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REVISION DE TEMA

Diversidad genética de Plasmodium falciparum 'y sus
implicaciones en la epidemiologia de la malaria

Judy Natalia Jiménez * 2, Carlos Enrique Muskus ?, Ivan Dario Vélez *

! Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales (PECET), Medellin, Colombia.
2 Escuela de Bacteriologia y Laboratorio Clinico, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

La diversidad genética le confiere a Plasmodium falciparum la capacidad de evadir la respuesta
inmune del hospedero y producir variantes resistentes a medicamentos y a vacunas, aspectos
gue juegan un papel importante en el establecimiento de medidas de control contra la malaria.
Diferentes autores han documentado la existencia de diversas cepas o clones de P. falciparum,
cuya diversidad genética se ha confirmado a través de distintos ensayos de PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa). Numerosas investigaciones realizadas en poblaciones con diferente
grado de transmision de malaria han mostrado la relacion existente entre la estructura de la
poblacién de P. falciparumy la epidemiologia de la enfermedad. En este articulo se describen
las fases del ciclo de vida en las que los eventos de recombinacién originan la diversidad
genética de P. falciparum, se revisan los estudios realizados sobre este aspecto en regiones
con diferentes grados de endemicidad, asi como sobre sus implicaciones en la adquisiciéon de
inmunidad y en el desarrollo de medidas de control.
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Genetic diversity of Plasmodium falciparum and its implications in the epidemiology of
malaria

Genetic diversity provides Plasmodium falciparum with the potential capacity of avoiding the
immune response, and possibly supporting the selection of drug or vaccine resistant parasites.
These genetic characters play key roles in the selection of appropriate malaria control measures.
Diverse clones of Plasmodium falciparum, often denoted as strains, has been documented,
and the degree of genetic diversity supported by several kinds of PCR (polymerase chain
reaction) assays. Many studies in different endemic regions with differences in their level of
disease transmission have clarified the interactions between the parasite populations and
malaria epidemiology. This paper describes recombination events of the malaria parasite life
cycle that originate such genetic diversity in P. falciparum, reviewing different studies on this
aspect and its implications in the immunity and development of control measures in regions
with different degrees of endemicity.

Key words: malaria, Plasmodium falciparum, genetic diversity, epidemiology, immunity.

La malaria es causada por parasitos protozoos
del género Plasmodium, los cuales son
transmitidos de un individuo a otro por la picadura
de la hembra de mosquitos del género Anopheles.
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De las cuatro especies de Plasmodium que
afectan al hombre, P. falciparum se considera la
especie mas virulenta al ser responsable de la
mayoria de muertes y de las formas graves de la
enfermedad.

La malaria continda siendo uno de los principales
problemas de salud publica a nivel mundial, a pesar
de la gran cantidad de estrategias de control
dirigidas contra el parasito y contra el vector. En
la actualidad, méas de 3.200 millones de personas
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se encuentran en riesgo de adquirir la
enfermedad y se estima que la incidencia anual
de casos clinicos en el mundo es de 350 a 500
millones (1).

La complejidad y la diversidad genéticas de
Plasmodium son en gran parte responsables del
éxito de la supervivencia de este parasito en la
historia evolutiva, asi como del fracaso de las
medidas empleadas con el objetivo de erradicarlo.
Entre otras ventajas, la diversidad genética le
confiere a Plasmodium la capacidad para evadir
la respuesta inmune del hospedero y producir
variantes resistentes a medicamentos y a
vacunas, caracteristicas estas relevantes para
el control de la enfermedad.

La diversidad genética de Plasmodium se origina
en primera instancia en su poderosa habilidad para
mutar; sin embargo, el mecanismo principal que
genera y mantiene esta diversidad radica en la
existencia de una fase sexual obligatoria del
protozoo, en la cual se presenta la recombinacién
genética, y que da lugar a nuevos genotipos del
paréasito en la mayoria de las oportunidades. Este
hecho contrasta con lo que ocurre en otros
protozoos como Leishmania, Trypanosoma y
Giardia, que presentan una fase sexual opcional
en su ciclo de vida (2).

En P. falciparum el grado de diversidad se pudo
demostrar, inicialmente, empleando marcadores
bioguimicos en el estudio de poblaciones naturales
del parasito. Posteriormente, el desarrollo de
métodos moleculares basados en ADN, como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
permitié precisar diferencias genéticas dentro de
la especie.

Hasta la fecha, las investigaciones realizadas
sugieren que la diversidad genética de las
poblaciones de P. falciparum varia de acuerdo
con las caracteristicas epidemiolégicas de la
region (3-5). En consecuencia, para la comprension
de los mecanismos involucrados en la adquisicion
de inmunidad a la malaria, y para el desarrollo de
medidas de control efectivas en las diferentes
regiones con transmision de la enfermedad, se
requiere, entre otros aspectos, conocer la
estructura genética de P. falciparum.

DIVERSIDAD GENETICA DE P. FALCIPARUM

A continuacion se hace una breve descripcion de
las fases del ciclo de vida que dan origen a la
diversidad genética de P. falciparum, se revisan
los estudios realizados sobre este aspecto en
regiones con diferentes grados de endemicidad,
asi como sobre sus implicaciones en la
adquisicién de inmunidad y en el desarrollo de
medidas de control.

