

Una vez que el merozoito se adhiere a través de esta cubierta rugosa, se observa una
deformacion de la superficie del eritrocito y una reorientacion hasta que la parte apical del paréasito
gueda en contacto con la membrana del eritrocito, quedando firmemente anclado a la membrana
plasmética (Fig. 13). La proteina PfRh5 se ha implicado en el proceso de reorientaciéon del
merozoito sobre la superficie del eritrocito. Justo debajo de la membrana del eritrocito, en el punto
de contacto, se observa una concentracion local de citoesqueleto y moléculas transmembrana que
se unen a proteinas del merozoito. Se ha postulado que la interaccion entre la proteina PfRh5 con
su receptor, basiginina, va a sefializar un proceso que conduce a la liberacion de contenidos de los
rhoptris, con el transporte e insercion del complejo RON2 en la superficie del eritrocito. A
continuacion, la interaccion entre la proteina RON4 y AMAL, va a disparar el proceso de

internalizacion del paréasito, que es mediado por un motor de actina-miosina. AMA 1 (“Aplical
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membrane antigen 1), que es una proteina transmembrana, en su domininio citoplasmatico

establece interaccion con el motor de actina-miosina.

Merozoite

Microtubules

Micronemes

Polar ring
Rhogiiias Reticulocyte binding Erythrocyte binding
Dense granules homologs (RH) antigens (EBA)
MSP complex

r
g RH receptor EBA receptor

Direction
of parasite
invasion

} »

Figura 13a. Esquemas de la invasion de un glébulo rojo por un merozoito. El contacto primario entre el
merozoito y el glébulo rojo estd mediado por interacciones de baja afinidad entre proteinas de la
superficie de ambos (A). Esto lleva a una deformacion de la superficie del eritrocito y una reorientacion
del merozoito, que sitla la zona apical en contacto directo con la membrana del eritrocito. Interacciones
especificas ligando-receptor ocurren a continuacién (B), mediado por proteinas pertenecientes a las
familias EBA y PfRh. Esto inicia eventos subsiguientes del proceso de invasidn, en el que estd implicada
la unién del complejo PfRh5 a la basiginina de la célula hospedadora (C). Esto esta asociado con un
influjo de calcio al eritrocito y la secrecién de los micronemas, permitiendo la insercién del complejo
RON en la membrana del eritrocito y permitiendo la unién directa de AMA-1 para formar una union
movil (moving junction) (D). Mediante la movilizacion reversa del complejo actina-miosina del
merozoito, éste empuja la membrana del eritrocito. Esto ocurre en paralelo con la descarga de los
componentes de los rhoptris que contribuyen a la formacion de la membrana de la vacuola parasitéfora
(PVM) que encerrara el merozoito (E-G). Tras sellarse la PVM y la membrana plasmaética del eritrocito,
ocurre un periodo de equinocitosis debido a la pérdida de agua del citosol del eritrocito (H); aunque
pronto se recupera la homeostasis del eritrocito (1). Obtenida de Cowman et al. (2016).

La formacion de la union apical dispara la generacion de una depresién membranosa en la
superficie del globulo rojo en la que se desliza el merozoito, que termina totalmente englobado en
una burbuja membranosa, la PV. Al proceso contribuye la secrecién del material lipidico de los

rhoptris y micronemas, que van a ir formando la vacuola parasitéfora (Fig. 13).
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Cuando se comienza a formar la depresion membranosa, el merozoito se va deslizando,
pero mantiene en todo momento un pequefio punto de anclaje entre las dos membranas. En un
momento, esta union apical comienza a deslizarse hacia la parte posterior del merozoito,
manteniendo siempre el contacto ente el parasito y el glébulo rojo, en el borde de la depresion de
invasion que va creciendo. EI movimiento del merozoito es un proceso activo, que depende de la
interaccion de actina y miosina, situadas por debajo de la membrana del merozoito y que establecen
un contacto con el sitio de union.

En un momento determinado, la union deslizante alcanza el extremo posterior del
merozoito, las membranas del eritrocito y de la PVM se cierran, y la PV queda separada de la
superficie del glébulo rojo. En estos momentos, la superficie del eritrocito parece contraerse,
adquiriendo una forma semejante a un erizo, por lo que al fendmeno se le ha denominado
“equinocitosis”, y parece deberse a una pérdida de agua desde el eritrocito. Este proceso es
transitorio y pronto el eritrocito recupera su morfologia. Por otro lado, los granulos densos del
merozoito se mueven hacia la superficie y descargan sus contenidos en la PV en varios puntos. Un
efecto de este hecho es que se va produciendo un aumento de la PVM. En este momento, el

merozoito se comienza a transformar en la forma en anillo.
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Figura 13b. Los merozoitos salen de los eritrocitos cada 48 horas e invaden nuevos eritrocitos, un
proceso que in vitro ocurre en menos de un minuto para la mayoria de los merozoitos (77%). El proceso
entero de invasion desde el contacto inicial hasta completarse la invasion tiene lugar en
aproximadamente 20 segundos. Dibujos que representan los ligandos més relevantes implicados en los
distintos pasos de invasién junto con sus conocidos o supuestos compafieros de union. Abreviaturas:
AMAL1, apical membrane antigen 1; BSG, basigin; CR1, complement receptor 1; CyRPA, cysteine-
rich protective antigen; EBAS, erythrocyte binding antigens; EBL-1, erythrocyte binding ligand 1;
GlyA-C, glycophorins A-C; MSP1, merozoite surface protein 1; PfRhs, Pf reticulocyte-binding like
homologs; RIPR, Pf Rh5 interacting protein; RON, rhoptry neck protein. Y, Z and Z son nombres
arbitrarios para receptores desconocidos. Obtenida de Weiss et al. (2016).
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3.1.1.3. Tréfico de proteinas en los gldbulos rojos infectados con Plasmodium.

En P. falciparum, el trafico de proteinas requiere de un nuevo nivel de sofisticacion. El parasito
pasa una gran parte de su ciclo de vida en una vacuola parasitéfora (PV) dentro de los globulos
rojos. Los glébulos rojos humanos, ademas de carecer de nucleo, carecen de una maquinaria de
trafico intracelular. Sin embargo, el parésito se las compone para exportar un gran nimero de
proteinas (varios cientos) mas alla de los confines de su membrana plasmatica y de la membrana
de la PV, atravesando el citoplasma del globulo rojo hasta llegar a la membrana de la célula
hospedadora, donde una subserie de estas proteinas son expuestas sobre la superficie del glébulo
rojo. Dado que el glébulo rojo maduro carece de una arquitectura intracelular de membranas, el
parasito necesita crear una maquinaria de transporte mediada por vesiculas que debe ser exportada

al interior del glébulo rojo.

El tréfico de proteinas dentro de los confines del parasito parece ocurrir por una via clasica
de secrecién mediada por vesiculas (Fig. 14). Las proteinas solubles destinadas a la exportacion
son dirigidas al RE por secuencias sefial N-terminales hidrofébicas. En muchos casos, las proteinas
exportadas presentan el motivo pentamérico RxLxE/D/Q, conocido como PEXEL (“Plasmodium
export element”), situado unos 35 residuos por debajo del péptido seial de localizacion en el RE.
El péptido sefial es retirado por una aspartil proteasa localizada en el RE que se denomina
plasmepsina VV (PM5), que produce un corte en el motivo, después del residuo de leucina, siendo
a continuacion acetilado ese residuo (Ac-xXE/D/Q). No se sabe si esta acetilacion N-terminal influye
en la exportacion, aungue si se sabe que por si misma no es suficiente. A continuacion, las proteinas
pasan dentro de vesiculas a través de un aparato de Golgi rudimentario hacia la membrana
plasmatica. Algunas de las proteinas que van a ser exportadas carecen de la secuencia PEXEL,
entre ellas esta el principal factor de virulencia, PFEMP1 (“P. falciparum erythrocyte membrana
protein-17). Estas proteinas se denominan PNEPs (“PEXEL-negative exported proteins”). En total
se estima que unas 550 proteinas diferentes (~10% del proteoma de P. falciparum) son exportadas
al glébulo rojo desde el parasito, aunque es posible que el nUmero sea mayor dada la dificultad de

predecir mediante analisis informaticos las proteinas PNEPs.
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Figura 14. Representacion esquematica de los mecanismos de exportacion de proteinas. Las
proteinas que contienen la secuencia PEXEL son liberadas desde la membrana del reticulo gracias a
la retirada del péptido sefial por PM5, donde la union de secuencias PEXEL sin procesar a PI3P
puede contribuir a su clasificacion adecuada, y pasan a la via secretora. La secuencia PNEP en los
extremos N-terminal de algunas proteinas tiene una funcién similar a la de las secuencias PEXEL
maduras pero en ese caso requieren un dominio PNEP transmembrana. Una vez en la PV, las
proteinas PTEX atraviesan la membrana de la vacuola gracias a proteinas de exportacion que las
reconocen especificamente o, alternativamente, a través de sub-compartimentos de exportacion de
la PV. Algunas de las proteinas seran liberadas directamente al citosol del eritrocito, aunque la
mayoria atraviesan las hendiduras de Maurer hasta llegar a su destino final. Adaptada de Spillman

et al. (2015).
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Una vez liberadas en la PV, las proteinas van a ser captadas por una maquinaria de
transporte que se denomina PTEX (“Plasmodium translocon of exported proteins”), compuesta al
menos por cinco proteinas diferentes: EXP2 (“exported protein 2”), tiorredoxina 2 (Trx2), proteina
de choque térmico 101 (Hsp101), PTEX150 y PTEX88. Recientemente se han identificado otras
dos nuevas proteinas que forman parte de esta estructura, PfPVV1 y Pf113, aunque su papel todavia
no se ha podido definir. Estas proteinas se localizan en los granulos densos de los merozoitos y

tras ser liberadas por el parasito se van a ensamblar en la maquinaria de transporte (Fig. 15).

