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RESUMEN

La malaria es una de las principales enfermedades tropicales febriles con mayor incidencia y
prevalencia de muertes a nivel mundial, caracteristicas que la posicionan como un problema
importante de salud publica en zonas con sistemas precarios de salubridad, donde no hay acceso
al diagndstico, tratamiento eficiente y ademas una baja respuesta sistematica de calidad a través
de programas de promocion y prevencion en salud. Se han realizado varios estudios en el disefo
de una vacuna eficaz contra la malaria, sin embargo, la eficacia de estas no es tan alta debido al
comportamiento del parésito en su ciclo de vida. Visto desde la perspectiva inmunologica, el
parasito presenta una cantidad determinada de antigenos que van cambiando a lo largo de sus
diferentes estadios y contra los cuales es necesaria una respuesta inmune secuencial y enlazada,
caracteristicas que le confieren una amplia complejidad y a su vez reducen la capacidad de
desarrollar una vacuna que otorgue una proteccion funcional. Por su parte los anticuerpos
monoclonales se han convertido en una herramienta terapéutica ideal para muchas enfermedades,
incluyendo diferentes canceres, desdrdenes autoinmunes y enfermedades infecciosas, como lo
son el Trastuzumab un anticuerpo monoclonal de tipo IgG dirigido contra el receptor HER2 que
se encuentra en células tumorales del cancer de mama, el Infliximab, anticuerpo quimérico que
ha sido utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Crohn y la Artritis reumatoidea y el
Omalizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado que se une selectivamente a la IgE y tratar
el asma moderada en personas mayores de 12 afios quienes manifiestan sintomas mal controlados
con corticoides inhalados. Teniendo en cuenta lo anterior el presente trabajo realizd una
comparacion entre anticuerpos monoclonales y policlonales como alternativa de tratamiento

inmunoterapéutico basado en péptidos sintéticos con un enfoque dirigido a la poblacion humana.

Palabras clave: Malaria, enfermedad, parésito, anticuerpos, ciclo de vida, neutralizacion,

inhibicidn, sinergia.



ABSTRACT

Malaria is one of the main febrile tropical diseases with the highest incidence and prevalence of
deaths worldwide, characteristics that position it as an important public health problem in areas
with precarious health systems, where there is no access to diagnosis, efficient treatment and also
a low quality systematic response through health promotion and prevention programs. Several
studies have been carried out on the design of an effective vaccine against malaria, however the
efficacy of these vaccines is not so high due to the behavior of the parasite in its life cycle. Seen
from the immunological perspective, the parasite presents a certain number of antigens that
change throughout its different stages and against which a sequential and linked immune
response is necessary, characteristics that confer a wide complexity and in turn reduce the ability
to develop a vaccine that provides functional protection. Monoclonal antibodies have become an
ideal therapeutic tool for many diseases, including different cancers, autoimmune disorders and
infectious diseases, such as Trastuzumab, an IgG monoclonal antibody directed against the
HER?2 receptor found in breast cancer tumor cells, Infliximab, a chimeric antibody that has been
used in the treatment of Crohn's disease and rheumatoid arthritis, and Omalizumab, a humanized
monoclonal antibody that selectively binds to IgE and treats moderate asthma in people older
than 12 years who manifest symptoms poorly controlled with inhaled corticosteroids. Taking into
account the above, the present work made a comparison between monoclonal and polyclonal
antibodies as an alternative immunotherapeutic treatment based on synthetic peptides with an

approach directed to the human population.