Ciclo de vida de Plasmodium

Plasmodium es un protozoo con un ciclo de vida
bastante complejo que comprende una fase asexual
0 esquizogonia en el hospedero humano, y una breve
fase sexual obligatoria en el mosquito vector.

En el humano, la infeccién comienza con la
picadura de la hembra del género Anopheles
infectada, la cual introduce las formas del parasito
denominadas esporozoitos, que circulan por corto
tiempo e invaden las células hepaticas para formar
los esquizontes tisulares. Estos lisan los
hepatocitos y liberan miles de merozoitos (10.000
a 30.000 merozoitos) que invaden los glébulos
rojos. Dentro del glébulo rojo, los merozoitos
maduran a los estadios de anillo, trofozoito y
esquizonte eritrocitico. El esquizonte maduro
rompe el eritrocito y libera merozoitos que
posteriormente invadiran otros glébulos rojos.

Algunos de estos merozoitos sufren un proceso
de diferenciacién en formas sexuales
denominadas microgametocitos y macro-
gametocitos, que son los estadios infectantes para
el mosquito vector. Una vez el parasito entra al
intestino medio de Anopheles, ocurre la
maduracién y la fertilizacion de gametos dando
como resultado la formacién del cigoto, el cual se
convierte en una forma mévil, denominada
ooquineto, que posteriormente se transforma en
ooquiste. Esta ultima forma parasitaria contiene
el producto meiético y mitético de un Gnico cigoto
y da lugar a los esporozoitos que migran a las
glandulas salivares del mosquito listas para infectar
al humano en una nueva ingesta sanguinea (6).

Recombinacion genética en el ciclo de vida
de Plasmodium

La recombinacion genética es el principal
mecanismo para generar formas de un organismo
con nuevos genotipos. En los eucariotes, la
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recombinacién se presenta principalmente en la
meiosis, y en proporcion menor en la mitosis.
Durante la mayor parte de su ciclo de vida, la
cual transcurre en el humano, Plasmodium
presenta estadios biolégicos haploides y la
replicacion ocurre mediante divisién mitética (7).
En el mosquito vector, el cigoto formado por la
unién de los gametos representa la Unica fase
diploide de su ciclo de vida, y en este estadio se
presenta la meiosis, la cual es de importancia
critica para la generacién de diversidad, ya que la
recombinacién genética trae como consecuencia
la redistribucion de genes ubicados en diferentes
cromosomas, asi como de eventos de entrecruza-
miento entre genes ligados en el mismo cromosoma
y, mas raramente, dentro del mismo gen (8).

Evidencias de la recombinacién genética

Los experimentos sobre recombinacion genética
en Plasmodium partieron del supuesto de que en
el ciclo de vida del parésito se producen en igual
proporcién gametos macho y hembra que sufren
apareamiento aleatorio, es decir, que los eventos
de fertilizacion entre clones iguales y entre clones
diferentes se presentan en igual nimero, y dan
como resultado 50% de cigotos hibridos.

En 1978, Beale et al. demostraron por primera
vez la recombinacion genética en modelos
animales usando Plasmodium de roedores (9).
Posteriormente, en 1987, Walliker et al. realizaron
cruces experimentales con P. falciparum
consistentes en alimentar mosquitos con una
mezcla de 2 clones del paréasito y en infectar
hospederos vertebrados con los esporozoitos
resultantes (10). Cuando examinaron las formas
sanguineas del parasito demostraron la presencia
de formas recombinantes. Mas recientemente, en
1993, Ranford—Cartwright et al. evaluaron la
constitucién genética de ooquistes de P.
falciparum, empleando los genes MSP-1y MSP-
2 provenientes de mosquitos alimentados con una
mezcla de 2 clones diferentes y pudieron
demostrar formas homo y heterocigotas del
parasito en este estadio (11).

Recombinacién genética en la transmision de
la malaria

La diversidad generada por la recombinacion
genética de P. falciparum puede presentar
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variaciones de acuerdo con las caracteristicas de
la transmisién de la malaria en una regién. En
primer lugar, un mosquito vector puede ingerir
sangre infectada con gametocitos pertenecientes
a un solo clon (principalmente en zonas de baja
transmisién); en este caso, los eventos de
fertilizacidon se presentan entre gametocitos
genéticamente idénticos y, por consiguiente,
originan cigotos (diploides) homocigoéticos en todos
los loci. La recombinacién durante la meiosis de
homocigo6ticos no tiene mayores consecuencias
genéticas, ya que da lugar a productos haploides
gue tienen el mismo genotipo del clon original
(autoentrecruzamiento) (1,12). De otro lado, como
lo han demostrado estudios realizados en
regiones con alto grado de transmision de malaria,
un individuo puede estar infectado con multiples
clones de P. falciparumy, por ende, el mosquito
Anopheles puede ingerir gametocitos pertenecientes
a clones genéticamente distintos (3,12-18). Este
hecho puede conducir a la formacién de cigotos
heterocigotos, en los cuales la recombinacion
meidtica desemboca en la produccion de nuevas
combinaciones de genes dentro de la progenie
haploide (esporozoitos) (10,11,19) (figura 1).