La proteina Hspl0l1 es una ATPasa de la familia CIpA/B y se piensa que va a ser
responsable del desplegamiento de las proteinas y de su translocacion a través del complejo PTEX.
La proteina EXP2 forma homooligémeros de un tamarfio en torno a 600 kDa que se encuentran
fuertemente anclados a la membrana, conformando un canal. Se piensa que Trx2 va a ser
responsable de la reduccidn de cisteinas presentes en las proteinas para facilitar su desplegamiento
por la Hsp101 previo a su translocacién a través del canal, aunque también se ha sugerido que
pudiera ser un regulador de la Hspl01. Las proteinas, una vez translocadas al citoplasma del
eritrocito van a ser replegadas por las chaperonas de la célula hospedadora o por las proteinas

HSP70 y HSP40 del parasito que también son transportadas al citoplasma del eritrocito.

La existencia de una estructura membranosa en el citoplasma del glébulo rojo, conocida
como hendidura de Maurer (MC, “Maurer’s cleft”), que parece generarse a partir de la membrana
de la vacuola parasitéfora, ha llevado a plantear que algunas proteinas podrian ser transportadas a
través de un transporte tubovesicular (Fig. 14). En este sentido, la hendidura de Maurer podria
desempefiar una funcion analoga al aparato de Golgi, la de ser una estacion de clasificacion de las
proteinas exportadas en su camino hacia la membrana del eritrocito. Imagenes de microscopia
electronica han puesto de manifiesto la existencia de vesiculas ancladas a largos filamentos de
actina que conectan la hendidura de Maurer con los abultamientos (“knobs”) que se forman en la
cara interna de la membrana del eritrocito infectado. La actina es propia de los eritrocitos, aunque
serian proteinas del parasito las encargadas de dirigir la polimerizacion/despolimerizacion de la

actina y, por ende, el movimiento de las vesiculas (Fig. 16).

25



2 Citoplasma del
eritrocito

PTEX150

Treadmilling de

HSP101 EEHT

Citoplasma del

eritrocito
PV lumen

B \
3 v -
2 PVM protein
Chaperona

PEXEL-positive
protein

Figura 15. PTEX y su papel en la exportacién de proteinas. Las Figura 16. Reorganizacion del citoesqueleto de actina de la
proteinas del paréasito que deben ser exportadas son entregadas a célula huésped por el parasito y su papel en el transporte de
la PV (0 zonas de exportacién dentro de la PV) y actGan como PfEMP1. Una vez han atravesado la membrana de la PV,
sustrato de la maquinaria PTEX. El despliegue de las proteinas posiblemente con la ayuda del translocén PTEX, PfEMP1 es
parece estar mediado por HSP101 y Trx2 y las proteinas sustrato, transferida a un complejo de chaperonas en la hendidura de
ya sean PEXEL o PNEP, pasan a través del poro del translocon Maurer. Una vez se inserta en las hendiduras de Maurer,
formado por multimeros de EXP2. El translocén PTEX actua PfEMP1 pasa a la superficie de las vesiculas que son
potencialmente como una integrasa de membrana, permitiendo la transportadas a los abultamientos a través de filamentos de
insercion de proteinas en la membrana de la PV. Ya en el citosol, actina, impulsadas por el treadmilling de actina. Adaptada de
podran actuar otras chaperonas que las plieguen de nuevo. Przyborski et al. (2016).

Adaptada de Przyborski et al. (2016).

Las funciones desempefiadas por las proteinas exportadas al glébulo rojo se agrupan en
tres categorias. Por un lado, hay proteinas destinadas a aumentar la permeabilidad de los glébulos
rojos, facilitando el flujo de nutrientes (azlcares, aminoacidos, nucledsidos, cationes, etc.), lo que
ayudard al crecimiento del parésito. Eventualmente, esos canales también ayudarian a que el
paréasito eliminara productos de desecho. Por otro lado, la exportacion a la superficie de proteinas
como PfEMP1 va a tener la finalidad de aumentar la citoadherencia de los glébulos rojos
infectados. Y la tercera finalidad es la de aumentar la rigidez de la membrana del glébulo rojo, lo

que facilitaré su secuestro en los endotelios vasculares.

3.1.1.4. Alteraciones en la membrana del glébulo rojo.

Los gldébulos rojos humanos, a veces, se describen como si fueran una especie de sacos llenos de
hemoglobina, una proteina disefiada para el transporte de Oz y CO>. La razon, en parte, esta en el
hecho de que durante su diferenciacion terminal pierde el nlcleo y su capacidad para sintetizar
proteinas. Sin embargo, la membrana del glébulo rojo presenta una consistencia destacable, que le

permite recorrer cientos de kilémetros sin ser reparada durante sus cuatro meses de vida. El globulo
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rojo puede experimentar deformaciones significativas en su membrana sin romperse, por ejemplo,
cuando atraviesa los sinusoides venosos de un didmetro de 1-2 um, cuando su diametro es de 8
pm.

La membrana del glébulo rojo debe su elasticidad y duracion al esqueleto subyacente a la
membrana. Este esqueleto estd formado por un ordenamiento hexagonal de proteinas que forman

una red bidimensional (Fig. 17).
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Figura 17. Estructura del armazén asociado a la membrana en glébulos rojos no infectados e infectados
con Plasmodium falciparum. a | Glébulos rojos no infectados. Los heterodimeros de espectrina pueden
expandirse y desplegarse en respuesta al estrés por deformacion. Los dimeros de espectrina se unen
formando tetrameros para formar complejos de unién con oligémeros de actina que estan estabilizados
por la proteina 4.1R y otras moléculas; mientras que las interacciones verticales que conectan el
esqueleto subyacente a la membrana propiamente dicha incluyen un enlace banda 3-ankyrina-
espectrina y el complejo ternario entre la proteina 4.1R, p55 y la glicoforina C. b | Glébulos rojos
infectados. En los glébulos rojos infectados en etapa de anillo, el antigeno de superficie RESA se asocia
con la espectrina y resta flexibilidad al armazon de la membrana. En los eritrocitos parasitados, en una
fase avanzada, las moléculas KAHRP se asocian entre si para interaccionar con la espectrina. Pf332 y
el antigeno de superficie MESA se unen al complejo de unidn; mientras que la proteina PFEMP3 se
une a espectrina, comprometiendo aun mas la deformabilidad de la membrana del eritrocito. La
proteina PFEMP1 se concentra en la region de los abultamientos gracias a su interaccion con KAHRP,
a la vez que su dominio N-terminal puede interactuar con receptores de células hospedadoras para
mediar la citoadherencia. Adaptada de Maier et al. (2009).

Los heterodimeros de espectrina (formados por las espectrinas al y BIX1) constituyen
cadenas flexibles, que pueden expandirse y plegarse en respuesta a la necesidad de deformacion
del globulo rojo. A ciertos intervalos, las cadenas de espectrina se encuentran conectadas por

complejos de unién formados por oligdmeros de actina, estabilizados por la proteina 4.1R y otras

27



moléculas. Este esqueleto esta conectado a la membrana a través de varios tipos de interacciones:
banda 3-ankirina-espectrina y proteina 4.1R-p55-glicoforina C (Fig. 17). Defectos genéticos en
alguna de las proteinas que forman este esqueleto se manifiestan a menudo como enfermedades

hemoliticas.
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Figura 18. Adhesidn de gldbulos rojos infectados por Plasmodium
KAHRP se autoensambla formando | falciparum a células endoteliales. a | Microfotografia electrénica
. ., de transmision de un gldébulo rojo infectado por el paréasito (P),
estructuras conicas, que también | interaccionado a través de sus abultamientos (knobs) con Ia
. . . superficie de una célula endotelial microvascular (EN). b | Detalle
interaccionan con espectrina. Pf322 de la interfase entre un eritrocito infectado y una célula endotelial
y MESA (“mature-parasite-infected que muestra fit_)ras electrodensas de material de conexién_ubicado

en los abultamientos o knobs (flechas). Adaptada de Maier et al.

erythrocyte surface antigen”) se | (2009).

unen al complejo de union, y PFEMP3 se une ademas a espectrina, lo que va a contribuir a
disminuir la deformabilidad de la membrana del glébulo rojo. La proteina PFEMP1, mediadora de
la citoadherencia se concentra en la region de los “knobs” a través de su interaccion con la proteina
KAHRP. El dominio amino-terminal de PfEMP1 es expuesto en la superficie extracelular y a
través de éste se van a establecer interacciones con receptores celulares que median la

citoadherencia, fundamentalmente al endotelio vascular (Fig. 18).