Keywords : Malaria, disease, parasite, antibodies, life cycle



INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad transmisible con altas tasas de prevalencia a nivel mundial,
representa mas del 17% de todas las enfermedades infecciosas y segun la organizacion mundial
de la salud (OMS) en el afio 2020 se reportaron 229 millones de casos de Paludismo a raiz de
este agente etiologico (1). Esta infeccion parasitaria es transmitida por la picadura del mosquito
hembra del género Anopheles, el cual adquiere un protagonismo notorio en el desarrollo de la
enfermedad ya que este vector sera el encargado de la propagacion de la enfermedad. Asimismo,
es importante no perder de vista que a pesar de la cantidad de especies que se conocen de
Plasmodium, solo cinco de ellas tienen la capacidad de generar enfermedad en los humanos;
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale y
Plasmodium Knowlesi, epidemioldgicamente a nivel nacional hay predominio de infeccion por P
falciparum, seguido por P. vivax y en un tercer lugar se posicionan las infecciones mixtas
originadas por P. falciparum y P. vivax. Esta infeccion protozoaria se caracteriza principalmente
por originar cuadros clinicos con escalofrios, fiebre y sudoracion que se repetira cada 24, 48 6 72
horas, dependiendo la especie que provoque la enfermedad. En mujeres lactantes, nifios menores
de 5 afios, gestantes, pacientes inmunodeprimidos y personas que se desplacen a zonas donde la
transmision paladica sea considerablemente alta, existe un mayor riesgo de adquirir la
enfermedad y como consecuencia directa cursar con un cuadro clinico mas grave. En promedio,
el periodo de incubacion de la malaria dura de 10 a 14 dias, tiempo en el que se desencadena el

ciclo pre-eritrocitico en el higado y se presentan los primeros sintomas generales.

Como se menciond anteriormente, las caracteristicas clinicas de la malaria estaran sujetas a la
especie de Plasmodium que afecte al ser humano: Plasmodium vivax provocara la malaria
conocida como fiebre terciaria; Plasmodium malariae es el agente infeccioso que ocasiona la
forma de paludismo mas mortal y peligrosa conocida como fiebre terciana maligna; mientras que
Plasmodium falciparum es el causante de la mayor cantidad de muertes por malaria debido a la
habilidad que tiene para que los hematies infectados se adhieran a las células endoteliales
vasculares y se generen obstrucciones que, como consecuencia directa van a producir
manifestaciones severas que incluyen malaria cerebral, anemia profunda, insuficiencia

respiratoria, insuficiencia renal y malaria severa del embarazo.



Sumado a las caracteristicas patogénicas de estos parasitos, en los tltimos afios se ha extendido
una farmaco-resistencia a diferentes antimaléaricos, como la cloroquina, la quinina, mefloquina y
a los antifolatos, lo que dificulta claramente la lucha en el control de la malaria, situacion que ha
generado la necesidad de desarrollar una alternativa a estos métodos convencionales de
tratamiento para garantizar en gran medida la reduccion de muertes por esta enfermedad.
Adicionalmente, mutaciones puntuales en diferentes genes del parésito son responsables de la

disminucién progresiva de la sensibilidad a distintos medicamentos contra el paludismo.((1)(2))

Por su parte, durante el complejo ciclo de invasion, el parésito establece un amplio rango de
interacciones con las células hospederas (hepatocitos y eritrocitos) que le permiten invadirlas y
lisarlas. El proceso mejor descrito es el que se establece entre el merozoito y el eritrocito
humano; en un primer paso, el merozoito interactia con la membrana del eritrocito con
interacciones de baja afinidad. Se ha establecido que la invasion del merozoito es un proceso con
una serie de eventos que se pueden resumir en 4 pasos: (1) contacto del merozoito con el
eritrocito por cualquier parte de la superficie del parésito; (2) orientacion del extremo apical
hacia la membrana del eritrocito; (3) ataque del complejo apical desplazandose dentro de la
célula hospedadora y la unidén entre las membranas de ambas células; (4) proceso de
internalizacién del merozoito por el motor actina/miosina y al mismo tiempo la formacion de la

VP12. (1) (2))

Este complejo apical juega un papel esencial en la invasion, ya que el contenido de las roptrias y
micronemas es secretado promoviendo una fuerte unidon entre la superficie del merozoito y la
membrana del eritrocito. Esta unidon genera una fuerza de penetracion mediada por la interaccion
de las moléculas de actina/miosina del citoesqueleto del parasito y algunas proteinas de la
superficie del eritrocito, resultando como producto final del proceso, la formacion de la VP
donde reside el parédsito para multiplicarse asexualmente. La VP acta como una barrera
semipermeable entre el parésito y el eritrocito permitiendo la adquisicion de nutrientes y
secrecion de proteinas derivadas del parasito. Por lo tanto, la esquizogonia eritrocitica es la parte
del ciclo de vida del parasito donde se inicia el desarrollo de estructuras en el eritrocito
anucleado hasta formarse el esquizonte maduro con la consecuente liberacion de nuevos