Estructura de poblacion de P. falciparum :

clonal o panmitica

En organismos como P. falciparum que presentan
una forma de reproduccién sexual, la principal
caracteristica para determinar la estructura de
poblacién es calcular la frecuencia de
recombinacion en las poblaciones naturales.

Existen dos caminos para calcular la frecuencia
de entrecruzamiento en una poblacion. El primero
es calcular el desequilibrio de ligamiento (LD), un
método indirecto, que permite medir las
asociaciones entre loci; asi por ejemplo, se
determina que una poblacién esta en equilibrio de
ligamiento cuando alelos de genes no ligados se
presentan en combinaciones aleatorias en los
parasitos, es decir, la tasa de entrecruzamientos
es altay se espera un estado de panmixia. Por el
contrario, cuando en una poblacion se encuentra
una sobrerrepresentacion de alelos comunes de
genes no ligados se habla de desequilibrio de
ligamiento, lo cual podria ser indicativo de
clonalidad a causa de altos niveles de
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Figura 1. Proceso de recombinacion genética de P. falciparum. Tanto el clon A como el clon B en el hospedero humano
producen gametos capaces de infectar el mosquito. En este hospedero se da la fertilizacion entre gametos, la formacion del
cigoto y posteriormente se lleva acabo la meiosis. Los nimeros 1y 4 representan esporozoitos resultantes de la recombinacion
entre gametos idénticos; 2 y 3 son esporozoitos producto de la recombinacién entre heterocigotos.

entrecruzamiento de gametos genéticamente
idénticos (20).

El segundo método para calcular la frecuencia de
entrecruzamiento es mas directo y consiste en
clasificar los cigotos en formas homocigotas y
heterocigotas y comparar las frecuencias
encontradas con las esperadas en una poblacion
en equilibrio de Hardy-Weinberg (entrecruzamiento
aleatorio).

Asi, en una poblacién clonal se esperaria una tasa
alta de homocigotos y en una poblacién panmitica
una de heterocigotos

Ambos métodos se han empleado en el estudio
de la estructura de poblacion de P. falciparumy
los resultados han causado gran controversia.
Algunos autores se inclinan hacia una estructura
clonal (4, 20-22), es decir cuando la recombinacion
genética ocurre raramente y los organismos con
genotipo idéntico son la norma. Otros autores, en
cambio, sugieren panmixia (10,23-26), en la cual
los apareamientos aleatorios y la recombinacién
genética aseguran que la mayoria de los genotipos
sean distintos.

La hipotesis de clonalidad en protozoarios fue
enunciada por primera vez por Tibayrenc en 1990
(20), basandose en varios criterios que
posteriormente fueron sustentados por otros
autores, a saber:

i. sobrerrepresentacién de genotipos en la
poblacion (4);

ii. ausencia de genotipos recombinantes (22), y
iii. altatasade desequilibrio de ligamiento (20,21).

Por otra parte, la estructura de poblacién panmitica
se sustenta en las siguientes observaciones:

i. para que el ciclo de vida Plasmodium sea
completado, la fase sexual es obligatoriay no
opcional como ocurre en otros protozoos;

ii. los modelos experimentales han demostrado
la presencia de formas heterocigotas, lo que
sugiere la presencia de recombinacién
genética (10), y

iii. en estudios de campo realizados en varias
regiones del mundo con diferentes niveles de
transmisién, las frecuencias alélicas
encontradas no difieren de las esperadas en
una recombinacioén aleatoria (23-26).

Parte del origen de esta controversia puede radicar
en que la mayoria de estudios sobre estructura
de poblacion de P. falciparum han usado dos o
tres loci que codifican antigenos que se exponen
al sistema inmune, por lo cual estan bajo fuerte
presion de seleccion (27,28). Este aspecto puede
modificar sustancialmente las frecuencias alélicas
sobre generaciones y la produccién de frecuencias
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genotipicas; de esta manera, la interpretacion de
la estructura de poblaciones por medio de datos
derivados de estos loci es compleja, ya que no
es claro si las relaciones observadas reflejan la
historia de la poblacién o son el resultado de la
seleccion natural (29).

Hasta la fecha, los resultados disponibles sobre
la estructura poblacional no son consistentes;
incluso una investigacion realizada con
marcadores moleculares no sometidos a una
fuerte presion de seleccion, como los
microsatélites, muestra resultados que sugieren
que P. falciparum presenta una estructura de
poblacién diferente, que va desde la clonal hasta
la panmitica dependiendo de la intensidad de
transmision de la enfermedad en el lugar estudiado
(4,29). De esta manera, un estado de clonalidad
en P. falciparum podria esperarse en regiones de
baja endemicidad, donde un Unico clon es
responsable de los casos de la enfermedad y, en
consecuencia, la recombinacion en el mosquito
vector no de lugar a nuevas combinaciones del
parasito. De otro lado, en regiones de alta
transmisién se espera una gran diversidad
genética en la poblacién y un estado de panmixia
debido a que las infecciones con multiples clones
y el entrecruzamiento entre gametos diferentes
son frecuentes (29,30).

Asi mismo, las diferencias en la estructura de
poblacion de P. falciparum pueden también reflejar
la historia del parasito en las zonas de transmision
de malaria; es decir, la estructura de poblacién
clonal encontrada en zonas de baja transmision
se explicaria por la reciente colonizacion del

Biomédica 2005;25:588-602

parasito en estas regiones, pues no ha
transcurrido el tiempo suficiente para generar
nuevas combinaciones genéticas.