Los macrofagos del bazo reconocen y retiran los glébulos rojos que tienen menor capacidad
de deformacion o presentan una antigenicidad alterada. La adherencia de los globulos rojos al
endotelio vascular permite al parasito escapar de este escrutinio por parte del bazo. La adhesion al
endotelio vascular, por otro lado, es responsable en gran medida de la patologia asociada a la

malaria.
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3.2. Fase sexuada o de desarrollo en el mosquito

Cuando los eritrocitos que contienen gametocitos son ingeridos por un mosquito inapropiado,
todos resultan digeridos junto con la sangre. Sin embargo, si el que se alimenta es un mosquito
susceptible, los gametocitos se desarrollan en gametos. Una molécula producida por el mosquito,
el acido xanturénico, junto al cambio de temperatura y pH, disparan el proceso de gametogénesis.

Una gran variedad de especies de Anopheles son hospedadores apropiados para las
especies de Plasmodium que afectan a humanos.

Una vez que el microgametocito es liberado del eritrocito, en 10-12 minutos su ndcleo se
divide repetidamente hasta formar 4-8 nucleos hijos, cada uno se asocia con los elementos de un
axonema en desarrollo. Cada flagelo junto con su ndcleo emerge rodeado de su membrana externa
del gametocito hasta que se liberan formando los microgametos (20-25 um de longitud). Este
proceso se denomina “exflagelacion”. La vida media de los microgametos es pequefia dado que
contienen poco mas que la cromatina nuclear y el flagelo recubierto por la membrana.

Mientras tanto el macrogametocito se transforma en macrogameto o gameto femenino. El
microgameto nada alrededor hasta que encuentra un macrogameto, en el que penetra y fertiliza. El
zigoto diploide resultante se elonga rapidamente y se convierte en un goguineto mavil (Fig. 19).

Dentro de las 24 horas de diferenciacion a ooquineto, ademas de resistir al ambiente
proteolitico del intestino del mosquito, el parasito tiene que cruzar dos barreras: la matriz
peritrofica extracelular (PM) y el epitelio del intestino medio. La PM es un cubierta gruesa acelular
que las células del epitelio del intestino medio secretan en respuesta a la distension celular causada
por la ingesta de sangre. La PM completamente rodea al bolo de sangre y se va a desintegrar una
vez acabada la digestion. La PM esta constituida por una red de quitina en la que se ensamblan
diferentes proteinas (llamadas peritrofinas) y glicosaminoglicanos.

El grosor de la PM es comparable a las dimensiones del ooquineto (18-24 um de longitud).
Para atravesar esa formidable barrera, el ooquineto secreta una pro-quitinasa presente en los
micronemas. De forma destacable, la activacion de la quitinasa del parasito es dependiente de la
actividad de la tripsina digestiva del mosquito. Asi, la inhibicion de la tripsina del mosquito con
un anticuerpo anti-tripsina impide que los parasitos crucen la PM. Estas observaciones han llevado
a crear mosquitos transgénicos que expresan un anticuerpo monocatenario frente a la quitinasa.

Estos mosquitos podrian servir para bloguear el ciclo de transmision del parasito.
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Una vez que han abierto brecha a través de la PM, los parasitos se encuentran con una
segunda barrera: el epitelio del intestino medio. EI proceso se inicia con la adhesion del ooquineto
a la superficie de microvellosidades. No se conoce la naturaleza de los receptores en la célula
epitelial ni los ligandos del paréasito implicados en el proceso.

El ooquineto atraviesa cierto nimero de células epiteliales antes de acceder a la cara basal
del epitelio. Este fenomeno (“cell traversal”) también ocurre cuando los esporozoitos son
inoculados en la piel o llegan a los sinusoides hepaticos.

Después de atravesar el epitelio de intestino medio, el ooquineto alcanza el espacio
extracelular entre el epitelio del intestino medio y la ldmina basal, donde pierde la movilidad y se
transforma en un ooquiste (Fig. 19). La dificultad en atravesar estas barreras se manifiesta en el
hecho de que menos del 10% de los ooquinetos alcanzan su meta, convertirse en ooquistes.
Ademas, las reacciones inmunitarias del hospedador van a dafiar y destruir un importante nimero
de parésitos. En particular, se puede producir un fenémeno denominado “melanizaciéon del
ooquineto”, una respuesta inmunitaria humoral, altamente regulada, de los artropodos que produce
el secuestro de los parasitos en cubiertas densas de melanina. Por tanto, esta fase del ciclo de vida
del parasito se considera critica para el parasito, dado el pequefio nUmero de ooquinetos que se
producen y las muchas dificultades que se encuentran en su desarrollo. Se han hecho estimaciones
numéricas que indican que en la sangre ingerida por un mosquito habria alrededor de 10°
gametocitos, de éstos sélo alcanzaran la fase de ooquineto unos 1000 (0 menos) y que menos de 5
alcanzaran la fase ooquiste y se desarrollaran.

Los ooquinetos inyectados en el hemocelo de los mosquitos, incluso en el homocelo de
Drosophila melanogaster tienen la capacidad de anclarse a la pared del intestino, transformarse en
ooquistes y generar esporozoitos. Los ooquinetos también pueden transformarse in vitro en
ooquistes (y producir esporozoitos) en presencia de matrigel, que contiene estructuras semejantes
a laminina. Por lo que se piensa que, la laminina y probablemente el colageno, que recubre la
cavidad celomica del mosquito, van a actuar de moléculas sefializadoras para la transformacion

del ooquineto en ooquiste.
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Figura 19. Etapas del desarrollo del parasito de la malaria dentro del mosquito vector. Los gametocitos
de Plasmodium son ingeridos por los mosquitos Anopheles durante la ingesta de sangre. Los gametos
masculinos y femeninos emergen de los gametocitos y se produce la fertilizacion para formar el cigoto,
gue luego se transforma en ooquineto. A continuacion, los ooquinetos rompen la matriz peritréfica que
rodea el bolo de sangre e ingresan en la parte apical del intestino medio. Los ooquinetos atraviesan el
epitelio del intestino medio a través del extremo basal y se transforman en ooquistes sésiles (de vida
libre). Estos ooquistes experimentan un gran crecimiento y completan su desarrollo en 10-14 dias,
produciéndose como resultado miles de esporozoitos que salen del ooquiste y viajan por la hemolinfa
antes de unirse a la cara basal de las células acinares de la glandula salival. Los esporozoitos atraviesan
las células acinares y entran en los conductos de las glandulas salivales, donde esperan a ser
transmitidos a un huésped mamifero durante la proxima picadura. Aparecen también listadas las
proteinas implicadas en el desarrollo, en cada etapa del ciclo de vida dentro del mosquito. Adaptada de
Aly et al. (2009).

El ooquiste es la Unica etapa de desarrollo del parasito que crece de forma extracelular. La
division inicial de su nucleo es reduccional; la meiosis tiene lugar inmediatamente después de la
formacion del zigoto. Segun se diferencia el ooquiste, los nucleos se dividen activamente dentro
de un citoplasma comun, para finalmente generar unos 10.000 esporozoitos (10-15 um de
longitud). Asi, una caracteristica distintiva de las formas replicativas de Plasmodium es que existe

una separacién temporal entre la cariocinesis y la citocinesis.
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En el desarrollo del ooquiste y en la formacion de los esporozoitos, una proteina muy
importante es la proteina CSP (proteina circumsporozoito, “circumsporozoite protein”). Esta
proteina tiene un péptido sefial N-terminal y un sitio de anclaje a membrana a traves de la estructura
GPI (Fig. 20). Los mutantes deficientes en este gen se diferencian normalmente hasta las fases
iniciales de la etapa ooquiste, pero no generan esporozoitos viables. La proteina CSP se ha
implicado ademas en otras etapas del ciclo de Plasmodium, como es la interaccidn con hepatocitos

al interaccionar con los HSPGs (“heparan sulfate proteoglycans”).
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Figura 20. Estructura y funciones de la proteina circumsporozoito (CSP). Representacion
esquematica de la estructura de la proteina CSP, compuesta por el péptido sefial (PS), los motivos
de exportacion de proteinas PEXEL/VTS 1y 2 (P1y P2), laregion I (RI), la regidn de repeticiones
en tandem conservadas, la region 111 (RII1), la regién 11 plus (RI1-plus), el dominio relacionado con
trombospondina (TSR), la sefial de localizacién nuclear bipartita (NLS1 y NLS2) y la sefial de
anclaje GPI (GPI). También se muestran esquematicamente las funciones de la proteina CSP.
Adaptada de Aly et al. (2009).