merozoitos. ((1)(2))
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Existe un complejo proteico formado entre Basigina y Rh5, BSG constituye el receptor para la
proteina homodloga de unién a reticulocitos de P. falciparum 5 (PfRHS), el cual forma un
complejo ternario con el antigeno protector rico en cisteina (CyRPA) y la proteina que interactia
con PfRhS5 (Ripr) que se posiciona de forma paralela a la membrana del globulo rojo. Después de
unirse PfRh5 a BSG, el complejo se desensambla y CyRPA se excluye de la membrana, mientras
que PfRh5 y Ripr se insertan en ella, permitiendo asi la formacién de un poro en la membrana
del globulo rojo. Se ha encontrado que existen anticuerpos con un alto potencial para bloquear la
interaccion que podria bloquear el proceso de invasion ya que los anticuerpos anti-Rh5
monoclonales y policlonales inhiben la invasion de eritrocitos de multiples cepas de parasitos al
bloquear la interaccion Rh5-BSG in vitro Sin embargo no existen estudios que comparen la

eficacia y las diferencias a nivel de ensayos de invasion de estos anticuerpos. ((1) (2))

Por esta razon se realizO una comparacion entre anticuerpos monoclonales y policlonales
dirigidos a diferentes dianas de Plasmodium spp para comparar su actividad de inhibicion y
neutralizacion. Los anticuerpos monoclonales (mAbs) son generados por células B idénticas,
clones de una sola célula progenitora. Esto significa que los anticuerpos monoclonales poseen
una afinidad con caracteristicas monovalentes y solo reconocen el mismo epitopo de un antigeno.
Por otra parte, los anticuerpos policlonales (pAbs) son una mezcla heterogénea de anticuerpos
que generalmente son producidos por diferentes clones de células B y estos a diferencia de los
anticuerpos monoclonales pueden reconocer y unirse a muchos paratopos diferentes de un solo

antigeno. ((1)(2))
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OBJETIVO GENERAL

e Comparar la actividad de inhibicién y neutralizacion de anticuerpos monoclonales
(mAPS) Y anticuerpos policlonales (pABS) dirigidos contra la proteina Rh5 de
Pfalciparum

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir los mecanismos de inhibicion y neutralizacion mediada por anticuerpos
monoclonales y policlonales
e Identificar el tipo de anticuerpo que posee mayor efectividad en relacion al proceso de

inhibicidn y neutralizacion de antigenos de membrana Plasmodium spp.

12



1.ANTECEDENTES

Segun el reporte mundial de malaria 2021(3), la aparicién de cepas resistentes a los diferentes
tratamientos con farmacos afecta directamente al control de la enfermedad, esto aumentando
cada vez mas la necesidad de estrategias alternativas de tratamiento (4), De esta manera los
avances inmunoldgicos y moleculares en el estudio de Plasmodium spp permiten la
identificacion de posibles inmundgenos que sean capaces de brindar una capacidad protectora

eficaz (5).

Dutta y colaboradores en 2005, realizan un trabajo experimental que tiene como objetivo
establecer el proceso de inhibicion llevada a cabo por anticuerpos, concretamente buscan
determinar si la inhibicion del procesamiento y la redistribucion contribuye a la inhibicion de la
invasion, usaron como metodologia ensayos de inhibicién de la invasion, inhibicion del
procesamiento e inmunofluorescencia para estudiar los efectos de la IgG y el Fab en la invasion
de merozoitos, el procesamiento y redistribucion de AMA-1. Como resultados obtuvieron que el
anti AMA 1 policlonal fue mucho mas inhibidor que el anticuerpo monoclonal 4G2dcl en el
ensayo de invasion, ademds tanto la inmunoglobulina G policlonal como la monoclonal
inhibieron el procesamiento secundario de la forma de AMA-1, pero solo la IgG policlonal
provoco su procesamiento andmalo, inhibi6 su redistribucion y entrecruzar las formas solubles
de AMA-1 en los merozoitos. Finalmente aunque el bloqueo de sitios bioldgicamente
importantes es un modo de accidon directo comun de los anticuerpos anti-AMA-1, el bloqueo del
procesamiento secundario y la redistribucion de AMA-1 son mecanismos inhibitorios indirectos

adicionales mediante los cuales la IgG policlonal inhibe la invasion.(6)