Por su parte, la estructura panmitica en zonas de
alta transmisién se explicaria por una presencia
mucho mas prolongada del paréasito en estas
zonas, dando asi lugar a la posibilidad de una
mayor diversidad (29) (cuadro 1).

Estudio de la diversidad genética en P.
falciparum

Muchos autores han documentado la existencia
de diferentes cepas o clones de P. falciparum;
Garnham, en 1966 (31), diferencio las cepas de
P. falciparum de acuerdo a caracteristicas
clinicas, susceptibilidad en el vector e inmunidad
cruzada. Posteriormente, en 1973 (23), Carter et
al. realizaron los primeros estudios bioquimicos
para diferenciar cepas de P. falciparum por medio
de perfiles isoenziméticos, método que fue
reemplazado por electroforesis de proteinas de
dos dimensiones, con la cual las formas alélicas
de al menos 20 proteinas de P. falciparum
pudieron ser diferenciadas por su punto
isoeléctrico y peso molecular (32,33). En 1985,
McBride et al. (34) emplearon inmuno-
fluorescencia para diferenciar variantes
antigénicas en muestras de campo.

En la década de los 90, la identificacion y
secuenciamiento de genes de Plasmodium
condujeron al uso extensivo de metodologias
basadas en ADN; particularmente, la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) se ha convertido
en el método de eleccién para estudios de

Cuadro 1. Hipotesis que sustentan las diferencias en la estructura de poblaciéon de P. falciparum

Estructura de poblacién de

Estructura clonal

Plasmodium falciparum

Estructura panmitica

® Considerable desequilibrio de ligamiento en poblaciones
analizadas por isoenzimas (20,21).

®* Baja frecuencia de formas heterocigotas en el mosquito
vector en regiones con diferente intensidad de
transmision (4,22).

®* Tasa alta de autoentrecruzamiento en areas endémicas

(G

* La fase sexual es obligatoria en el ciclo de vida de P.
falciparum.

* Recombinacién genética se ha demostrada en modelos
experimentales (10).

® En estudios realizados en regiones con diferentes

grados de transmisién, las frecuencias alélicas
encontradas no difieren de las esperadas en una
recombinacion aleatoria (23-26).
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diversidad genética en muestras recolectadas en
el campo, debido principalmente a la alta
sensibilidad y especificidad para amplificar
marcadores genéticos, a su capacidad de revelar
polimorfismos de longitud y a la posibilidad de
usar muestras pequefas de sangre 0 mosquitos
sin la necesidad de realizar cultivos de parasitos,
los cuales pueden conducir a una seleccion de
clones.

Entre las secuencias polimérficas que han sido
de utilidad como marcadores genéticos de las
poblaciones de P. falciparum se encuentran los
genes de las proteinas de superficie del merozoito
1y 2 (MSP-1) (MSP-2) (35,36) y el gen de la
proteina rica en glutamato (GLURP) (37). Para
MSP-1 y MSP-2 se han descrito dos tipos de
polimorfismo, en secuencia y en tamafio, mientras
que para GLURP sélo se ha observado
polimorfismo en tamafio. Las variaciones de los
productos de amplificacion en cada uno de estos
loci pueden distinguirse facilmente por medio de
electroforesis en gel de agarosa. A continuacion

MSP-1
A Bloque 1 2 3 45 6

DIVERSIDAD GENETICA DE P. FALCIPARUM

se hace una breve descripcién de MSP-1, MSP-2
y GLURP.

Gen de la proteina de superficie del merozoito
1 (MSP-1)

El gen MSP-1 es de copia Unicay esta localizado
en el cromosoma 9 (38). Codifica uno de los
antigenos mas estudiados de la fase eritrocitica
del parasito y se ha sefialado como un potencial
candidato para vacuna. La comparacion de
secuencias de nucle6tidos de MSP-1 en diferentes
clones de laboratorio ha permitido identificar 17
bloques o dominios: 7 altamente variables, 5
conservados y 5 semiconservados. Los bloques
variables (bloques 2, 4, 6, 8, 10, 14, 16) presentan
dos alelos denominados MAD20 y K1 (39); una
excepcion la presenta el bloque 2, el cual cuenta
con un alelo adicional denominado RO33 (40)
(figura 2). Los alelos MAD20 y K1 presentan
diferentes unidades de secuencias repetidas
mientras que el alelo RO33 consiste de una
secuencia Unica.

78 9 10 1112 131415 16 17

B
Familias
Bloque 2 alélicas
\ |  MAD-20
\ | Kk
I o3

. Bloques variables
D Bloques semi-conservados

D Bloques conservados

Figura 2. A- Representacion esquematica del gen de la proteina de superficie del merozoito-1(MSP-1). Comparaciones de
secuencias de este gen han permitido identificar 17 bloques, 7 altamente variables (negro), 5 conservados (blanco) y 5

semiconservados (gris).

