AVANCES EN CIENCIAS VETERINARIAS — Vol. 3,NO 1: 12-20, 1988

ARTICULO GENERAL

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE ANTICUERPOS,
INTERFERON Y CELULAS INMUNOCOMPETENTES
CONTRA PARASITOS INTRACELULARES

Arturo Ferreira V. (MV, PhD), Louis Schofield (PhD)

EVALUATION OF THE ANTI-INTRACELLULAR PARASITES
ACTIVITY OF ANTIBODIES, INTERFERON AND
IMMUNOCOMPETENT CELLS

In this review the activity of antibodies, interferon and immunocompetent cells against
intracellular parasites is discussed under the current concepts of basic immunology by

means of an experimental malaria model.

Los interferones (IFNs) fueron descritos por Isaacs
y Lindenmann (1957), como un grupo heterogé-
neo de proteinas y glicoproteinas producidos por
ciertas células en respuesta a la infeccién viral.
Estas moléculas mostraron la capacidad de inhibir
el crecimiento in vifro de una gran variedad de
virus.

Durante la década del sesenta se observd que
ademds de inhibir el crecimiento viral, las prepara-
ciones de IFN despliegan otros efectos bioldgicos,
entre los que destacan la regulacion del crecimien-
to celular y, en particular, de la respuesta inmune.
Desgraciadamente, la literatura relevante generada
durante este periodo es extremadamente contro-
versial, debido a la impureza y falta de caracteriza-
cién bioquimica de las preparaciones de interferén
usadas, Esta situacion ha cambiado dristicamente
durante los dltimos afios como consecuencia del
clonamiento y expresion de los genes de IFNs,
iniciada en Zurich por Weissmann (1981).

Una parte importante de los investigadores
interesados en los IFNs son inmunélogos, atraidos
por el hecho que el gamma-interferon (y-IFN) es
una linfoquina inmune, es decir, se genera como
consecuencia de estimulos antigénicos. Ademds,
todos los IFNs son componentes importantes del
sistema inmune, pues presentan la primera linea de
defensa contra invasiones virales, actuando a través
de mecanismos que convencionalmente pudieran
ser considerados no inmunolégicos, pero también
reclutando y modulando la funcidén de otras
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citoquinas. Tanto es asi, que los interferones
parecen estar insertos en una red de citoquinas
(linfoquinas y monoquinas) implicando por lo
menos a los factores de necrosis tumoral e inter-
leuquinas.

La clasificacion de los IFNs en @, 8y v, basada
en criterios seroldgicos, se ha visto dramaticamente
substanciada por los datos generados a partir de la
secuencia de los genes que los codifican, los cuales
revelan extensas variaciones que se traducen en
importantes diferencias biologicas (Dijkmans y
Billeau, 1985).

Un hecho sorprendente, revelado durante los
ultimos afios, lo constituye la gran actividad que el
v-1IFN tiene sobre algunos pardsitos intracelulares,
especificamente aquellos pertenecientes a los géne-
ros Toxoplasma, Chlamydia y Plasmodium (Pfef-
ferkorn, 1984; De la Maza y Cols., 1985; Ferreira
y Cols., 1986; Vergara y Cols., 1987; Schofield y
Cols., 1987a; Schofield y Cols., 1987b). Aparente-
mente, el modelo de parasitismo intracelular en
que el efecto del y-IFN ha sido estudiado mas
exhaustivamente es el de la malaria experimental.
Esta revision se centrard en este modelo, estable-
ciendo algunas relaciones con los modelos de
Chlamydia y Toxoplasma cuando sea pertinente.

Aunque la malaria fue erradicada de Chile, en el
afio 1945, por el equipo dirigido por el profesor
Juan Noé, el problema tiene ain una enorme
prevalencia en Latinoamérica y a nivel mundial, En
Africa tropical solamente la enfermedad es respon-
sable de la muerte de mds de un millén de nifios al
afio. En Latinoamérica los nicos paises libres de
la enfermedad son Chile y Uruguay. En nuestro
pais el problema alin tiene vigencia considerando
que el artropodo vector (Anopheles pseudopuncti-
pennis) ha reaparecido en el norte y el peligro de



que enfermos maldricos provenientes de Bolivia y
Perl crucen la frontera con cierta frecuencia es
evidente.

Desde el punto de vista epizootioldgico y
clinico, la enfermedad tiene importancia veterina-
ria limitada a animales de zoologico, especialmente
antropomorfos. Sin embargo, desde el punto de
vista parasitologico basico, el modelo de malaria es
posiblemente uno de los mas conocidos e induda-
blemente serd de utilidad futura en el disefio de las
estrategias a seguir para el estudio de una variedad
de parasitismos intracelulares de importancia en
medicina humana y veterinaria,