Las proteinas de superficie del merozoito son unas de las mas estudiadas por su relevancia en el
proceso de interaccion hospedero—patdgeno, que gracias a las herramientas de biologia molecular
es posible modificarlas y/u optimizarlas con el fin de mejorar su inmunogenicidad, en el caso
particular de la proteina AMA-1 (7), no es exclusiva de Plasmodium spp también se ha
evidenciado que estd presente en otros patdgenos como Toxoplasma gondii y Babesia spp,

asociada a los micronemas del parasito (8), con dominios transmembrana, se ha reportado su rol
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en el proceso de invasion del parasito, articulada a la proteina del cuello de la roptria RON2, este
complejo proteico AMA-RON2 permite la invasion del parasito al eritrocito (9).

Williams y colaboradores en 2012, llevaron a cabo un trabajo que tiene como objetivo demostrar
que los anticuerpos contra P/RGS, inhibe eficientemente el crecimiento in vitro de parasitos,
ademas se realizaron evaluaciones en combinacidén con anticuerpos contra otros siete antigenos
de merozoitos para valorar la sinergia, como metodologia realizaron ensayo de actividad de
inhibiciéon del crecimiento, estimacion de EC50 de anticuerpos especificos de antigeno y
evaluacién de la sinergia. En cuanto a resultados obtuvieron que, los anticuerpos contra la
proteina de merozoito PfRHS5 pueden neutralizar la invasion de gloébulos rojos en
concentraciones que son significativamente mas bajas que las de los anticuerpos contra
PfAMAI1, ademas los anticuerpos PfRG5 actuan de forma sinérgica con otros anticuerpos
dirigidos contra otros antigenos de union a eritrocitos como PfRH4 para inhibir el crecimiento

de Plasmodium falciparum.(10)

Posteriormente en el afio 2017, Bustamante y colaboradores realizaron un estudio que tuvo como
objetivo evaluar sistematicamente 29 antigenos que probablemente estén involucrados en la
invasion del eritrocito en una etapa de desarrollo vulnerable para Plasmodium spp e identificar
combinaciones sinérgicas, para la metodologia se realizé un ensayo de actividad de inhibicion
del crecimiento, un estudio de cohorte humana, inmunoepidemiologia, andlisis de isobolograma
y microscopia de video. Como resultado se encontré que en pruebas de reactividad cruzada se
exhibio un efecto inhibidor dependiendo de la dosis del crecimientos de los parasitos 3d7 y Dd2,
las pruebas de antigenos solos y en combinacion identificaron varias dianas relevantes de cepa
que tenian efectos combinatorios sinérgicos in vitro, mientras que los estudios en una poblacion
endémica revelaron que las combinaciones de los mismos antigenos estaban asociadas con la
proteccion contra la malaria febril. La microscopia de video establecié que las combinaciones
mas efectivas se dirigieron a multiples etapas discretas de invasion, sugiriendo una explicacion
mecanicista para la sinergia. En general, este estudio identifica combinaciones especificas de
antigenos para pruebas clinicas de alta prioridad y establece un enfoque generalizable que tiene

mas probabilidades de producir vacunas eficaces (11).
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Finalmente Knudsen y colaboradores en 2022 realizaron una investigaciéon que tuvo como
objetivo examinar la neutralizacion de parasitos utilizando un panel de mAbs especificos de
PfRAMA para identificar epitopos protectores en la proteina, en cuanto a metodologia se llevo a
cabo el ensayo de actividad de inhibicion del crecimiento, transferencia de puntos en PARAMA
nativo y desnaturalizado, extraccion de proteinas de esquizontes de P. falciparum, analisis de
transferencia Western, generacion de biblioteca de fragmentos de genes PARAMA vy seleccion de
visualizacion de fagos con mAbs RAM1.25, RAM1.89 y RAM1.94. Dentro de los resultados se
pudo encontrar que se identificO un nuevo mAb especifico de PARAMA con actividad
neutralizante que, en combinacion con mAbs especificos de PfRhS o PfCyRPA, potencio el
efecto neutralizante. Ahora bien, mediante la aplicacion de tecnologia de visualizacion de fagos,
se mapeo el epitopo protector para que estuviera en la region C-terminal de PARAMA. Los
resultados confirmaron el hallazgo previo de sinergia entre los anticuerpos especificos de
PRAMA, PfRhS y PfCyRPA, orientando asi el camino para probar estos antigenos en

combinacion para mejorar la eficacia de las vacunas contra la malaria en etapa sanguinea.(12)
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2.MARCO REFERENCIAL
2.1 Malaria
2.1.1 Definicion