B- Familias alélicas del bloque 2 del gen MSP-1: el blogue 2 presenta tres alelos denominados MAD-20, K-1 y RO-33, a
diferencia de los demas bloques variables que presentan 2 alelos. El bloque 2 es ampliamente usado en estudios de

diversidad genética en P. falciparum
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Bloque 3 6 bloque central

del gen MSP-2
Fc27 ( ﬁ
[ T MM
IC
l [ l l

MW [] Regién no repetida especifica de familia alélica
] | Regién repetida especifica de alelo

Figura 3. Representacion esquematica del bloque 3 o bloque
central del gen de la proteina de supeficie del merozoito - 2
(MSP-2). El bloque central es la secuencia polimérfica mas
utilizada en estudios de diversidad genética de P. falciparum
en que se emplea el gen MSP-2. Este blogue presenta en
sus extremos secuencias no repetidas conservadas (lineas
verticales), que permiten clasificar el gen MSP-2 en dos
grandes familias alélicas, denominadas FC27 e IC, y en el
centro, el bloque central presenta secuencias repetidas
polimérficas (negro y gris) las cuales permiten caracterizan
los alelos dentro de cada familia alélica.

GLURP
RO RI RII

|:| Regién no repetida

|:| Region repetida

Figura 4. Representacién esquematica del gen de la proteina
rica en glutamato (GLURP). Este gen presenta una region
central conservada no repetida, denominada RI (blanco),
rodeada por dos regiones repetidas denominadas RO y RII
(lineas transversales). La region RIl es ampliamente utilizada
en los estudios de diversidad genética de P. falciparum .

El nombre de estos alelos de MSP-1 se deriva de
la linea de parasitos en la cual fueron observados
por primera vez (41). Los bloques variables, y
principalmente el bloque 2, son ampliamente
usados en estudios de diversidad genética de P.
falciparum.

Gen de la proteina de superficie del merozoito
2 (MSP-2)

Este es un gen de copia Unica localizado en el
cromosoma 2 (38) que codifica una proteina de
superficie también considerada candidata para
vacuna. Para este gen se han descrito secuencias
polimérficas tanto en cepas mantenidas en el
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laboratorio como en cepas silvestres, y de éstas,
la més utilizada en estudios sobre diversidad
genética es la secuencia polimdrfica denominada
blogue 3 o bloque central. En sus extremos, el
bloque 3 contiene secuencias conservadas no
repetidas, las cuales permiten clasificar al gen
MSP-2 en dos familias alélicas denominadas
FC27 (FC) e IC/3D7 (IC), que derivan igualmente
su nombre de las lineas de parasitos en las
cuales fueron inicialmente observadas (42).
Adicionalmente, este bloque presenta una region
central compuesta por secuencias repetidas
polimdérficas, las cuales caracterizan los alelos
dentro de cada familia alélica (figura 3).

Gen de la proteinarica en glutamato (GLURP)

Localizado en el cromosoma 10 (38), este gen
codifica una proteina inmunodominante rica en
glutamato. Presenta una regién central
conservada no repetida, rodeada por dos regiones
repetidas. Una de estas regiones repetidas,
denominada R Il, de aproximadamente 60 pb,
varia entre las diferentes cepas de parasitos,
por lo cual es ampliamente utilizada en los
estudios de diversidad genética de P. falciparum
(37) (figura 4).

Determinacion de la multiplicidad de infecciéon
por P. falciparum

Inicialmente se sugiri6 que la infeccion simultanea
en un individuo por multiples clones de P.
falciparum (multiplicidad de infeccién) se debia
al proceso conocido como super infeccion, es
decir, cuando los clones de parasito presentes
en el hospedero humano provenian de multiples
picaduras causadas por diferentes mosquitos
infectados (43). Hace poco tiempo, ademas, se
demostré que la multiplicidad de infeccién puede
provenir de un solo inéculo del mosquito
compuesto por varios clones del parasito (44). Las
primeras investigaciones que mostraron que el
humano o el mosquito vector podian estar
simultdneamente infectados con una mezcla del
parasito haploide, se llevaron a cabo con
antigenos, enzimas y marcadores de sensibilidad
a medicamentos. En 1973, Carter et al. (23)
demostraron que pacientes de Gambia infectados
con P. falciparum presentaban dos alelos de las
enzimas glucosa fosfato isomerasa (GPI) y de la
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lactacto deshidrogenasa (LDH), las cuales son
codificadas por genes de copia Unica.

Mas tarde, trabajos de clonacion realizados por
Rosario en 1981 y Graves et al. en 1984 revelaron
clones enzimaticamente distintos en muestras
provenientes de pacientes (45,46). Asi mismo,
en 1984 en Tailandia, Thaithong et al. demostraron
por medio de marcadores de sensibilidad a
medicamentos, la presencia en un paciente de 7
clones genéticamente diferentes (47).