El ciclo bioldgico de los parasitos protozoarios
del género Plasmodium implica a un huésped
vertebrado y a un vector artropodo del género
Anopheles. La picada del vector introduce al
torrente circulatorio del huésped vertebrado los
esporozoitos, los que, en pocos minutos, invaden
los hepatocitos donde se multiplican por mitosis,
generandose aproximadamente 10.000 células hijas
por cada esporozoito. Estas células se desarrollan
encerradas en una estructura conocida como forma
exoeritrocitica (EEF). Al romperse las EEF  se
liberan miles de merozoitos que invaden los
globulos rojos, comenzando asi el ciclo sanguineo
de la enfermedad. La sintomatologia de este ciclo
puede variar, desde moderada a devastadora para
el huésped, dependiendo de la especie de plasmo-
dio implicada. Parte de los merozoitos sanguineos
pueden transformarse en gametocitos femeninos o
masculinos que pueden ser captados por el artrd-
podo vector durante la picada. En el intestino del
vector se transforman en gametos que se fecun-
dan para formar un cigoto mévil, el cual se
enquista en el epitelio intestinal del artropodo,
formando un ooquiste. Después de un periodo,
que varia con la especie de plasmodio, el ooquiste
se rompe y los esporozoitos, ain inmaduros, pasan
a la hemolinfa para luego migrar a las glandulas
salivales del artropodo. Aqui maduran en el
interior de las células glandulares y finalmente
pasan a los conductos salivales, desde donde
pueden llegar al huésped a través de la picada,
completandose asi el ciclo biologico del pardsito.
En resumen el ciclo comprende tres fases:
pre-hepatocitica o esporozoitica, hepatocitica y
posthepatocitica, sanguinea o eritrocitica. Las
dos primeras fases son asintomaiticas (Short y
Garnham, 1948; Yoeli y Most, 1965).

Tanto la fase pre como la posthepatica han sido
objeto de numerosos estudios tendientes a definir
antigenos caracteristicos de los parisitos implica-
dos, al clonamiento de los genes que los codifican
y al desarrollo de vacunas basadas en antigenos
recombinantes o en péptidos elaborados en base a
la secuencia del ADN de los genes respectivos.
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Hasta la fecha, los resultados de la inmunizacion
experimental con estos productos, si bien son
alentadores, indican que la proteccion con partici-
pacion de anticuerpos contra estos antigenos no es
completa. Se requiere de la participacién de otros
componentes del sistema inmune entre los cuales
destacan subpoblaciones de células T y del y-IFN.

El desarrollo de vacunas u otros agentes anties-
porozoiticos o antiformas parasitarias hepaticas
requiere de métodos precisos que permitan eva-
luar la infectividad resultante. Clasicamente esta
infectividad ha sido medida estimando los perio-
dos de patencia o tiempo transcurrido entre la
infeccion esporozoitica y la aparicion de parasitos
en frotis de sangre periférica. Aunque los periodos
de prepatencia estin inversamente relacionados
con el tamafio del inoculum, las curvas que
relacionan el nimero de esporozoitos inoculados
con el grado de parasitemia son poco pronuncia-
das, de acuerdo a datos obtenidos por Schmidt y
Cols. (1982), al inocular numerosos monos rhesus
con dosis variables de esporozoitos de Plasmodium
cynomolgi, Por ejemplo, el desafio con 10% 6 107
esporozoitos condujo a periodos prepatentes de
113 £ 2,0 y 10,6 £ 1,1 (media y desviacidon
estandar, respectivamente). En este trabajo no se
hizo mencién si la diferencia entre las medias era
estadisticamente significativa.

Otro método para medir la infectividad de los
esporozoitos consiste en enumerar las EEF. Esto
se puede lograr mediante examen microscopico de
secciones hepaticas. A pesar de que este enfoque ha
sido 1til para estudios del desarrollo intrahepatoci-
tico, la cuantificacion ha sido dificil.

En la mayor parte de los estudios que se
presentarin en esta revision hemos usado una
sonda, obtenida por clonamiento y traduccion de
un segmento repetitivo de ADN. Usando esta
sonda hemos estudiado algunos de los factores que
influyen en el nimero de EEF, tales como la
presencia de anticuerpos antiesporozoitos, la fun-
cion del y-IFN y de algunas subpoblaciones de
células inmunocompetentes.

I. Estandarizacion del uso de una sonda
de ADN para medir la infectividad

de esporozoitos de Plasmodium berghei
(Ferreira y Cols., 1986)

Esporozoitos de P. berghei (cepa NK65) fueron
mantenidos por pasaje ciclico del pardsito a través
de zancudos (Anopheles stephensi) y hamsters.
Los parasitos se obtuvieron por diseccion de las
glandulas salivales de los zancudos.

En la mayoria de los experimentos se usaron
ratas Norway Brown (Rattus norveyicus) o ratones




A/Y (Mus musculus). En un experimento se usaron
" chimpancés (Pan troglodytes).

La sonda (2,3 kilobases de ADN) fue aislada de
una libreria gendmica de P. berghef preparada en el
plasmidio vector pBR322. Este segmento de ADN
es representativo de una familia bien conservada de
secuez.cias repetidas que representan aproximada-
mente el 3% del genoma del pardsito. La marca-
ciébn de esta sonda con P3? (Kelly y Cols., 1970),
la purificacion de ADN total de higado de ratas
normales e infectadas y de pardsitos sanguineos y
los ensayos de hibridizacion se hicieron en condi-
ciones estandar (Maniatis y Cols., 1982).