La malaria o también llamada paludismo es una enfermedad infecciosa endémica de regiones
tropicales y subtropicales, transmitida por la picadura de un mosquito hembra del género
Anopheles y causada por un parasito protozoario del género Plasmodium, el cual tiene varias
especies, pero solamente cinco son infectantes para el humano: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi. Sin

embargo, también puede ser transmitida a otros animales vertebrados como ratones y monos.

(13)

Las caracteristicas clinicas de la malaria dependen de la especie de Plasmodium infectante,
como también del nimero de parédsitos y del estado inmunitario del hospedero, las
manifestaciones clinicas y el cuadro clinico cldsico en un individuo no inmune, los sintomas
suelen aparecer entre 10 y 15 dias luego de la infeccion del mosquito y consisten en escaloftrios,
episodios febriles y sudoracidon, sin embargo, la fiebre puede estar ausente al principio de la
infeccion (3). Durante el proceso de infeccion y el avance de la enfermedad puede que se
presente disfuncidon de organos vitales, por aumento del nimero de parasitos en sangre, y puede
llegar a desencadenarse una enfermedad grave con manifestaciones como por ejemplo: coma,
acidosis metabolica, anemia severa, falla renal o edema aguda del pulmon, a lo que se le conoce
como malaria complicada, la cual especialmente se presenta en los casos de infeccion por P,
falciparum, ya que si no se trata en las primeras 24 horas puede agravarse de manera cronica,

llevando a la muerte de la persona (3,14).

2.1.2 Transmision

Su transmision puede ser:

e Vectorial por la picadura del mosquito Anopheles, el cual inocula la forma infectante
(esporozoitos) del parasito

e Parental por la inoculacion directa de globulos rojos infectados en casos como la transfusion

o pinchazos con jeringas contaminadas
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e Vertical por el contagio de una madre infectada al feto (15)

2.1.3 Plasmodium spp

El protozoario Plasmodium spp tiene como caracteristicas que es un parasito perteneciente al al
phylum Apicomplexa, clase Aconoidasida, orden Haemosporida y familia Plasmodiiae, es
intracelular, cuenta con una estructura apicomplexa que lo ayuda a su penetracion, ademas tiene
la capacidad de producir un pigmento llamado pigmento malarico el cual es un metabolito de la
hemoglobina. Su ciclo de vida es bastante complejo estd dividido en dos etapas la primera es la
sexual que sucede en el vector el mosquito y una segunda etapa asexual que se produce en el

huesped intermediario los humanos. (16)

2.1.4 Ciclo de vida

Plasmodium spp posee un ciclo que involucra diferentes estadios cada uno con antigenos
diferentes y particulares. Los principales estadios del ciclo de vida del Plasmodium spp son: el
estadio en el mosquito o vector de transmision (ciclo esporogénico) y en el hospedero (ciclo
esquizogonia pre-eritrocitica y eritrocitica). El ciclo comienza con la inoculacion de un pequefio
nimero de esporozoitos que son liberados desde las glandulas salivares de un mosquito hembra
del género Anopheles, a través de la saliva, al torrente sanguineo de un hospedero vertebrado.
Posteriormente, los esporozoitos penetran en el higado e invaden los hepatocitos, maduran y
alcanzan el ciclo de esquizogonia pre-eritrocitica; en este proceso mantiene de 5 a 15 dias
dependiendo la especie P. vivax, P. ovale pueden presentar una etapa silenciosa llamada
hipnozoito, que les permite permanecer en el higado por semanas o afios antes de alcanzar la
etapa esquizogonia eritrocitica P. falciparum y P. malariae no desarrollan esta fase de
persistencia. (13)