En la actualidad, el método mas eficiente para
diferenciar los clones de P. falciparum es el de
marcadores genéticos, y para calcular el nUmero
de clones presentes en una infeccidon se han
utilizado varios procedimientos, desde los que se
basan en el simple conteo de los diferentes alelos
presentes en un solo locus del parasito (13,23,48),
hasta los modelos matematicos o biolégicos que
estiman el genotipo y la distribucién de los clones
por individuo partiendo de la informacién
simultanea de varios loci e incorporando las
frecuencias de los genotipos en la poblacion
(22,43,49)

Diversidad genética en P. falciparum y su
relacion con la endemicidad

El término endemicidad se refiere en general al
grado de transmision de la malaria en un area o
una comunidad dada. De acuerdo con MacDonald
(50), la endemicidad de la malaria puede
clasificarse en tres tipos: 1) malaria estable,
cuando la transmisién de la malaria es alta y no
presenta fluctuaciones marcadas en el tiempo, a
pesar de que ocurran cambios estacionales; 2)
malaria inestable, cuando existen marcadas
fluctuaciones en la transmisién de la malaria de
un afio a otro, y 3) malaria epidémica, considerada
como un extremo de la malaria inestable, que se
presenta cuando se da un incremento en la tasa
normal de transmision de la malaria en
determinada region.

Investigaciones realizadas en zonas de
transmision estable han encontrado que existe una
diversidad genética de P. falciparum considerable-
mente alta en estas regiones, que tanto el humano
como el insecto vector frecuentemente estan
infectados con una mezcla de mas de un clon del
parasito (multiplicidad de infeccién), y que la
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composicion de alelos de P. falciparum circulantes
cambia en el tiempo (3,13-17,24,48,51,52).

Por otra parte, en zonas con transmision inestable
se han realizado pocos estudios, la mayoria de
ellos en Sudan (3,53,54). Hasta la fecha, los
resultados obtenidos no son consistentes; en
algunos estudios se ha encontrado una diversidad
genética alta en las poblaciones de P. falciparum
mientras que en otros se ha detectado poca
diversidad (3,18,55-61). En zonas con transmision
inestable, generalmente los individuos estan
infectados por un nimero limitado de clones (18,
57,58), y los estudios longitudinales llevados a
cabo sugieren que el repertorio de alelos se
mantiene en el tiempo (51,61) (cuadro 2).

Diversidad genética y multiplicidad de
infeccion

En regiones con transmision estable de malaria
la principal causa generadora de niveles altos de
diversidad genética y multiplicidad de infeccién,
probablemente es la alta tasa de inoculacién
entomoldgica, definida como el nimero de
picaduras infectivas por persona por afio (62).

Unatasa de inoculacién entomolégica alta implica
continuas inoculaciones infectivas y una constante
generacién de nuevos genotipos del parasito,
producto de la tasa de recombinacion alta en el
mosquito vector.

En este sentido, un estudio realizado por Babiker
etal. en 1997 (3), que comparaba las infecciones
por P. falciparum en dos regiones de Africa con
diferente endemicidad, mostr6 una asociacion
entre la tasa de inoculacion entomolégica y el
nimero de genotipos en las personas. Sin
embargo, esta relaciéon no se observo claramente
en Papua Nueva Guinea, donde se encontré un
numero limitado de clones diferente a pesar de
tener una tasa de inoculacion entomoldgica alta
(4). Estas discrepancias podrian deberse tanto a
diferencias en el comportamiento del mosquito
vector como del hospedero humano, las cuales
tienen gran efecto en la dindmica de transmision
del parasito. Con respecto al primer componente,
el grado de antropofilia del vector tiene
implicaciones en la carga clonal del hospedero
humano. En Papua Nueva Guinea, Anopheles
farauti, el principal vector, presenta un rango muy
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Cuadro 2. Comparacion de los estudios sobre la diversidad genética de P. falciparum en regiones con diferente endemicidad

de malaria

Diversidad genetica de

Transmisién de malaria estable

P. falciparum y edemicidad de la malaria

Transmision de malaria inestable

* Numerosos estudios

* Considerable diversidad genética en la mayoria de
regiones evaluadas (3,13-18,24).

* Tanto el hombre como el insecto vector se encuentran
infectados con una mezcla de mas de un clon del
paréasito (3,13-18,24,48).

* Eninfectados por P. falciparum, la composicion de alelos
de varios genes cambia en el tiempo (51,52)

* Pocos estudios

¢ Limitada diversidad genética en la mayoria de regiones
evaluadas (18, 57,59).

* Las infecciones estan compuestas por un namero
limitado de clones (3,18,57).

¢ La composicion de alelos en individuos infectados se
mantiene en el tiempo (51).

amplio en el indice de sangre humana, es decir
en el grado de antropofilia, variando entre 0,09 y
0,83 (63), situacién que difiere de la encontrada
en Africa tropical, donde el mosquito vector
Anopheles gambiae, se caracteriza por su
eficiencia vectorial y su fuerte tendencia a
alimentarse en humanos (64).

Con respecto al componente humano, existen
varios factores que regulan la carga clonal, entre
los que se encuentran, el secuestro que sufre P.
falciparum en la microcirculacién, la inmunidad
especifica de cepa, la cual puede limitar el nUmero
de clones encontrados en nifios mayores y
adultos, y lainhibicién de una especie por otra en
el caso de infecciones mixtas (65).

Dinamica de las infecciones

Los estudios realizados en regiones con diferente
intensidad de transmision de malaria muestran que
en individuos provenientes de regiones con
transmision estable, los alelos de varios genes
de P. falciparum fluctdan en el tiempo, mientras
gue en las personas residentes en zonas con
transmision inestable, los alelos se mantienen a
través del periodo de seguimiento (51).