La sonda fue probada en ensayos de hibridiza-
cibn contra varias cantidades de ADN purificado
de pardsitos sanguineos. Se obtuvo una relacion
lineal entre la cantidad de ADN de parisito
inmovilizado en los filtros de nitrocelulosa y la
radiactividad asociada a los mismos. El limite
inferior de sensibilidad del ensayo fue de 100 pg
de ADN parasitario, lo que equivale aproximada-
mente a 1.000 nicleos haploides (Dame y McCut-
cham, 1983). Curvas estindar similares a ésta
fueron construidas para calcular la cantidad de
ADN de pardsito en higados de animales experi-
mentales,

El tejido hepitico de las ratas Norway Brown es
muy receptivo a los esporozoitos de P. berghei
(Meis y Cols., 1983; Meis y Cols., 1981), razén por
la cual esta especie fue elegida como modelo
animal para la mayoria de los estudios descritos en
esta revision. '

Para estudiar la proliferacion de los parasitos
hepdticos se inocularon ratas intravenosamente (iv)
con 3,4x 10° esporozoitos de P. berghei por
animal. Los higados y bazos fueron extraidos 25,
30, 35, 44 y 54 horas postinfeccion. El ADN de
estos Organos fue purificado, inmovilizado en
filtros de nitrocelulosa e hibridizado con la sonda
radiactiva. Las cantidades de ADN de parasito
detectadas por higado fueron de 94, 850, 2.500,
9.000 y 7.000 ng, respectivamente. El mdximo de
proliferacion de ADN parasitario en el higado fue
a las 44 horas (9 ug de ADN de parésito 0 9 x 107
nicleos parasitarios). Solo a las 54 horas se detecto
una pequefila sefial esplénica (50ng de ADN
parasitario), lo que probablemente se debe a
contaminacion de este tejido o captura por el
mismo de merozoitos recientemente liberados del
higado.

La relacion entre el nimero de esporozoitos
inyectados y la cantidad de ADN parasitario
resultante por higado, al momento de prolifera-
cion méxima (44 horas postinfeccion), fue estudia-
da inoculando grupos de ratas con 10%, 4 x 104,
1,6 x10° y 6,4 x 105 esporozoitos iv. A las 44
horas postinfeccion, las cantidades de ADN parasi-
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tario por higado fueron 680, 3.200, 6.000 y 9.600
ng. Curiosamente, la proporciéon de esporozoitos
que prolifera exitosamente a EEF maduro dismi-
nuye con dosis mayores de 40.000 esporozoitos.
Este resultado es inesperado si se considera que,
ciertamente, hay un gran exceso de hepatocitos
que pueden actuar como blancos para la penetra-
cion parasitaria. Este hecho serd retomado mas
adelante.

El método basado en el uso de la sonda permite
la deteccion de 100 pg de ADN de parisito, lo que
equivale a 1.000 nicleos haploides, asumiendo que
cada nicleo contiene 0,1 pg de ADN (Dame y
McCutcham, 1983). Como es posible inmovilizar
200 ug de ADN por filtro de nitrocelulosa y, de
acuerdo a nuestras mediciones, un higado de rata
contiene 12,5 + 1,63 mg de ADN (n=50), el
nimero minimo de pardsitos detectable por higa-
do es de 62.500. Esto representa la progenie de 6-7
esporozoitos, medida en el punto miximo de
proliferacion (44 horas), ya que cada esporozoito
puede generar aproximadamente 10* nicleos
aploides después de 13 divisiones mitoticas (Ki-
llick-Kendrick, 1974). Por lo tanto, este ensayo es
idealmente adecuado para medir no sélo el efecto
de agentes antiesporozoiticos, sino también de
agentes antiformas hepatociticas del parasito.
Entre estos ultimos estd el y-IFN, tema central de
esta revision.

I1. Uso de la sonda de ADN para medir
la neutralizacion de esporozoitos de

P. berghei por un anticuerpo monoclonal
(Ferreira y Cols., 1987)

Los experimentos a describir en esta seccion
ilustran basicamente que anticuerpos dirigidos
contra los esporozoitos no son suficientes para
conferir inmunidad estéril a animales de experi-
mentacion.

La proteina circunsporozoitica (CS) de los
esporozoitos de P. berghei cubre toda la superficie
del parésito. Una parte importante de la molécula
consiste de repeticiones de secuencias aminoacidi-
cas. Si anticuerpos monoclonales dirigidos contra
estas regiones se hacen reaccionar con esporozoi-
tos infectantes, la infectividad (estimada por pre-
patencia) de éstos disminuye drdsticamente.
Actualmente se desarrollan vacunas usando como
inmunbgeno epitopos repetidos sintéticos o pro-
teina CS completa obtenida por métodos de ADN
recombinante. Estas vacunas son los mejores candi-
datos para la inmunoprofilaxis de la malaria.

Usando la sonda de ADN fue posible, por
primera vez, medir el efecto de anticuerpos mono-
clonales (3D11) dirigidos contra la porcién repeti-
da de proteina CS (Potocnjak y Cols., 1980;



Yoshida y Cols., 1980). Esporozoitos de P.ber-
ghei, a una concentracion de 10%/ml, fueron
incubados durante 30 minutos a temperatura
ambiente, con concentraciones variables de anti-
cuerpos monoclonales 3D11 o con medio solo, co-
mo control negativo. Luego se inocularon ratas con
1,5x 10% esporozoitos tratados y los higados
fueron removidos a las 44 horas postinfeccion. La
purificacion de ADN, hibridizacion con la sonda y
los cdlculos de la carga parasitaria hepatica se
realizaron de acuerdo a metodologia descrita
(Ferreira y Cols., 1987).