En los hepatocitos, los esporozoitos logran la forma de esquizontes maduros que pueden
contener entre 10000 a 30000 merozoitos. Seguidamente se da una ruptura de estas células y los
merozoitos son liberados en el torrente sanguineo donde comienza un ciclo de invasion de los
glébulos rojos (esquizogonia eritrocitica). Dentro de los eritrocitos, los merozoitos maduran en
anillos, trofozoitos, hasta esquizontes, los cuales ocasionalmente se rompen y liberan nuevos
merozoitos que invaden y lisan otros globulos rojos. Los parédsitos modifican las células

hospederas para permitir su propia supervivencia; la invasion de eritrocitos depende de las
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interacciones de receptores especificos en la membrana eritrocitica con ligandos en la superficie
del merozoito. Después de 10 dias, una pequefia porcion de parasitos madura en sus formas
sexuales: macrogametocitos (hembra) y microgametocitos (macho); cuando un mosquito hembra
anopheles se alimenta de la sangre de una persona infectada con malaria, ingiere estas formas

sexuales. (13)

Los 23 macrogametocitos maduros son transportados dentro del intestino del mosquito,
evadiendo los eritrocitos para formar microgametos, cada uno de los cuales forman 8
microgametos moéviles haploides, después de unos minutos de entrar al intestino del mosquito. El
microgameto se desplaza rdpidamente para fertilizar el macrogameto y formar un zigoto, el cual
se transforma en un ooquinete mévil dentro de 18-24 horas. Posteriormente los ooquinetes deben
atravesar dos barreras: la matriz peritrofica y el epitelio del intestino para finalmente alcanzar el
espacio extracelular entre estos y transformarse en oocitos. Entre 10 y 24 dias después de la
infeccion, dependiendo de la especie de Plasmodium y de la temperatura del ambiente, cientos de
esporozoitos son liberados del oocito y los esporozoitos moviles invaden el epitelio
glandulo-salivar. Cuando un mosquito infectado pica a un hospedero vertebrado susceptible, el

ciclo de vida de este parasito vuelve a empezar. (13)
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2.1.5 Proteinas implicadas en la invasion del globulo rojo

Existen diversas proteinas que se involucran en diferentes etapas de contacto con la célula
objetivo a invadir que en este caso es el globulo rojo, en el caso particular de Plasmodium spp se
ha datado que es un proceso que puede abordar en aproximadamente 20 segundos, en los cuales
se ven diferenciadas 4 etapas, la primera es el contacto inicial que tiene el mismo con el globulo
rojo, en este proceso se ven involucradas las proteinas MSP, quienes estan expuestas en la
superficie del merozoito al igual en los granulos densos del mismo, esta se conoce como una
union débil o reversible, de manera continua se da lugar a una reorientaciéon del parasito,
exponiendo principalmente su zona apical a la membrana del glébulo rojo (17), una vez se da
este contacto apical se da a lugar la formacion de un complejo proteico que tiene un papel
fundamental en lo que se conoce como una unidn irreversible, esta es mediada por el complejo
formado entre las proteinas RON y AMA (9). Una vez se conforma el complejo de union fuerte,

se da paso a la internalizacién del merozoito en el globulo rojo, esta se da por la interaccion de
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moléculas de actina y miosina, estas asociadas a ser proteinas motoras que generan un gasto de

ATP ((18)(19)), permitiendo el movimiento del parésito para invadir el globulo rojo .

2.1.6 Epidemiologia

A nivel mundial, hubo 241 millones de casos estimados de malaria en 2020 en 85 paises
endémicos, lo que equivale a un aumento con respecto a los 227 millones de casos estimados en
2019. La mayor parte de este aumento procede de la Region de Africa de la OMS. Paises como
Venezuela, Brasil, y Colombia mostraron més del 77% de todos los casos de la region de las

Américas. (3)

A nivel mundial, las muertes por malaria disminuyeron continuamente durante el periodo
2000-2019, de 896.000 en el afio 2000 a 562 000 en 2015 y a 558 000 en 2019. En 2020, las
muertes por malaria aumentaran en un 12% en comparacion con el 2019, hasta un estimado de
627 000. Se estima que 47 000 (68%) de las 69 000 muertes adicionales se debieron a

alteraciones de los servicios de malaria durante la pandemia de COVID-19. (3)

Segun el Ministerio de Salud en el documento Plan Estratégico, Colombia reporta el 10% de los
casos de malaria que se registran en la region de las Américas. Este evento es endémico en la
mayoria del territorio nacional, fundamentalmente en areas localizadas por debajo de los 1.600
msnm, lo cual incluye al 85% del territorio nacional. En estas se presencian las condiciones
geograficas, climaticas y ambientales que favorecen la existencia de biotipos receptivos y
condiciones de vulnerabilidad que sustentan la transmision endemo-epidémica persistente y la

transmision estacional contingencial. (20)