En 1997, Farnert et al. evaluaron en Tanzania
muestras de sangre de nifios asintoméaticos
infectados con P. falciparum durante un periodo
de dos semanas y establecieron que los clones
del paréasito encontrados los dias 1 y 3 eran
similares entre si, pero diferentes de los
observados los dias 2 y 4 (52). La explicacion
mas probable para este hallazgo es que la
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poblacién de parasitos estaba siendo secuestrada
en dias alternativos.

Adicionalmente, las investigaciones han mostrado
gue las frecuencias de alelos de un gen varian de
acuerdo con la region geograéfica (25,66,67). En
1997, Conway et al. mostraron que la frecuencia
de familias alélicas del gen MSP-1 diferia en
varios paises; en el sureste de Asiay en el este
africano, la familia alélica denominada Wellcome-
like tuvo una frecuencia de entre 25% y 50%, pero
presentd una frecuencia menor a 1% en el oeste
de Africa y en Brasil (68). Asi mismo, en 1991,
Scherf et al. encontraron grandes diferencias en
la frecuencia con la que se presentaba el alelo
RO33 del gen MSP-1 en Brasil y en Senegal,
siendo en Brasil mucho més alta (69). En regiones
con transmision inestable como Honduras (18) y
Colombia (58) se ha encontrado una distribucién
de alelos del gen MSP-1 en la que predomina el
alelo MAD-20 sobre el K-1; sin embargo, en
regiones de transmision alta, como Tanzania y
Senegal, esta distribucion es invertida (69,70).

En general, los hallazgos en las diferentes
regiones estudiadas permiten concluir que la
diversidad genética, la multiplicidad de infeccion
y la dinamica en el tiempo de las infecciones por
P. falciparum se ven afectadas por el grado de
endemicidad de la malaria en cada region.

Implicaciones de la diversidad genéticade  P.
falciparum en la adquisicion de inmunidad

La inmunidad protectora contra la malaria causada
por P. falciparum se adquiere lentamente, luego
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de varios afios de infecciones repetidas con el
parasito, y mantenerla implica la exposicidn
permanente a mosquitos infectados.

Las infecciones experimentales en humanos
realizadas por Jeffery en 1966 (71) mostraron que
la inmunidad producida contra una sola cepa de
P. falciparum es ineficiente ante el reto con una
cepa heteréloga. Por ello, en zonas de transmision
estable, el desarrollo de una inmunidad efectiva
contra el parasito requiere de infecciones repetidas
con los diferentes clones de P. falciparum que
circulan en la regioén, de ahi que el desarrollo de
la inmunidad sea un proceso lento (72).

Desde una definicién epidemioldgica, la inmunidad
en malaria tiene varios componentes: una
inmunidad clinica, que, segln se cree, se
desarrolla durante la infancia y permite mantener
una carga importante de parasitos sin presentar
sintomas de la enfermedad (73), y una inmunidad
anti-parasito, la cual se adquiere lentamente y
conduce a una marcada disminucién en la
densidad del parasito en el individuo infectado
(13,74).

En 1935, Sergenty Parrot (75) acufiaron el término
premunicion para referirse a la proteccion contra
la superinfeccién, es decir la infeccién por nuevos
clones, como resultado de una infeccién
existente, y denominaron semi-inmunidad a la
inmunidad adquirida como consecuencia de
continuas exposiciones, y que confiere la
capacidad de controlar las infecciones,
manteniendo la parasitemia crénica en bajos
niveles (76-78).

Inmunidad en malaria, multiplicidad de la
infeccion y edad del individuo

Una serie de estudios epidemiolégicos, realizados
en zonas de alta endemicidad como Senegal,
Tanzania y Papua Nueva Guinea (13,14,79,80),
confirmaron la importancia de la multiplicidad de
la infeccién en la adquisicién de inmunidad en
malaria, al encontrar que:

i. la multiplicidad de la infeccién dentro de un
hospedero parece depender no solo de la
exposicién sino también de la edad;

ii. la multiplicidad puede alcanzar niveles altos,
por ejemplo, se han detectado en un mismo
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individuo hasta nueve clones diferentes de P.
falciparum, y

iii. la multiplicidad de infeccién se relaciona
positivamente con proteccion contra episodios
clinicos de malaria no complicada.

A medida que los nifios adquieren inmunidad, el
promedio de infecciones mdltiples incrementa, lo
cual puede deberse a que la duracion de las
infecciones aumenta. En infantes (6 a 12 meses
de edad), la defensa contra la infeccion por P.
falciparum se basa principalmente en la fiebre y
en la actividad de citocinas con fuerte efecto
antiparasitario (81). Esta estrategia tiende a
resolver las infecciones mas que a permitir que
ellas contintien en bajas densidades, por lo cual
las infecciones son generalmente de corta
duracién. Sin embargo, con la edad, el nifio
desarrolla mecanismos que permiten la
persistencia de infecciones crénicas asintomaticas
con bajas densidades parasitarias; en
consecuencia, la duracién de las infecciones
incrementa y la multiplicidad de las infecciones
pasa a estar menos correlacionada con la
densidad parasitaria (82).

En nifios mayores, la alta multiplicidad de la
infeccidn es caracteristica de la infeccién cronica
asintomatica y del bajo nivel de parasitemia, y
por consiguiente, del estado inmune (76).