Concentraciones de 1,2 ug de 3D11/ml fueron
suficientes para neutralizar la infectividad del 90%
de los esporozoitos inoculados. Con concentracio-
nes mas altas de 3D11, se obtuvieron sblo sefiales
marginales desde el tejido hepdtico.

Sorprendentemente y a pesar de que la capacidad
neutralizante de los anticuerpos 3D11 es muy alta,
las cinco ratas inoculadas con 1,5 x 10° esporozoi-
tos, tratados con 250 ug/ml de 3D11, desarrolla-
ron parasitemia a los 7 dias postinfeccion. Las
ratas inoculadas con esporozoitos normales se
hicieron patentes a los 3 dias postinfecciéon. El
nimero de esporozoitos que escapo ala accién de
los anticuerpos debe haber sido del orden de 10,
basados en los cilculos descritos en la seccion L.

Debe hacerse notar que la concentracion de
3D11 usada {250 ug/ml) estd en el rango de la
cantidad de anticuerpos especificos que podria
esperarse en un buen suero hiperinmune. Por lo
tanto, este experimento ilustra la posibilidad de
que unos pocos parasitos escapen a la accion de los
anticuerpos y sean capaces de establecer la enfer-
medad. El inoculum de 1,5 x 10% esporozoitos a
primera vista parece elevado. Sin embargo, es
posible que en un drea endémica un individuo sea
picado por cientos de zancudos infectados en
pocas horas. Se estima que en cada picada pueden
inocularse del orden de 2.000 esporozoitos. Ade-
mds es posible que la infectividad de estos esporo-
20itos sea muy superior a aquellos obtenidos por
diseccion de la glandula salival.

La posibilidad que los esporozoitos que escapan
a la accion de los anticuerpos sean genéticamente
resistentes fue investigada en una serie de experi-
mentos descritos a continuacién (Ferreira y Cols.,
1987). Si existiese una resistencia genética al
efecto neutralizante de 3D11, deberia ser posible
aumentar la proporcion de esporozojtos resistentes
simplemente selecciondndolos en presencia de anti-
cuerpos. Con este proposito se incubaron
1,5 x 10° esporozoitos, a temperatura ambiente,
con 150 ug de anticuerpos 3D11 y se procedio a
inocularlos en ratas. Cuando la parasitemia llegd a
un 2%, se procedié a alimentar zancudos no
infectados en estos animales; 20 dias mas tarde se
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obtuvo esporozoitos de las glandulas salivales de
estos insectos. Los parésitos (1,5 x 10°%) se incu-
baron nuevamente con los anticuerpos 3D11 y
fueron inoculados a ratas. El ciclo fue repetido
cuatro veces. Los esporozoitos originados del
cuarto ciclo de seleccidon fueron comparados con
una poblacion no seleccionada, demostrandose que
ambas poblaciones son igualmente sensibles al
efecto de los anticuerpos monoclonales. Asi, cuan-
do las poblaciones ‘“‘seleccionadas” y no seleccio-
nadas fueron expuestas a diferentes concentracio-
nes de 3D11, las curvas de neutralizacion fueron
practicamente superponibles.

La interpretacion mds simple de estos resultados
es que la resistencia a anticuerpos es mediada por
variaciones fenotipicas sin base genética. Podria
proponerse, por ejemplo, que los esporozoitos
resistentes expresan menos proteina CS y, por lo
tanto, sufririan menos un efecto mecéanico, entor-
pecedor de la movilidad, producido por la unién de
los anticuerpos. Evidentemente, esto implicaria
que la proteina CS no es necesariamente un
ligando para un receptor putativo presente en la
superficie del hepatocito.

En las secciones que siguen se presentaran
resultados experimentales que indican que por lo
menos en los mamiferos, existen mecanismos
complementarios que permiten controlar la in-
feccidn parasitaria a nivel intracelular. Estos me-
canismos pueden ser efectivos contra pardsitos que
escapan a la primera barrera defensiva representada
por los anticuerpos.

I11. Inhibicién del desarrollo de las formas
intrahepatociticas (EEF) de los agentes
de la malaria por el y-IFN.

(Ferreira y Cols., 1986)

Como los hepatocitos infectados por plasmodios
no exponen moléculas derivadas de los parésitos u
otros neoantigenos sobre sus membranas, las EEF
estan protegidas del ataque directo de los anticuer-
pos. Sin embargo, la administracion de inductores
de interferon ¢ y 8, tales como virus de Newcastle
y ARN de doble cadena, reducen la severidad de
infecciones inducidas en ratones por esporozoitos
de Plasmodium berghei, presumiblemente afectan-
do a las EEF (Jahiel y Cols., 1968a; Jahiel y Cols.,
1968b; Jahiel y Cols., 1969).

La disponibilidad de y-IFN recombinante puro
de rata nos ha permitido estudiar el efecto directo
del yIFN sobre malaria inducida por esporo-
zoitos. Nuestro razonamiento se basé en que en
los experimentos con inductores de IFN no sélo es
dificil precisar el tipo de {FN que actda sino que,
ademas, es imposible precisar en qué parte del
ciclo se produce esta accidon y definir si otras




citoquinas estdn involucradas en el efecto antipara-
sitario.

El v-IFN es producido por linfocitos T activados
cuando éstos contactan con el antigeno. Por esto,
se le define como IFN inmune y es probable que
su participacion en la resistencia adquirida a
pardsitos intracelulares sea mas importante que
aquella de los interferones a y f3.