Finalmente, la capsula del ooquiste se rompe y se liberan los esporozoitos que deben cruzar
la 1dmina basal hasta alcanzar el hemocelo (“hemocoel”). Para la ruptura de la pared del ooquiste
se ha demostrado esencial la cistein proteasa ECP1, cuya funcion esta relacionada con un correcto
procesamiento de la proteina CSP, que a su vez es necesario para que tenga lugar la liberacion de
los esporozoitos. Una vez en el hemocelo, los esporozoitos tienen acceso a un gran nimero de
organos Yy tipos celulares. Sin embargo, sélo invaden células del epitelio de las glandulas salivales
(Fig. 19). Comparado con otros érganos que estan en contacto con la hemolinfa (tales como el
cuerpo graso, el masculo, etc.), la superficie de contacto de la glandula salival es pequefia, lo que

sugiere que debe existir una especificidad en la interaccion parasito-glandula salival.
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La proteina CSP también esta implicada en el proceso de anclaje a las glandulas salivales.
Estudios iniciales mostraron que la proteina CSP recombinante se une a los lobulos de las
glandulas salivales, pero no a otros 6rganos del mosquito.

La infeccion de las glandulas salivales requiere al menos otras dos proteinas del
esporozoito: TRAP (“thrombospondin-related anonymous protein”) y MAEBL (“membrane
antigen/erythrocyte binding-like protein™). Los esporozoitos que tienen mutado el gen codificante
de TRAP son incapaces de invadir la lamina basal de las glandulas salivales, lo que indica que
TRAP es un componente esencial para la invasion de las glandulas salivales. Recientemente, se ha
encontrado que una proteina (denominada saglina), expresada en la superficie de los 16bulos de las
glandulas salivales de Anopheles, interacciona con TRAP, por lo que pudiera ser la molécula
receptora.

Después de la invasion de las células de la glandula salival, los parasitos permanecen en el
citoplasma sélo transitoriamente. Rapidamente salen por el lado opuesto de la célula y terminan
en la cavidad secretoria. Aqui, un gran nimero de esporozoitos aparecen organizados en manojos
y permanecen viables durante toda la vida del mosquito. En cada ciclo de alimentacion, un pequefio
numero de esporozoitos penetran en el conducto secretorio, desde son expelidos en el torrente
sanguineo del hospedador al tiempo de la comida.

El desarrollo del esporozoito toma unos 10-14 dias, dependiendo de las especies de
Plasmodium y de la temperatura. En la figura 21 se ilustra mediante fotografias el desarrollo de
Plasmodium en el mosquito.

Entre las formas del parasito, el esporozoito es la forma que se tiene que enfrentar a los
mas diversos ambientes y debe cruzar muy diversas barreras. Para ello, el esporozoito, en cada
momento, debe “sentir” donde estd y cual es la siguiente etapa. Asi, los esporozoitos que son
liberados de los ooquistes maduros deben prepararse para invadir las glandulas salivales, entonces
paran su viaje y esperan una oportunidad para ser transmitido al hospedador vertebrado. Mientras
esto ocurre, el esporozoito se prepara para la infeccion del hospedador, lo que supone dirigirse al
higado y penetrar en los hepatocitos, donde se diferenciara a la siguiente etapa del ciclo.

Un ejemplo significativo de los cambios que el esporozoito sufre segin avanza el ciclo son
unos estudios que demostraron gque esporozotios aislados de glandulas salivales no son capaces de

volver a entrar en las mismas si son inyectados en el hemocelo de un mosquito. Esto indica que
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los esporozoitos se encuentran irreversiblemente programados para infectar al hospedador

vertebrado y continuar el ciclo de vida.
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Figura 21. Serie temporal del desarrollo de Plasmodium en el mosquito huésped. En el huésped
vertebrado, los gametocitos de Plasmodium se forman a 37 ° C y pH 7,4. La temperatura y el pH del
intestino medio del mosquito hembra son muy diferentes a los del huésped vertebrado. Después de la
ingesta, los gametocitos son inducidos a producir gametos como consecuencia de un aumento del pHy
una disminucion de temperatura, dependiendo de la especie de Plasmodium (lineas de colores). Se trata
de una estimacién promedio de la temperatura, pues de hecho los mosquitos infectados con esporozoitos
pueden permanecer durante largos periodos por debajo de 10°C. Estas condiciones permanecen durante
la transformacion de cigoto en ooquineto en el intestino medio. Una vez atravesado el epitelio intestinal,
comienza el desarrollo del ooquiste tras atravesar una fase intermedia de “ooquineto transformante” o
“took”. En ese momento, la temperatura relativa a cada especie de Plasmodium permanece constante
pero el pH cae a aproximadamente pH 6,8 hasta que tiene lugar la maduracion completa. Los
esporozoitos maduros se liberan en el hemocelo y luego se dirigen a las glandulas salivales, desde donde
seran expulsados al tiempo de la siguiente picadura. Se muestran las imagenes representativas de
Giemsa (excepto el ooquiste, contraste de fases) de las etapas del mosquito Plasmodium berghei (escala
5 um). Adaptada de Angrisano et al. (2012).

4. Variabilidad antigénica en Plasmodium

P. falciparum emplea una estrategia de variacion antigénica clonal para evadir la respuesta
inmunitaria durante la fase intraeritrocitica de su ciclo de vida. La proteccion frente a la malaria
causada por P. falciparum se correlaciona con la adquisicion de inmunidad humoral frente a
antigenos expresados por el parasito sobre la superficie del globulo rojo infectado. P. falciparum
puede mantener una infeccidn crénica en la que la retirada de parasitos por el sistema inmunitario
es seguida de la emergencia de poblaciones del parésito que expresan variantes antigenicas en la

superficie de globulo rojo infectado.
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a) Organizacion de los genes var de Plasmodium falciparum
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Figura 22. Organizacion genomica y posicion nuclear de los genes var. a) Las regiones subteloméricas
ide los 14 cromosomas lineales tiene una organizacion general comin, con repeticiones no codificantes def
tamafio variable llamadas TARE 1-6 (por sus siglas en inglés de elementos repetidos asociados a
telémeros) localizadas cerca de las repeticiones teloméricas. Esta region va seguida de un miembro de la
familia génica var, frecuentemente en combinacién con un segundo gen var en la direccién opuesta
hacia el telomero). Varias agrupaciones de genes var dispuestos en tindem se localizan en las posiclones
icentrales del cromosoma. Los genes rif estan a menudo intercalados con genes var. Las posiciones
lcromosomicas definen uno de los tres tipos principales de regiones flanqueantes 5’ (llamadas ups) de los
lgenes var. b} Aqui se muestran rasgos comunes entre los miembros de la familia var . Todos los
imiembros tienen 2 exones. El dominio extracelular polimorfico (exén 1) contiene una cantidad variable
ide dominios Duffy-binding-like (DBL), que se pueden clasificar en cinco tipos principales (alfa-épsilon),
|asi como una repidn entre dominios rica en cisteinas. El dominio intracelular (exdén 29) codifica un
segmento aminoacidico terminal semiconservado. Adaptada de Scherf et al. (2008).

La principal molécula responsable de esta variacion antigénica en P. falciparum es el
antigeno PfEMP1 (“P. falciparum-infected erythrocyte membrane protein 1), que es codificado
por una familia multigénica, los genes var. PFEMP1 es responsable de la adhesion del eritrocito
infectado al endotelio y a la matriz extracelular, lo que impide la retirada de estos eritrocitos
infectados por el bazo. Esta molécula también es el blanco de la respuesta protectora de
anticuerpos.

Las velocidades de cambio entre las proteinas PFEMP1 pueden ser tan altas como 107 por
generacion. Existen 59 genes var por genoma haploide en la cepa 3D7 de P. falciparum, empleada
para la determinacion de la secuencia gendmica de este parasito; la mayoria de los genes tienen
una localizacion subtelomérica (Fig. 22). ElI 60% de los genes var se localizan en regiones

subteloméricas, asociados a elementos repetidos (Fig. 22). En cada telémero existen de 1 a 3 genes
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con distinta orientacion transcripcional. En cambio, los genes var localizados en el interior de los
cromosomas estan organizados en una forma cabeza-cola.

Otro hecho interesante es que existe baja conservacion de secuencia de los genes var
cuando se comparan distintas cepas de P. falciparum, lo que habla de la gran variabilidad existente
en estos genes, lo que supone un enorme repertorio de variantes a nivel de especie. Estos datos
indican que los episodios sucesivos de malaria en pacientes pueden ser debidos a parasitos con un
repertorio var diferente.

Datos obtenidos con la técnica FISH (“Fluorescent in situ hybridization) han mostrado
que los genes var teloméricos se localizan en la periferia nuclear formando grupos de 4 a 7
extremos cromosomales (Fig. 23). Los genes var internos también parecen ocupar lugares
perinucleares. Este tipo de agrupamiento va a aumentar la frecuencia de recombinacion entre estas
secuencias a través de procesos de conversion génica. Por otro lado, se piensa que este
agrupamiento de los genes var podria estar relacionado con el mecanismo de silenciamiento que
Ileva a la expresion de un solo gen var en un parasito.