Se ha percibido una reducciéon de aproximadamente el 50% de la endemia de malaria en el pais.
Se reportan en promedio entre 67.000 casos de malaria por afio, la malaria complicada representa
entre el 1 al 2% de los casos. Aunque la especie prevalente en Colombia es Plasmodium vivax,
en el periodo se han presentado cambios en la relacion P. vivax / P. falciparum, predominando en
afios epidémicos el Plasmodium falciparum, lo que se podria explicar por el aumento

significativo de casos en la region pacifica en donde domina esta especie de Plasmodium.(20)
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Existen 3 grandes focos activos importantes de produccion y dispersion de la enfermedad: el
foco de Uraba - Bajo Cauca — Alto San Jorge; el foco de la Costa Pacifica y el foco de transicion
de la Orinoquia-Amazonia, en estos la transmision se concentra predominantemente en el area
rural de los municipios, donde se registra mas del 80% de la carga de la enfermedad,
comprendiendo los departamentos de Choco, Antioquia, Cérdoba, Narino, Cauca, Distrito de
Buenaventura, Bolivar, Risaralda, Amazonas, Vichada, Guainia y Guaviare. En el afio 2018 se
reactivo el foco de transmision en Norte de Santander en la region del Catatumbo municipio de

Tibu y la Gabarra, por el flujo de migrantes de Venezuela.(20)
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Figura 2.Estratificacion del riesgo de malaria en Colombia 2010 a 2019. Imagen tomada de:

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0247811.

En la actualidad, tomando como base el boletin epidemioldgico de Colombia 2022 en la semana
epidemioldgica 13 se notificaron 1.768 casos de malaria, teniendo un acumulado de 15.462
casos, de los cuales 14.995 son de malaria no complicada y 467 de malaria complicada.

Predomina la infeccion por Plasmodium vivax con 60,8 % (9.402), seguido de Plasmodium
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falciparum con 38,4 % (5.931) e infeccion mixta con 0,8 % (129). Malaria no complicada Por
procedencia, Choco (33,1 %), Narifio (18,5 %), Cérdoba (14,0%), Antioquia (9,9 %) y Guainia
(6,2 %) aportan el 81,7 % de los casos de malaria no complicada Se notificaron 467 casos de
malaria complicada, que proceden de 27 entidades territoriales y 10 casos procedentes del
exterior. Choc6, Antioquia, Narifio, Bolivar, Cordoba, Risaralda y Norte de Santander notificaron

el 70,3 % de los casos. (21)

[T A {
Choed 57 2636 1] 2276 4269 33,10
Marifio 15 1949 o] T3 2767 18.50
Cérdoba 8 338 o] 1744 2092 1400
Antioguia 8 251 1] 1229 1488 .90
Guainia r 42 1] a7 924 6,20
Morte de Santander a 2 a 551 553 370
Amazonas 0 4 4] 401 405 270
Cauca 1 294 o 14 311 210
Bolivar 10 41 Lb] 219 270 1.80
Guaviare 1 n 1] 202 234 1.60
Vichada 2 35 1] 189 224 1.50
Risaralda 1 38 1] 184 225 1.50
Exterior 2 21 1] 148 191 127
Buenaventura 1 &2 Q 51 114 0.80
Meta 1] 3 o 95 98 0,70
Caqueta 1 14 o 7 22 0,10
Vaupeés 0 7 1] 13 20 0,10
Putumayo 0 ] 1] 9 17 0,10
La Guajira 0 1 1] 10 11 0,10
Cali 1] 2 o B 10 0,10
Sucre 1] 2 1] 7 9 0,10
Walle del Cauca 4] 2 1] 4 b 0.00
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Cesar 0 o 4] 4 - 0,00
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Santander a o 1] 2 2 0,00
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Total 115 5807 1] 2073 14995 100
Fuente: Sivigila Institute Macional de Salud, Colombia, 2022
Mota: no se presentaron Casos de obros departamentos o distritos