El potente efecto del y-IFN contra plasmodios
intrahepatociticos es substanciado por experimen-
tos en los cuales la proliferacion hepitica de los
esporozoitos en higado- de ratas Norway Brown
fue estimada con la sonda de ADN (Seccion I).

El 4 IFN recombinante de rata (Dijkema y
Cols.,  1985) fue inoculado a los animales en
diferentes tiempos después del desafio con 10°
esporozoitos (tiempo 0). La cantidad de ADN de
parasito fue medida a las 44 horas postdesafio. El
Cuadro 1 resume los resultados obtenidos. El y-IFN
inhibié fuertemente el desarrollo de los EEF,
particularmente cuando se administrd a las —5
horas. En dos experimentos, 150 U de y-IFN (con
una actividad especifica de 5x 107 U/mg protei-
na) inhibieron alrededor de un 25-30% del desarro-
llo de EFF. Con 6 x 10* U se logro una inhibicion
cercana al 90%. El efecto fue completamente
revertido al incubar la linfoquina con dos dosis
neutralizantes de un anticuerpo monoespecifico
policlonal anti y-IFN.

La inhibicion fue menos pronunciada al inocular
el v-IFN 18 horas antes o 20 horas después del
desafio. Por ejemplo, el porcentaje de inhibicion
logrado con 5x 10° U de ¥-IFN, administrado a
las +5 horas (72 + 10), no fue significativamente
diferente (prueba de t de dos colas) de aquel
obtenido con 1,5 x 10* U, administrado a las —5
horas (73 +10). Sin embargo, se observd una
inhibicion significativa, incluso cuando el y-IFN
fue inyectado 20 horas después del desafio,
cuando el pardsito ya habia sufrido varios ciclos de
divisiones nucleares en el hepatocito (Ferreira y
Cols., 1986).

A pesar de que para lograr 90% o mas de
inhibiciobn se necesitaron dosis bajas de 7-IFN
(1,25 x10° U o 250 ng, administrados a las —5
horas), la eliminacion completa de los pardsitos se
logré sélo cuando se administrd 5 x 10° U (1 ug)
de y-IFN a las —18, —5 y +24 horas (cuadro 1).

En un esfuerzo por proyectar este estudio a
mamiferos superiores y a una especie de plasmodio
patogena para el hombre, dos chimpancés (Pan
troglodytes) recibieron dosis diarias de 5x 108 U
(10 ug) de ¥-IFN recombinante humano (donado
por Genentech Inc. California, U.S.A.), comenzan-
do 5 horas antes de ser desafiados con 10°
esporozoitos de Plasmodium vivax. El dia +7,
éstos y otros dos chimpancés, infectados pero no
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CUADRO 1

INHIBICION MEDIADA POR 7-IFN
DEL DESARROLLO DE EEF DE PF. berghei
EN EL HIGADO DE RATAS NORWAY BROWN

Tiempo de
Unidades de administra- Inhibicion
7¥-IFN inoculadas cibn del del desarrollo
v (X 107%) ~IFN? de EEF? (%)
5,0 45 +15
1,0 —18 47 + 20
0,2 5+ 2
5,0 90 +11
5,0 82 +13
2,5 89 + 16
1,5 90+ 14
1,25 -5 92 +13
0,62 88 +10
0,15 73+ 10
0,05 47 + 12
0,0015 25 +15
0,0015 27 + 17
5,0 +5 72+10
5,0 +20 49 + 11
0,1 -5 0
(+ anti IFN)
5,0 ~18,-5,+24 100

1 Tiempo O: administracién intravenosa de 10° esporo-
zoitos,

2 Medido en referencia a control no tratado con v-IFN
(media £ DS).

tratados con 7-IFN, fueron esplenectomizados
para permitir la deteccion de fases sanguineas. A
partir del dia +8, se procedio6 a examinar frotis
sanguineos en busqueda de parésitos. Los periodos
de prepatencia en los animales controles fueron de
10 y 12 diasy, en los experimentales, 16 dias. Las
parasitemias en los animales tratados con y-IFN
fueron drasticamente reducidas hasta el dia +16,
momento en que, por razones humanitarias regla-
mentarias, el experimento termind y se comenzd
un tratamiento de todos los animales con prima-
quina y cloroquina. Clinicamente, los animales no
tratados con y-IFN desarrollaron répidamente sin-
tomatologia cldsica malirica (fiebre, inapetencia,
indiferencia, etc), durante un periodo de 4 dias en
que los animales tratados no mostraron sintomas
de la enfermedad.

Los experimentos realizados en ratas ilustran la
posibilidad, descrita por primera vez, de medir in
vivo y en forma precisa la actividad antimalarica
del v-IFN. Esta actividad se centra en el higado,
especificamente en las EEF. En estos experimen-
tos 6,2 x 10% unidades de y-IFN (1,24 ug) produ-



jeron alrededor de un 90% de inhibicién del
desarrollo de las EEF. Sin embargo, un efecto
significativo (alrededor de un 30% de inhibicion)
fue observado con dosis de 150 U, equivalentes a
unos pocos ng de la linfoquina. De acuerdo a
nuestro conocimiento, esta notoria actividad con-
tra parasitos intracelulares de esta pequefiisima
cantidad de 7-IFN notiene precedentes in vivo.