El parésito cambia entre las diferentes moléculas a través de la regulacion de la
transcripcion de los genes var; en un momento dado, s6lo se expresa uno de los genes. EI cambio
entre las moléculas PFEMP1 expresadas parece estar controlada por un mecanismo epigenético,
probablemente controlado al nivel de la estructura de la cromatina, y no por reorganizaciones
gendmicas. Sin embargo, el mecanismo intimo actualmente no es conocido. [Se define como

control epigenético de la expresion génica a los cambios en el estado transcripcional de un gen que

no son el resultado de cambios en factores trancripcionales o en la secuencia del DNA, sino que
son mediados por modificaciones del DNA (por ejemplo, cambios en metilacion) o en la estructura

de la cromatina (por ejemplo, cambios en metilacién o acetilacién de histonas)].

a Minimo solapamiento entre repertorios de genes var

D7 HB3 Dd
var1CSA

var2CSA
type 3 var

Figura 23a. La hibridacion de los genes var de parasitos HB3 revela un nivel bajo de hibridacion cruzada
lentre pardsitos cultivados en el laboratorio genotipicamente distintos (3D7 y Dd2). Solo un conjunto
limitado de genes var semiconservados (varlCSA, var2CSA, y var tipo 3) fue encontrado cuando se
compararon tres genomas secuenciados de Plasmodium falciparum. Adaptada de Scherf et al. (2008).
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Figura 23b. Disposicién fisica de los genes var en el nuicleo
de la fase anillo. Todos los genes var analizados se localizan
en la periferia nuclear. Los miembros teloméricos forman
agrupaciones con otros genes var teloméricos, mientras que
los genes var centrales o se localizan fuera de la agrupacién o
estan ligados a una agrupacion telomérica. Adaptada de
Scherf et al. (2008).

Figura 23c. Arquitectura nuclear de los genes var y un modelo para
explicar el aumento de recombinacién. Analisis por FISH muestra que
los genes var teloméricos estdn organizados en foci en la periferig
nuclear. El alineamiento fisico de regiones subteloméricas homélogas|
implica a los elementos TARE 1-6 y probablemente a proteinas unidas|
a esta regién. Evidencia experimental apoya el papel de estos foci en los|
eventos de conversion de genes var. Adaptada de Scherf et al. (2008).

Recientemente se han
publicado  unos  resultados
interesantes sobre los
requerimientos minimos para
que tenga lugar el cambio del
gen expresado. Se prepard una

construccién plasmidica en la

Construccion Telomeros
que se puso el gen dhfr (para la artificial

Sitio de expresion

Cromosomas

Genes var

dihidrofolato reductasa) bajo e| [Figura 24. Modelo para la regulacion de los genes var en el ntcleo de Plasmodium. El modelo propone
que un gen var (aqui representado por el gen artificial en un plasmido) es activado al moverse a un ‘punto
de expresion’, donde desplaza al gen var endégeno previamente activo. Tanto los genes var activos como
promotor de los genes var. Una los inactivos se encuentran en la periferia nuclear. Adaptada de Borst & Genest (2006).

vez transfectados, los parasitos fueron cultivados en presencia de un antifolato, de tal forma que

s6lo los que sobre-expresaban la DHFR fueran capaces de crecer. Resultd interesante observar que

la activacion de la construccion promotor(var)-dhfr conllevaba el silenciamiento simultaneo del

gen var previamente activo. Asi, el gen artificial se comporta como un auténtico miembro de la

familia var. Ademas, estos estudios indicaron que la region promotora de los genes var contiene

la informacidn necesaria para silenciar la expresion de los demas genes var. Para acomodar estos

resultados se ha planteado el modelo mostrado en la Fig. 24. Segln este modelo, en el nucleo

existiria un sélo “punto de expresion” de los genes var donde sélo tiene cabida un solo promotor.
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Mediante la técnica ChIP (“Chromatin immunoprecipitation”) se ha encontrado que la
region “upstream” del gen var activo presenta una alta cantidad de histona H3 acetilada (en
posicion K9), y de metilaciones en H3K4 (H3K4me2 y H3K4me3). En cambio, en las regiones
“upstream” y codificantes de los genes silenciados presentan una gran trimetilacion de H3K9
(H3K9me3) durante todo el ciclo asexual. En el gen var activo, durante la fase esquizonte, cuando
no se expresa, disminuye la trimetilacion de H3K4 (H3K4me3), pero se mantiene la dimetilacion
(H3K4me2), presumiblemente esto sirve de marca para la reactivacion transcripcional en el
siguiente ciclo de multiplicacion (Fig. 25). El gen var activo transcripcional también presenta altos
niveles de acetilacion en H3K9 (H3K9ac). Se estima que sélo entre el 0,1 al 1% de los casos se

produce la activacion de un nuevo gen, al tiempo que se silencia el que se estaba expresando.

a Marcas en las histonas ligadas a la expresion de genes var
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Figura 25a. Factores epigenéticos implicados en la regulacion de los genes var. Esquema de las
modificaciones de histonas asociadas con el control de la expresién y la memoria epigenética de los genes var,
Tres estados transcripcionales diferentes de los genes var: La transcripcion activa de los genes var en etapas
de anillo (en azul) se asocia con H3K4me2, H3K4me3 y H3K9ac en regiones flanqueantes en 5°. En el estadio
trofozoito/esquizonte los genes var previamente activos son transitoriamente silenciados (en azul) pero
mantienen el enriquecimiento de H3K4me2. Esta asociacion puede transmitir memoria de la activacion de
genes var durante la division celular. El silenciamiento estable de los genes var (region flanqueante 5y exon
1) (en rojo) esta enriquecido en H3K9me3 a lo largo del ciclo de vida asexual. Adaptada de Scherf et al.
(2008).
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b Maquinaria que lee las marcas de histonas en Plasmodium
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Figura 25b. Dominios proteicos presentes en Plasmodium falciparum que pueden reconocer lisinas metiladas
(chromo, tudor y PHD) o lisinas acetiladas (bromo). La figura muestra ejemplos de metilaciones en H3K4 v
acetilacion en H3K9. Adaptada de Scherf et al. (2008).
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Figura 25c¢. Resumen esquematico de los factores epigenéticos implicados en la variacion antigénica. Eventos
moleculares a nivel del nucleo conducen a la expresién monoalélica de var en eritrocitos infectados por
Plasmodium falciparum. En la imagen se muestran tres fenotipos principales y los factores epigenéticos
implicados en su control. Se resume el papel del sistema inmunitario del hospedador en la seleccidn de variantes
y su participacion potencial en cambiar la tasa de modulacion. También se muestran otros factores epigenéticos
que podrian participar potencialmente. Adaptada de Scherf et al. (2008).

Cambiando la PFEMPL1 que es expresada, el parasito evade la respuesta inmunitaria frente
a estos antigenos inmunodominantes. La localizacion de PfEMP1 sobre la superficie de los
glébulos rojos infectados hace que se induzca una respuesta inmunitaria y que los anticuerpos
generados puedan bloquear la funcion de la proteina. Los anticuerpos generados promueven la

retirada de la circulacion de los globulos rojos infectados, y la consiguiente reduccion de la carga
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parasitaria en los individuos infectados. Sin embargo, antes de que ocurra una completa resolucion
de la infeccidn, aparecen subpoblaciones del parasito que han pasado a expresar una diferente
PfEMP1 que no es reconocida por los anticuerpos generados. Este proceso de variacion antigénica
conduce a la aparicion de ondas de parasitemia; cada onda representa una subpoblacion de
parésitos que expresa una distinta PFEMP1 sobre la superficie de las células infectadas, lo que
resulta en cambios de antigenicidad, especificidad de unién y virulencia.

Todos los genes var tienen la misma estructura basica que consta de dos exones (Fig. 26),
el primero codifica la region extracelular de la proteina y un dominio transmembrana, y el segundo
codifica una region altamente cargada que sirve de anclaje a la estructura “knob” de la membrana
del glébulo rojo. La porcion extracelular de la proteina, codificada en el exdn 1, es hipervariable
en secuencia y consiste de dominios que tienen cierta similitud con el dominio de unién al antigeno
Duffy de P. vivax, por lo que se denominana dominios DBL (“Duffy binding-like”). Ademas, la
mayoria de las proteinas PFEMP1 contienen también un dominio llamado CIDR (“cysteine-rich
interdomain region”) (Fig. 26). Ambos tipos de dominios son responsables de la citoadherencia de
las células infectadas a las moléculas de superficie de las paredes endoteliales. El exon 1 de los
genes var es hipervariable, lo que conduce a cambios en las afinidades de unién y la antigenicidad,

mientras que el exon 2 esté altamente conservado en todos los genes var.

mRNA completo, transcrito a partir de un solo gen
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Figura 26. Diagrama esquemético mostrando la organizacion y la estructura de los genes var. A)
Estructura tipica de un gen var. Se indica el punto de inicio de la transcripeién (TSP) del mRNA al iguall
que los posibles sitios de unidén, demostrados por ensayos de cambio de mowilidad electroforética, de
kelementos reguladores (SPE1, SPE2 o CPE). El exdn 1 codifica para multiples dominios con similitud al
dominio de unién a Duffy (DBL), asi como regiones interdominio ricas en cisteina (CIDR), mientras que
kel exon 2 esta conservado y codifica para el segmento terminal rico en aminoacidos acidos (ATS) de la)
proteina PfEMP1. B)Organizacién de los genes var en el genoma de Plasmodium falciparum. Se
encuentran clusters de genes que contienen promotores UpsC-type en las regiones internas de los
cromosomas mientras que se encuentran genes que contienen UpsA y B tipicamente en regiones
kubteloméricas. Las flechas indican la direccién de transcripcion. Adaprada de Frank & Deistch (2006).
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Las proteinas variables PfEMP1 difieren en tamafio desde 200 a 350 kDa. Su region
extracelular tiene dominios de adhesion variables, lo que le confiere a los eritrocitos infectados
con una particular especificidad de union (Fig. 27), entre las que pueden estar la proteina de la
matriz extracelular trombospondina y una variedad de receptores endoteliales tales como CD36,
VCAM-1 (“vascular cell adhesion molecule-1), ELAM-1 (E-selectina) e ICAM-1 (“intercellular
cell adhesion molecule type 1), ademas de moléculas como el heparan sulfato y el condroitin
sulfato A. Estos fenotipos adhesivos conducen al secuestro de los eritrocitos infectados en el
cerebro, pulmones, rifiones, higado u otros 6rganos; determinando asi diferentes manifestaciones
clinicas de la malaria.