En adultos se ha observado que la multiplicidad
de la infeccion es menor en comparacion con lo
encontrado en nifios mayores y adolescentes
(10,78). Este hallazgo parece relacionarse con el
hecho de que estos individuos presentan
densidades parasitarias muy bajas, que
posiblemente se encuentran por debajo de los
limites de deteccion de la PCR, o han adquirido
suficiente inmunidad frente al repertorio de cepas
circulantes (76).

Inmunidad y endemicidad de la malaria

En regiones con transmisién estable de malaria,
la mayoria de los estudios realizados han
encontrado que los pacientes con malaria clinica
tienen menor promedio de infecciones multiples
en comparacion con los asintomaticos de la
misma edad y de la misma comunidad. Los
trabajos longitudinales de Al-Yaman et al., en
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1997(80), y de Beck et al., en 1997 (14), muestran
una verdadera asociacion entre la presencia de
multiples infecciones y la proteccion contra la
enfermedad.

Por otra parte, las observaciones sobre la
adquisicion de inmunidad en regiones con
transmision inestable son paradéjicas; por un lado,
se ha considerado por tradicion que los individuos
gue viven en estas regiones no logran desarrollar
una inmunidad significativa frente a la enfermedad
(50). En los estudios realizados, la presencia de
malaria clinica en un individuo no confiere ningiin
tipo de proteccién contra la enfermedad en la
siguiente estacion de transmision (83-85). Sin
embargo, una significativa proporcién de la
poblacién en estas regiones mantiene infecciones
asintomaticas con titulos altos de anticuerpos anti-
malaria asociados con la estacion de transmision
(83-86), y se ha obtenido confirmacion
parasitoldgica en individuos con microscopia
negativa persistente y PCR positiva (84,87).

De acuerdo con el modelo de proteccion contra la
superinfeccion (premunicién), una posible
explicacion para la falta de una completa
inmunidad a la malaria en regiones con transmision
inestable podria basarse en el hecho de que las
infecciones cronicas en estas personas presentan
una baja multiplicidad de la infeccién (la mayoria
contiene probablemente un solo clon) (53). En este
sentido, las infecciones crénicas son pobremente
protectoras, ya que inducen una respuesta inmune
de corta duracién contra un numero relativamente
pequefio de epitopes variables del parasito. Sin
embargo, tales infecciones podrian proteger contra
la superinfeccion por parasitos de similitudes
antigénicas con los ya experimentados.

No obstante, la verdadera causa de la relativa
reduccion en laincidencia de la malaria observada
en adultos de zonas con transmision inestable
sigue siendo desconocida y dificil de explicar
completamente con la teoria de la premunicién
en malaria.

Implicaciones de la diversidad genéticade  P.
falciparum para el control de la malaria

Las diferencias en el grado de diversidad genética
de las poblaciones de P. falciparum en las
regiones con transmision de malaria pueden influir
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en la eficacia de medidas de control como los
medicamentos y las vacunas.

La recombinacion genética de Plasmodiumen el
vector puede dar lugar a que un parasito presente
combinaciones de genes que confieren resistencia
a uno o varios medicamentos, pero igualmente
puede disociar tales combinaciones. Este tltimo
aspecto se presenta s6lo cuando el nimero
promedio de clones por individuo es menor de 1,5,
ya que tanto la presion del medicamento como la
frecuencia de genes que confieren diferentes tipos
de resistencia son bajas (88).

Los trabajos de modelacion realizados por Curtis
et al. en 1986 indican que la gran cantidad de
recombinaciones entre los loci que codifican la
resistencia a medicamentos podria conducir a una
tasa lenta en la expansién de la resistencia a
multiples medicamentos, aspecto que respalda
las recomendaciones internacionales de emplear
combinaciones de medicamentos en lugar de usar
uno solo, dado que la mutacion de un solo locus
por la presién de un medicamento es mas
frecuente que las mutaciones de dos locus bajo
la presion de dos medicamentos (89). No obstante,
algunas evidencias sugieren que la expansién de
resistencia de P. falciparum a multiples
medicamentos se correlaciona con el grado de
endemicidad de la malaria, progresando mas
rapido en areas de alta transmisién y mas lento
en regiones de baja transmisién (90). A medida
gue aumenta el grado de endemicidad aumenta
el numero de clones en el hospedero y, por
consiguiente, incrementa el nimero de mutantes
resistentes a medicamentos. En consecuencia,
la seleccién efectiva de parasitos resistentes a
medicamentos es mayor en las regiones con altos
niveles de transmisién de malaria (88).

La esperanza de una alternativa para el control
de la malaria reside en el desarrollo de vacunas.
Hasta el momento, la mayoria de las moléculas
consideradas candidatas a vacunas son proteinas
localizadas en la superficie del parasito, y no se
sabe si el alto polimorfismo que presentan estas
moléculas podria ser un obstaculo para el
desarrollo de vacunas; se constituiria en un
problema indudable si la respuesta inmune
protectora se orienta primordialmente contra
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dominios polimorficos, ya que la recombinacién
entre loci que codifican antigenos polimorficos le
ofrece al parasito una amplia oportunidad para
desarrollar formas resistentes a la respuesta
inmune inducida por estas vacunas, de ahi la
dificultad de desarrollar una vacuna efectiva contra
la enfermedad (70).
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