La actividad de y-IFN fue muy superior cuando
fue inoculado unas pocas horas antes del desafio
con esporozoitos. Esto contrasta con observacio-
nes previas (Jahiel y Cols., 1968a, b; 1969) que
indican que inductores de IFN (por ejemplo el
virus de Newcastle) protegen a los ratones contra
la malaria si se suministran 20 horas después de la
inoculacidn esporozoitica. Es probable que los
efectos de estos inductores sean mediados por a,
y v-IFN, los cuales podrian inhibir a las EEF a
través de rutas metabOlicas diferentes. Si este
punto de vista es correcto, es posible que la
combinacion de «, 8 y v-IFN actle sinergistica-
mente para prevenir el desarrollo de las EEF.

IV. El y-IFN inhibe del desarrollo
intrahepatocitico in vitro de parasitos
productores de malaria.

(Schofield y Cols., 1987)

Ademas del papel protector de los anticuerpos,
varios hallazgos indican que mecanismos efectores
mediados por células son importantes en la genera-
cion, establecimiento y mantencién de la inmuni-
dad protectora contra parasitos intracelulares, tales
como aquellos productores de malaria, Asi, la
transferencia pasiva de anticuerpos séricos de
ratones inmunes no fue eficaz para proteger
huéspedes no inmunes contra un desafio esporo-
zoitico (Spitalny y Nussenzweig, 1973). Por otra
parte, se ha detectado proteccidon completa en
ratones vacunados, cuya produccion de anticuer-
pos fue suprimida al nacimiento mediante la
inoculacion de anticuerpos contra la cadena u de
inmunoglobulinas, (Chen y Cols., 1977). Ademis,
la transferencia adoptiva de células T, si se
acompafia de una inoculacién de esporozoitos
irradiados, puede proteger contra un desafio en
ausencia de anticuerpos antiesporozoitos (Verhave
y Cols., 1978). Por lo tanto, la participacion de las
células T en la inmunidad protectora parece incluir
un mecanismo efector y un papel ayudante en la
produccion de anticuerpos. El primer mecanismo
podria estar mediado por la produccién de y-IFN

Sin embargo, el mecanismo mediante el cual el
v-IFN ejerce su efecto antimaldrico requiere de
experimentos in vitro, ya que los resultados in vivo
descritos anteriormente podrian deberse a diversos
mecanismos, incluyendo: 1) Induccién de atrapa-
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miento y destruccion de esporozoitos circulantes.
2) Inhibicion de la invasion de los hepatocitos por
los esporozoitos. 3) Activacion de las células de
Kupffer para destruir los esporozoitos invasores.
4) Detencion del crecimiento intrahepatocitico de
las EEF por efecto directo sobre las células
infectadas. Cada una de estas posibilidades cierta-
mente tiene implicaciones importantes para definir
la funcion del y-IFN endogeno y la explotacion de
su actividad en el disefio molecular de una vacuna.

Los experimentos que siguen aclaran las obser-
vaciones in vivo. Usamos un sistema in vitro para
examinar la accion del y-IFN recombinante contra
las EEF, en ausencia de células efectoras inmunes.
Las células huéspedes pertenecian a una linea
celular de hepatoma humano. Dos variables fueron
estudiadas: el efecto de un amplio rango de
concentraciones de y-IFN y el efecto del momento
de la incorporacion del -IFN al sistema, en
relacion a la etapa del desarrollo parasitario intra-
hepatocitico. Todos los cultivos celulares fueron
procesados en el momento de maxima prolifera-
cion de ADN parasitario. En experimentos pilotos
se concluyd que esto ocurre 52 horas después de
agregar esporozoitos de P. berghei a las células de
hepatoma humano (HEPG2). La deteccion de
ADN parasitario se realizé con la sonda de ADN
descrita en la Seccion I.

Cuando las células de hepatoma fueron tratadas
con 10? U/ml de y-IFN, 6 horas antes de incubar-
los con esporozoitos, la multiplicacion parasitaria
fue suprimida completamente. A concentraciones
mds bajas, la inhibicion del crecimiento fue parcial
(55% a una concentracion de 0,1 U/ml y 17% de
inhibicidn a una concentracién de 1073 U/ml).

El y-IFN ejercio un efecto antiparasitario, inclu-
so cuando se aplicé después que se completd la
invasion esporozoitica, por ejemplo, 3 horas post-
infeccion (Hollingdale y Cols., 1983). Sin embar-
go, cuando el 4-IFN se agregd 28 horas después
de la infeccion, o sea, cuando las células hepaticas
contenian EEF en estados avanzados de desarrollo,
incluso las concentraciones mas altas de y-IFN
(10° U/ml) no afectaron la cantidad de ADN
detectada a las 52 horas.

El v-IFN mata al Toxoplasma gondii en cultivos
de fibroblastos, ya que induce a estas células a
degradar al triptofano (Pfefferkorn, 1984). Este
efecto es reversible si en el medio de cultivo se
eleva la concentracion de triptofano exdgeno. Para
investigar si un mecanismo similar es responsable
del efecto antimalarico del 4-IFN, se aument0 la
concentracion de triptdfano de 10 a 80 mg/ml en
el medio de los cultivos tratados con la linfoquina.
Este aumento en ocho veces de la concentracion
normal de triptéfano no revirtid el efecto parasiti-




cida del y-IFN, incluso cuando éste fue probado en
un amplio rango de concentraciones.