Glébulo rojo parasitado
PEMP3 KAHRP

CLAG
RIFIN Plalhesin

Sequestrin

Membrana de glébulo )
rojo parasitado

Célula hospedadora Parasitclogy Today

igura 27. Representacidn esquematica de las moléculas implicadas en la citoadherencia entre
lobulos rojos infectados con FP.falciparum y las células del endotelio wascular o los
sincitiotrofoblastos placentarios. La imagen muestra una region de la membrana de la PRBC donde se
bserva una protuberancia caracteristica, formada por el depdsito de proteinas codificadas por el
ardsito, como KAHRP v PIEMP3, bajo el esqueleto de la membrana de PRBC. Las flechas continuas
indican interacciones entre receptores especificos de la superficie de PRBC v la célula huésped, sélo
onde éstas han sido determinadas inequivocamente. Las flechas discontinuas indican interacciones
ara las cuales hay menos evidencias convincentes (en el caso de secuestrina/CD36) o para las cuales
in no se ha mapeado de forma precisa el dominio de unidén (TSP/PIEMP1). Otras interacciones como
las que aparecen en la formacidn de rosetas, por ejemplo entre PfEMP1 y CRI, el antigeno del grupo
sanguineo A o Ighd han sido excluidas para simplificar la imagen. Adaptada de Cooke et al. (2000).
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Existen otras familias multigénicas que, al igual que PFEMP1, son expresadas sobre la
superficie de las células rojas infectadas, inducen anticuerpos especificos y experimentan variacion
clonal. Estas proteinas se denominan RIFINs (“repetitive interspersed family”),
STEVOR(“subtelomeric variable open reading frame”), SURFINs (“surface-associated

interspersed gene family”) y PIMC-2TMs (“Maurer’s cleft 2 transmembrane domain™).

5. Patologia

Las principales manifestaciones clinicas de la malaria son atribuidas a dos factores generales:

a) La respuesta inflamatoria del hospedador, que produce los caracteristicos episodios de
escalofrios y fiebres.

b) La anemia que se ocasiona por la tremenda destruccion de células rojas sanguineas.

La severidad de la enfermedad se correlaciona con la especie que la produce. La malaria
causada por P. falciparum es la més seria y las causadas por P. vivax y P. malariae son las menos
peligrosas. En el caso de la malaria causada por P. falciparum, ademaés de lo grave que es de por
si, con frecuencia aparecen otras complicaciones, como son la dificultad respiratoria y la malaria
cerebral. La dificultad respiratoria va acompafiada por una acidosis metabdlica, producto de la
hipoxia tisular.

La otra complicacion es la malaria cerebral, que aparece en el 10% de los casos de malaria
ocasionados por esta especie y responsable del 80% de las muertes por esta enfermedad. Aun con
la administracion de un tratamiento efectivo, la malaria cerebral tiene asociada una alta mortalidad
(15-20%) y en muchos pacientes que sobreviven quedan secuelas neuroldgicas permanentes.

La acumulacion de células rojas parasitadas puede causar perturbacion o completa
obstruccion del flujo sanguineo en la microvasculatura bien directamente, por union al endotelio
(citoadherencia), o indirectamente, por union a otras células rojas infectadas (autoaglutinacion) o
a células rojas no infectadas (“rosetting” o formacion de rosetas). También se observan acimulos
de plaquetas alrededor de globulos rojos infectados. Estos fendmenos van a provocar una
acumulacién de celulas parasitadas en la microvasculatura vascular, bloqueando el flujo
sanguineo, limitando en consecuencia el aporte local de oxigeno en varios 6rganos (Fig. 28). Es
esta la causa de la forma clinica conocida como malaria severa, cuyos sintomas clinicos son fiebre,

anemia progresiva, disfuncion multiorganica e inconsciencia (es decir, coma), que es el signo de
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la malaria cerebral y una de las causas de muerte. Los glébulos rojos de pacientes con talasemias,
como la anemia falciforme, presentan una menor capacidad de adhesion, lo que resulta en una
proteccion natural frente al desarrollo de patologias severas por la infeccion de Plasmodium en
€s0s pacientes.

En conclusion, la malaria severa es el resultado de una combinacion de factores especificos
del parasito, tal como la adhesion y el secuestro en la vasculatura, junto con respuestas
inflamatorias del hospedador. Dentro de estas Ultimas se incluye la produccion de citoquinas y

quimioquinas e infiltraciones celulares.

Rosetting Citoadherencia endotelial
Receptor: Antigenos d grupo Receptor: CD31, CD36, CSA, E-
sanguineo CD36, CR1 y HS selectina, ICAM-1, TSP y VCAM-1

Activacion Rolling por el endotelio

eridotalial Receptor: ICAM-1 Rosetting in situ  Oclusion vascular

igura 28. Citoadherencia y formacion de rosetas en la vasculatura postcapilar. Los glébulos rojos
infectados por P. falciparum se unen al endotelio postcapilar y a globulos rojos no infectados. Se cree que
bos fenémenos contribuyen a la oclusion del flujo sanguineo, con la consecuencia de una enfermedad
rave. Los antigenos parasitarios podrian estimular la liberacion de IFN-y y TNF-a, lo que aumenta la
expresion de receptores en el endotelio (como ICAM-1) o su redistribuciéon en el mismo (el caso de
CD31, pero no de CD36). Se sugiere que ICAM-1 media el rodamiento de los globulos rojos en el
endotelio, mientras que CD36, CD31 y otros receptores son responsables de una unién mas estable. El
secuestro podria ademas verse aumentado por la capacidad del parasito de favorecer la formacién de
setas in situ y la citoadherencia. Adaptada de Chen et al. (2000).

En la figura 29 se resumen todos los factores que se han implicado en el desarrollo de la
malaria cerebral. La barrera hematoencefalica esta formada por las células epiteliales del plexo
coroide, que se encuentran unidas de forma estrecha, formando una barrera fisica entre la
circulacion sanguinea y el liquido cefalorraquideo. La adhesion de los eritrocitos infectados a estas
celulas va a tener un efecto directo sobre la circulacion vascular en esta zona, lo que va a afectar a

los niveles de oxigeno y nutrientes. Ademas, los paréasitos localizados dentro de los eritrocitos son
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metabdlicamente muy activos y van a establecer una competencia metabdlica con las células
endoteliales. En estos casos se observa una activacion de la glicolisis anaerdbica y el aumento de
los niveles de lactato en la sangre cerebral.
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Figura 29. La barrera hematoencefalica (BHE) en casos de malaria. El diagrama muestra una representacion
esquematica de las estructuras que forman la BHE, los eventos que ocurren en casos de malaria y algunos
de los posibles mecanismos que podrian influir en la funcidn de la BHE durante la malaria cerebral (CM).
El elemento estructural clave de la BHE incluye células endoteliales cerebrales (EC), con complejos de
uniones estrechas y adherentes especializadas que regulan la permeabilidad del espacio paracelular. Los
cambios patolégicos en la estructura de la BHE, y por tanto su funcion, pueden ser ampliamente divididos
en efectos “distantes” de la enfermedad severa, como acidosis o hipoxia debidos a la anemia, y factores
locales que actdan en el cerebro. Ambos podrian incluir rutas celulares dependientes e independientes de
adhesion. No todos los procesos ocurririan necesariamente en un individuo particular y no son mutuamente
exclusivos, lo que podria ser importante para algunos de los casos clinicos y patoldgicos de heterogeneidad
observados. Como muestra el diagrama, diferentes influencias patoldgicas podrian causar la activacion de
las EC cerebrales, cambios en la expresion y funcion de proteinas de uniones intercelulares y aumentar el
transporte pericelular, lo que podria contribuir al edema perivascular y a la activacion de las células efectoras
perivasculares. La adhesion a las EC por parte de los globulos rojos parasitados (PRBC), leucocitos del
hospedador o trombos de plaquetas y fibrina y la influencia de citoquinas o las toxinas del parasito como el
pigmento podrian causar dafio celular directo. Estos eventos podrian iniciar la sefializacion en el EC que
podria influir en la expresion de proteinas de union y también activar directamente a las células efectoras
parenquimales y perivasculares. La transduccién de estimulos patoldgicos, 0 aumentos directos de la
permeabilidad de la BHE, podrian llevar a la activacion o al dafio de las células peri- y paravasculares como
la microglia, los astrocitos y las neuronas, y podria ayudar a iniciar procesos secundarios de lesion
neuropatoldgica. Obtenida de Medana & Turner (2006).
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Por otro lado, las respuestas inmunitarias locales suscitadas por la infeccion también van a
tener un efecto sobre la barrera hematoencefalica. En algunos casos se ha detectado la produccion
de auto-anticuerpos y de respuestas citotoxicas. La llegada de linfocitos y plaguetas va a conllevar
la produccion de niveles elevados de citoquinas inflamatorias que van a alterar la fisiologia de las
celulas epiteliales, con la consiguiente alteracion de las uniones estrechas entre las células, lo que
va a permitir el influjo de proteinas plasmaticas al liquido cefalorraquideo.