En otro experimento (Schofield y Cols., 1987),
determinamos que el y-IFN radiactivo se une con
alta afinidad (Kd = 1,32 x 107 M) a receptores
presentes en cantidad promedio de 44.000 por
cada célula HEPG2.

Estos experimentos in vitro nos indican que el
efecto protector de y-IFN en roedores y chimpan-
cés (Ferreira y Cols., 1986) se debe, por lo menos
en parte, a la uniébn de la linfoquina a los
hepatocitos del huésped.

En el sistema in vitro, el aumento del ADN de
parésito fue de aproximadamente 32 veces, a las
52 horas. Si se asume que s6lo entre el 5 y 10% de
los esporozoitos son infectantes (Hollingdale y
Cols., 1986; Ferreira y Cols., 1983), los parasitos
sufrieron por lo menos siete divisiones mitéticas en
la EEF. Los datos obtenidos con higados de ratas
y la sonda de ADN muestran un aumento mucho
mayor en el ADN parasitario durante 44 horas de
desarrollo intracelular (Ferreira y Cols., 1986). Sin
embargo, y sorpresivamente. el P. berghei, a pesar
de ser un parasito de roedores, no solo infecta a
una linea hepitica tumoral humana in vitro, sino
que madura suficientemente como para liberar
merozoitos capaces de infectar los globulos rojos
de roedores. Por lo tanto, el sistema P. berghei/
hepatoma humano es el modelo experimental de
eleccion para investigar el mecanismo de accidn de
agentes que interfieren con el desarrollo intracelu-
lar e infectividad de las EEF.

En un primer intento, para estudiar el mecanis-
mo de accion del y-1FN, exploramos la proposi-
cion Pfefferkorn (1984) en el sentido de que es
probable que las actividades antiparasitarias del
7-IFN resulten de mecanismos diferentes de aque-
llos responsables de la actividad antiviral. En el
caso del parasito intracelular T. gondii, la actividad
del 7-IFN se debe a la induccion de una degrada-
cidn aumentada del triptdfano. En nuestras manos
este no es el caso con P. berghei ni tampoco el del
efecto antichlamidia del y-IFN (De la Maza y
Cols., 1985).

V. v-IFN, células CD8"y anticuerpos
especificos son necesarios para

la inmunidad contra esporozoitos
productores de malaria.

(Schofield y Cols., 1987b)

En los experimentos descritos a continuacion
probamos la hipotesis que el y-IFN, liberado de
células T sensibilizadas durante el desafio esporo-
zoitico, inhibe el desarrollo de las EEF y es
requerido para la inmunidad estéril. También
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investigamos si se requieren células T citotoxicas
para la inmunidad contra el desafio esporozoitico.

Las ratas inmunizadas con cuatro dosis de 10°
esporozoitos irradiados fueron desafiadas con dife-
rentes dosis de esporozoitos de P. berghei. Luego,
los animales recibieron un anticuerpo monoclonal
(DB-1), que neutraliza y-IFN de rata y raton, o un
anticuerpo monoclonal de especificidad irrelevan-
te. De acuerdo a lo esperado, los animales inmuni-
zados que recibieron el anticuerpo irrelevante no
mostraron niveles detectables de ADN parasitario,
medido con la sonda descrita en la Secciéon 1. Sin
embargo, los animales inmunizados que recibieron
el DB-1, mostraron niveles substanciales de desa-
rrollo de EEF, o sea, 43,5% de los niveles de los
controles, con un inoculum de 2,5x 10* o con
5x 10* esporozoitos. Una proporcion similar de
EEF fue salvada de la destruccidn por parte del
v-IFN endo6geno, en huéspedes inmunes, cuando
DB-1 fue administrado 2,5 horas después del
desafio, lo que indica que los blancos del y-IFN
endogeno son los estados intrahepatociticos en
desarrollo de los parasitos (EEF).

Nuestros experimentos fueron extendidos para
determinar si la neutralizacion in vivo del y-1FN, o

.la eliminacion in vivo de células T inmunes podria

revertir la inmunidad estéril y permitir el desarro-
llo de 1a fase sanguinea de los parasitos.

Los ratones que habian sido inmunizados con
esporozoitos irradiados, permanecieron protegidos
cuando fueron desafiados con 5x 10® esporo-
zoitos, seguido por inoculacion de 1 mg de
anticuerpo monoclonal irrelevante. Sin embargo, la
infeccion sanguinea se desarrolld en animales
inmunizados que recibieron 1 mg de anticuerpo
DB-1, ya sea inmediatamente o 2,5 horas postdesa- -
fio.

El y-IFN puede ser producido por células T
ayudantes o supresoras/citotoxicas. Para deter-
minar si ambos tipos de células estin implicados en
la mediacion de la proteccion, grupos de ratones
inmunizados con esporozortos irradiados reci-
bieron anticuerpos monoclonales con actividad
litica (mediada por complemento) contra células T
CD4"y CD8". El cuadro 2 resume los resultados
obtenidos. La eliminacion de las células T CD8" en
animales completamente inmunes los hace suscep-
tibles al desafio con 5x 10® esporozoitos. La
destruccién de las células CD4™ no revirtio la
inmunidad de los huéspedes. El grado de elimi-
nacion de las células CD4" o CD8” fue verificado
en ensayos de inmunofluorescencia de superficie
realizadas en linfocitos esplénicos provenientes de
grupos paralelos de animales experimentales y
controles (92% y 944 de eliminacion de células
CD8" y CD4", respectivamente).



CUADRO 2

EFECTO D}_E LA EI;IMINACION DE CELULAS
TCD YCD8 EN LA INMUNIDAD
CONTRA ESPOROZOITOS DE F. berghei

No Dia medio

infectado de patencia
Estado inmune total (rango)
Inmunizado sin tratar 0/10 -
Inmunizado, CD4 elim. 0/5 -
Inmunizado, IFN elim. 4/5 5,23 (5-6)
Inmunizado, CD8 elim. 5/5 4,44 (4-5)
Virgen 5/5 4,8 (4-5)

Finalmente, se realizaron experimentos para
aclarar las contribuciones relativas de los me-
canismos humorales y celulares en la inmunidad
protectora. Ratones virgenes recibieron 1gG purifi-
cada o linfocitos T esplénicos provenientes de
donantes inmunes o virgenes, o una combinacién
de IgG y células T inmunes. Los ratones que
recibieron IgG no inmune o linfocitos T de ratones
virgenes, desarrollaron parasitemia rdpidamente.
Los que recibieron IgG inmune, o linfocitos T
inmunes, fueron protegidos parcialmente contra la
infeccién, o sea, los periodos prepatentes se
prolongaron significativamente, lo que indica una
reduccion substancial en la infectividad de los
esporozoitos o en el desarrollo de las EEF. Los
ratones que recibieron IgG inmune y linfocitos T
inmunes mostraron el grado de protecciébn mds
alto (60%). Esta inmunidad transferida fue rever-
tida por la administracion de anticuerpos DB-1 a
los huéspedes (p <0,001, prueba de t de dos
colas).

Las células CD8" pueden ejercer su efecto en
dos formas: 1) Ellas pueden responder a la
presentacion de antigenos parasitarios en el con-
texto de los antigenos de histocompatibilidad de
Clase I, produciendo y-IFN que actia luego, como
una hommona, contra las EEF. La unién de la
linfoquina a los receptores de superficie de los
hepatocitos infectados destruye las EEF in vitro,
sin la participacion de las células efectoras inmunes
(Schofield y Cols., 1987). Apoyando este hecho
estan los experimentos que demuestran que la
proteccion lograda por la transferencia de células T
esplénicas es revertida por los anticuerpos DB-1
(anti-y-IFN). 2) Ademais, es posible que las células
T CD8" sean directamente citotoxicas para los
hepatocitos infectados que presenten antigenos
procesados originados de los esporozoitos o de las
EEF.

A pesar que algunos esporozoitos pueden evadir
la accién de anticuerpos especificos (Ferreira y
Cols., 1987; Schofield y Cols., 1987) y estable-
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cerse en el higado, el y-IFN por si solo tampoco
parece ser suficiente para proporcionar inmunidad
estéril, ya que se requieren niveles muy altos para
erradicar las EEF (Ferreira y Cols., 1986). Sin
embargo, es posible que estos dos componentes,
v-IFN y anticuerpos especificos, actuando aditiva-
mente, puedan proporcionar proteccion completa.
Por lo tanto, la contribucion relativa de los
mecanismos humorales y celulares en la inmunidad
antiesporozoito y anti-EEF, depende de la interac-
cién de por lo menos tres variables: 1) titulo de
anticuerpos neutralizantes, 2) grado y tipo de
respuesta celular al antigeno y 3) tamafio de la
dosis de desafio.

La destruccion in vivo de las células T CD4" no
afectd la inmunidad del huésped y los animales
CD4" intactos, cuya poblacion de células CD8" fue
eliminada, fueron susceptibles al desafio. Por lo
tanto, los epitopos, restringidos por antigenos de
Clase I, para células T ayudantes, requeridos para
la produccién de anticuerpos contra la proteina
CS, no son suficientes para sensibilizar las células T
¢ inducir la proteccion mediada por y-IFN. Las
células CD8" reconocen epitopos restringidos por
antigenos de histocompatibilidad de Clase I, que
pueden ser estructuralmente diferentes.

En resumen, los resultados discutidos en esta
revision sugieren que una vacuna humana efectiva,
basada en esporozoitos, requerird de la incorpora-
cion de péptidos sintéticos (o de la proteina
recombinante) capaces de inducir altos titulos de
anticuerpos neutralizantes contra la proteina CS y
de sensibilizar poblaciones de células T. Estas
células deberin responder a antigenos parasitarios,
presentados durante el desafio natural, con la
produccion de y-IFN, el que actuard contra aque-
llos pardsitos que escapen a la accion de los
anticuerpos.

Es probable que el modelo de parasitismo
intracelular presentado aqui incluya estrategias
desarrolladas por el huésped y por el parasito
durante millones de afios de evolucion. Es posible
que, al menos parte de estas estrategias, sean
comunes a otros modelos de parasitismo intracelu-
lar (Toxoplasma, Chlamydia, Babesia, Trypano-
soma, etc.). El modelo de malaria sefiala que el
accionar del inmundlogo para proporcionar inmu-
nogenos (vacunas) antipardsitos intracelulares, de
importancia en medicina humana y veterinaria,
deberi sustentarse en el conocimiento inmunoldgi-
co basico que le permita manipular y desviar estas
estrategias en beneficio del huésped.
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