Ademas, la expresion de ICAM-I, que se considera el principal receptor para la
citoadherencia en el cerebro, en el endotelio vascular humano, resulta aumentada por la presencia
de citoquinas inflamatorias como el TNF-a, el IFN-y y la IL1-o0. De esta manera, la propia
respuesta inmunitaria contribuye a aumentar el secuestro de glébulos rojos infectados en el
endotelio vascular del cerebro.

También altos niveles de TNF-a, a través de la induccion de la iNOS, van a producir altos
niveles de 6xido nitrico (NO), que se ha propuesto como causante de una interferencia con la
transmision sinéptica y la entrada en coma de los pacientes afectados por malaria cerebral.

6. La malaria durante el embarazo

En areas endémicas, donde existe 100+

P Malaria severa
Malaria leve
Infeccién
asintomatica

una transmisién continua, los casos
de enfermedad grave y muerte
ocurren principalmente en nifios
pequefios, mientras que el resto de la
poblacion  desarrolla  diferentes
grados de inmunidad protectora. En

Porcentaje del maximo

la figura 30 se ilustra la evolucion de
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la inmunidad con la edad. Esto ha Edad (afios)

llevado a plantear la hipdtesis de

IFigura 30. Ilustracion esquemdtica del desarrollo de la inmunidad segin las diferentes
manifestaciones de la infeccion de malaria en una poblacién endémica. Adaptada de|

que el aumento de la inmunidad se  (Cowman et al. (2016).

debe a la adquisicion de una respuesta inmunitaria capaz de proteger de la infeccion en posteriores
transmisiones del parasito. Cabe indicar, no obstante, que aunque los nifios son mas susceptibles a

la enfermedad severa y muerte, muchos alcanzan un estado de infeccion asintomatica.
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La malaria durante el embarazo constituye un grave problema de salud y puede ser causa
de la muerte tanto de la madre como del nifio. El secuestro de eritrocitos infectados con P.
falciparum en la placenta es responsable de efectos dafiinos de la malaria durante el embarazo. Los
adultos en paises endémicos a la malaria son normalmente inmunes a la malaria clinica, como
consecuencia de haber adquirido inmunidad tras repetidas infecciones durante la nifiez. Durante el
embarazo, sin embargo, las mujeres muestran mayor susceptibilidad a la infeccion con P.
falciparum y este hecho tiene efectos adversos tanto en la madre como en el feto, causando anemia
materna y nifios con poco peso 0 prematuros. Asociado a esta union a la placenta esta la aparicion
de subpoblaciones de parasitos que se adhieren a receptores como el condroitin-sulfato A (CSA)
y el &cido hialurénico (HA). Esta adhesion parece ser la responsable del secuestro de los eritrocitos
infectados en los vasos sanguineos de la placenta, lo que permite el crecimiento de los parasitos y
no ser retirados de la circulacion en el bazo. La densidad de infeccion en la placenta puede llegar
a ser de tal magnitud que el 50% de los eritrocitos presentes estan parasitados. Para el hospedador,
el secuestro de los eritrocitos infectados en la placenta es dafiino dado que conduce a respuestas
inflamatorias y a la formacion de fibrilaciones. Esto reduce el flujo sanguineo en la placenta, lo

que causa un crecimiento menor del feto que puede conducir a un nacimiento prematuro.

quimioquinas b TNFa, IFNg
Secuestro Infiltrado Neonato de poco peso
placentario w— inflamatorio ’ Anemia materna
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de parasitos fisiologico del embarazo

Tendencia anti-inflamatoria

Figura 31. Modelo de inmunidad protectora contra P.falciparum durante el embarazo. Los parasitos que se adhieren
al receptor placentario CSA son seleccionados para su crecimiento durante el embarazo, y los anticuerpos contra estos
parasitos son generados durante los embarazos previos. Las mujeres primigravidas carecen de la inmunidad a los
parasitos que se unen a CSA, y sufren infecciones placentarias severas e inflamacién, lo que lleva a anemia materna
y a que los neonatos tengan poco peso. En mujeres multigravidas, los anticuerpos contra los parasitos placentarios
limitan la infeccidn y la respuesta inflamatoria, evitando los problemas en el embarazo. Adaptada de Duffy & Fried
(2005).
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La relevancia del secuestro en la placenta resulta mayor tras el descubrimiento de que
durante el embarazo, las mujeres infectadas con P. falciparum desarrollan anticuerpos que inhiben
la union de los eritrocitos infectados a CSA, y esos anticuerpos estan asociados con la proteccién
frente a la infeccidn de la placenta en embarazos posteriores. Una implicacion de estos hallazgos
es que la identificacion de los ligandos del parésito que median la union a CSA podria conducir al

desarrollo de una vacuna para prevenir la malaria durante el embarazo.

En la figura 31 se muestra un modelo que resume lo que ocurre durante el embarazo en
mujeres infectadas con P. falciparum. Las mujeres primigravidas carecen de inmunidad especifica
frente a la variantes de P. falciparum que unen CSA, y éstas son seleccionadas por su adhesion a
la placenta. En la ausencia de una inmunidad especifica, los parasitos se acumulan en gran nimero
en la placenta, induciendo infiltracion de células inflamatorias cuya acumulacién podria acelerarse
por la expresion de quimioquinas. Las células inflamatorias pueden reducir la multiplicacién del
parésito, pero son incapaces de retirarlos en su totalidad, lo que ocasiona una respuesta inflamatoria
prolongada con malos prondsticos del embarazo, entre los que se incluyen nacimientos con poco
peso y anemia materna. La adquisicion de una inmunidad especifica frente a los parasitos que unen
CSA pueden facilitar la destruccion de los parasitos antes de la llegada de células inflamatorias;
por tanto, evitando la cascada de sucesos que conducen a la enfermedad y muerte.

Cabe destacar que los eritrocitos infectados (IEs) extraidos de placentas se adhieren
especificamente al glicosaminoglicano CSA, pero no a CD36. En cambio, los IEs de mujeres
adultas no embarazadas normalmente se unen CD36, pero no unen CSA.

Las investigaciones actuales indican que los ligandos del paréasito que median la adhesion
a la placenta son miembros de la familia PFEMP1.En particular, se ha relacionado la expresién del
gen var2CSA con la unién a CSA en la placenta. Remarcablemente, la proteina Var2CSA es Unica
entre los miembros de la familia PFEMP1 en cuanto que posee cuatro dominios de union a CSA
(Fig. 32), sugiriendo que la multivalencia es importante para el secuestro en la placenta de los

eritrocitos infectados.
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Figura 32. Modelo que muestra la reactividad cruzada en epitopos inter- e intra-moleculares
entre los dominios de las moléculas var1CSA y var2CSA. CIDR (cysteine-rich interdomain
region), interdominio rico en cisteinas; DBL (duffy-binding like), semejante a dominio de
unién a duffy; CSA (chondroitin sulfate A), condroitin sulfato A; TM (transmembrane),
transmembrana; ATS (acidic terminal segment), segmento terminal acidico. Adaptada de
Gamain et al. (2007).

7. Vacunas

El desarrollo de vacunas frente a la malaria es uno de los objetivos mas buscados, pero no
alcanzado todavia, aungue hay resultados esperanzadores. El hecho de que la infeccion natural en
areas endémicas conduzca al desarrollo de un estado de inmunoproteccion, hace pensar que el
desarrollo de una vacuna es una meta alcanzable. En zonas endémicas, los adultos, como
consecuencia de esta inmunidad adquirida tras las repetidas infecciones, rara vez desarrollan
enfermedad grave. Sin embargo, la infeccién por Plasmodium causa enfermedad grave y alta
mortalidad en nifios, y en adultos no expuestos con anterioridad al parasito. Sin embargo, esta
inmunidad no dura para siempre, pues personas inmunes que viven fuera de las zonas endémicas
durante un tiempo se vuelven susceptibles y pueden desarrollar una malaria severa cuando regresan

y son infectados de nuevo.
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Estudios clasicos pusieron de
manifiesto que la administracion de
inmunoglobulinas de un adulto con
inmunidad promovia una rapida reduccion
de la parasitemia en nifios y ayuda a su
control; estos datos eran consistentes con
la idea de que la inmunidad adquirida de
forma natural estd dirigida frente a las
formas sanguineas y estd mediada
fundamentalmente por anticuerpos. Los
anticuerpos pueden actuar en dos
momentos: frente a los merozoitos libres o
frente a los globulos rojos infectados. Los
anticuerpos frente a la superficie de los
eritrocitos infectados van a ejercer su
papel protector bien induciendo una
fagocitosis mediada por anticuerpos o
bloqueando la citoadhesion del eritrocito

infectado a las superficies endoteliales.
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Figura 33. Procesos del ciclo de vida del parasito causante de
malaria que pueden ser atacados por una vacuna. Una vacuna
contra la malaria podria interferir potencialmente con diferentes
puntos del ciclo de vida. El panel corresponde a la dindmica de la
poblacion de parasitos en hospedadores individuales. Los cuellos
de botella numéricos que ocurren en los puntos de migracion del
esporozoito (spz) a través de la piel y la penetracion del coquineto
en la parte media del intestino son areas consideradas prioritarias
para el desarrollo de vacunas. Adaptada de Cowmann et al.

Las vacunas se clasifican de acuerdo al momento del ciclo del parasito en el que serian

efectivas (Fig. 33).

7.1. Vacunas frente a las formas pre-eritrociticas

La vacuna basada en la utilizacion de parasitos vivos atenuados continda siendo la mejor vacuna
desarrollada hasta el momento, dado que han mostrado ser capaces de conferir una proteccion
duradera frente a la transmision natural de la malaria. En voluntarios humanos, se ha visto que la
inmunizacion con esporozoitos irradiados induce una respuesta inmunitaria protectora frente a la
transmision natural. La atenuacion por irradiacion de los esporozoitos consiste en la introduccion
de multiples mutaciones en el genoma que van a conducir a un bloqueo en el desarrollo de las
formas hepaticas. Sin embargo, cuando se utilizan esporozoitos sobre-irradiados ya no se consigue

desarrollar proteccion, lo cual es un problema a la hora de estandarizar una vacuna. Ademas de

49



consideraciones de seguridad y estabilidad genética, la no disponibilidad de cultivo in vitro de
esporozoitos es un grave impedimento para la produccion a gran escala de vacunas basadas en
esporozoitos atenuados. La utilizacion de parasitos atenuados genéticamente, mediante la
eliminacion de genes fundamentales para el desarrollo de los esporozoitos en su fase hepatica se
plantea como una alternativa interesante. Actualmente, se estan realizando ensayos siguiendo esta
estrategia.

Una prometedora vacuna pre-eritrocitica es la denominada RTS,S (GlaxoSmithKline).
RTS,S es una vacuna recombinante producida en Saccharomyces cerevisiae que consiste del
antigeno S del virus de la hepatitis B (HBsAg) fusionado a distintas partes de la proteina del
circumsporozoito (CS) de Plasmodium falciparum. En un ensayo clinico de fase Ilb en el que la
vacuna se administré a unos 1000 nifios de Mozambique, los resultados mostraron una destacable
eficacia al observarse una reduccién del 30-50% de los episodios clinicos y enfermedad severa en
los vacunados. En ensayos posteriores, tras la vacunacion de 15.000 nifios en Africa se observo
una reduccién del 28% en casos de malaria clinica. Ademas, se ha constatado que la inmunidad

generada es de corta duracion.

7.2. Vacunas anti-citoadherencia

Estas vacunas estan dirigidas a desarrollar vacunas capaces de producir anticuerpos frente a las
moléculas de superficie de los eritrocitos infectados responsables de los procesos de
citoadherencia, emulando lo que ocurre durante las infecciones naturales. La base de estas vacunas
esta en el hecho de que la inmunidad frente a la enfermedad se desarrolla con el tiempo en
individuos expuestos de forma natural. En zonas endémicas, cuando los nifios alcanzan la madurez
sexual normalmente han desarrollado un estado de semi-inmunidad que los protege frente a la
enfermedad severa aunque no impide la infeccion. La transferencia de inmunoglobulinas de
adultos semi-inmunes se vio que era capaz de curar complicaciones clinicas en individuos no-
inmunes.

Un caso particular de este tipo de vacunas es el desarrollo de vacunas para prevenir la
malaria placentaria. Los estudios se basan en el hecho de que la proteina VAR2CSA media el
secuestro de los eritrocitos infectados en la placenta y, mas importantemente, en el hecho de la
existencia de una correlacion entre titulos altos de anticuerpos frente a VAR2CSA y un menor

riesgo de alumbramientos prematuros y otros problemas en mujeres embarazadas.
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7.3. Vacunas para bloquear la transmision

Se trata de desarrollar vacunas basadas en moléculas del parésito que son importantes durante la
fase de desarrollo en el mosquito. Asi, la presencia de anticuerpos frente a estas proteinas en la
sangre ingestada por los mosquitos junto a los parasitos podria impedir que el parasito se
desarrollara en el insecto. Este tipo de vacunas se ha mostrado eficaz para controlar la enfermedad
de Lyme, causada por la espiroqueta Borrelia burgdorferi.

A este tipo de vacunas también se les denomina “vacunas altruistas” dado que su efecto

seria beneficioso a nivel de la comunidad pero no a nivel del individuo vacunado.

8. Farmacos

Los farmacos empleados para el tratamiento de la malaria van dirigidos a procesos relacionados
con el catabolismo de la hemoglobina. Se calcula que dos tercios de la hemoglobina presente en
los eritrocitos va a ser degradada por proteasas en la vacuola digestiva del parasito para proveer
aminoacidos para su metabolismo. Como consecuencia de la rotura de la hemoglobina se libera el
grupo hemo en su forma de Fe(ll)-protoporfirina IX (Fe(I)PPIX), que rapidamente se oxida a
Fe(lINPPIX (hematina), un producto muy toxico que interacciona con la membrana del parésito y
produce su lisis (Fig. 34). Los parasitos neutralizan la toxicidad de la hematina favoreciendo la
formacion de cristales, que reciben el nombre de hemozoina.

Los farmacos que interfieren con la formacion de cristales son los que mas éxito han
mostrado en el tratamiento de la malaria. Entre ellos est4 la cloroquina, que se ha venido utilizando
de forma extensa hasta la aparicion y expansion de cepas resistentes.

La cloroquina se desarrollé mediante sintesis quimica como un derivado de la quinina, el
principio activo de la corteza del quino, utilizado por los nativos americanos por sus propiedades
antimalaricas. En la época de la conquista, su uso se dio a conocer en Europa. En 1820 se aislo el
principio activo de la corteza del quino, que se denomind quinina. En 1934, los laboratorios Bayer
de Alemania sintetizaron la cloroquina, que se empez0 a utilizar durante la Il Guerra Mundial.

La resistencia es conferida por mutaciones en una molécula denominada PfCRT (“P.
falciparum chloroquine resistance transporter”), que se expresa en la membrana de la vacuola

digestiva. La expulsion del farmaco por la molécula mutante supone una funcion adicional a la
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funcidn fisiologica de PfCRT, que es la de transportar aminoacidos y pequefios péptidos derivados
de la digestion de la hemoglobina.

Los productos de la degradacién de la hemoglobina estan también relacionados con otro
grupo de antimalaricos, las artemisininas. Estos compuestos, aislados como componentes de un
remedio herbal chino denominado “quinghaosu”, presentan un puente peréxido que resulta roto y
activado a una forma superoxido por el grupo ferroso del hemo o por el ion ferroso libre (Fig. 29).
Estos radicales altamente reactivos producen la muerte del paréasito al alterar diversos procesos
celulares, entre otros la modificacion de lipidos y la rotura de la membrana de la vacuola de la

alimentacion.
Los tratamientos basados en artemisinina y sus derivados son ahora los farmacos de

primera linea para la malaria causada por P. falciparum.
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Figura 34. Los descubrimientos de la quinina y la artemisinina llevaron al desarrollo de muchos
farmacos sintéticos anti-malaria. En la vacuola digestiva (DV) de las formas intra-eritrociticas del
parésito se digiere la hemoglobina (Hb) y se libera hematina, que resulta perjudicial para él. El parasito
puede reducir los efectos nocivos de la hematina convirtiéndola en hemozoina; pero esta reaccion es
inhibida por la cloroquina (CQ). Por su parte, el grupo hemo activa la actividad de la artemisinina,
provocando la muerte del parasito. Mut, mutante; PV, vacuola parasitéfora. Adaptada de Miller et al.

(2013).
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Direcciones en Internet

The Wellcome Trust brings you the essential guide to malaria: www.wellcome.ac.uk/malaria

Una animacion sobre la entrada del glébulo rojo se puede ver en la direccion:
http://archive.bmn.com/supp/part/bannister.html [sacado de Bannister and Mitchell, 2003].
http://archive.bmn.com/supp/part/frevert.ntml [Una animacion sobre la fase hepéatica de Plasmodium].
http://www.bne.es/es/Actividades/Exposiciones/Exposiciones/Exposiciones2009/Docs_Malaria/Visitavirtual/m
ultimedia_2009_mix.html [Exposicion virtual de la Biblioteca Nacional de Espafia].

Una imagen de microscopia de un esquizonte pre-eritrocitico de Plasmodium vivax en tejido hepatico humano:
http://sydney.edu.au/mbi/imagebank/alveolata/index.php

World Bank, World Development Report (2009): https://openknowledge.worldbank.org/handle/10986/5991
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