Figura 3. Casos notificados de malaria no complicada por entidad territorial de procedencia
colombia. semana 13 de 2022. Imagen tomada de:

https://www.ins.gov.co/buscador-eventos/Paginas/Vista-Boletin-Epidemilogico.aspx

2.1.7 Tratamiento

Uno de los principales problemas que hay en el control y tratamiento de la malaria es
consecuencia a la multiple resistencia a medicamentos destinados al tratamiento que se le da al

proceso infeccioso, actualmente se cuenta con medicamentos como el maloprim (mezcla de
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dapsona y pirimetamina), el farsidan ( sulfadoxina y pirimetamina) y desde hace mucho tiempo
el uso de las cloroquinas, razon por la cual la mayoria de cepas de P. falciparum y P. vivax han

generado una fuerte resistencia a dicho tratamiento. (20)

Desde 2006 el pais aprobo las terapias combinadas con derivados de Artemisininas (TCA), como
esquema de primera linea para la malaria no complicada por P. falciparum. Las TCA son el
tratamiento mas eficaz que existe contra esta especie y no se dispone de otros fArmacos para
combatir pardsitos multidrogoresistentes. Actualmente la eficacia de la combinacion
Artemeter-Lumefantrina es del 98,8% y no se han detectado parasitos resistentes a artemisinina
en Colombia; sin embargo, no estamos libres de que esta situacidon se presente en un futuro
cercano, teniendo en cuenta las presentes condiciones de salud, los cambios en patrones
demograficos y las migraciones humanas que posibilitan la introduccidén de nuevos genotipos del
parasito en areas donde no existian, la problematica socio-econdmica, los cultivos ilicitos y la
mineria ilegal, actividades que promueven el comercio clandestino de medicamentos
antimaléricos en poblaciones rurales, medicinas que no cuentan con las pruebas necesarias para
asegurar su calidad y la administracién de tratamientos incompletos, entre otros factores, crean

entornos propicios para la aparicion de focos de parasitos resistentes.(20)

2.2 Anticuerpos
2.2.1 Caracteristicas

Cada anticuerpo se compone de 4 cadenas, 2 ligeras y 2 pesadas que se encuentran unidas por
puentes disulfuro. Los anticuerpos tienen 2 funciones fundamentales; (22) reconocimiento y
union a antigenos, que se llevan a cabo mediante los extremos de las cadenas ya mencionadas, y
(23) funcioén efectora que se conoce como la destruccion de células infectadas y la activacion de

macrofagos, que se lleva a cabo gracias al extremo carboxiterminal de las cadenas pesadas. (22)

Las cadenas ligeras tienen una porcion variable y una region constante. Las regiones variables se
localizan en los extremos amino terminales de los brazos de la Y; se llaman variables porque los
aminoacidos que contienen son distintos en diferentes anticuerpos. Dentro de las regiones V, las
regiones hipervariables determinan la especificidad de la inmunoglobulina, y una region

constante. Las cadenas pesadas poseen, asimismo, una region variable y una constante, la cual
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determinard las clases o isotipos principales de inmunoglobulina. La regién constante de las
cadenas pesadas (C) contiene una secuencia de aminodcidos relativamente constante (isotipo)

que es diferente para cada clase de Ig. (23)
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Figura 4. Estructura de un anticuerpo. Imagen tomada de:

https://www.msdmanuals.com/es/professional/inmunolog%C3%ADa-v-trastornos-al%C3%A9rg

1cos/biolog%C3%ADa-del-sistema-inmunitario/componentes-moleculares-del-sistema-inmunitar
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2.2.2 Anticuerpos monoclonales

Un anticuerpo monoclonal se considera un anticuerpo de especificidad unica, generado a partir
de la inmortalizacidon de una célula B plasmatica in vitro, son, glicoproteinas especializadas que
forman parte del sistema inmune, y cuentan con la capacidad de reconocer un solo antigeno o
epitopo concreto. Se consideran una poderosa herramienta para el diagndstico de laboratorio, y
son cada vez mas utilizados en el tratamiento de diversas enfermedades. Ademas, su alta
especificidad permite el abordaje de dianas muy precisas, que pueden determinar cambios

celulares muy variados. (24)

Los anticuerpos monoclonales tuvieron lugar en los afios setenta por Milstein y Kohler en el
laboratorio de biologia molecular de Cambridge (Reino Unido). Estos autores investigaron los

mecanismos moleculares de la generacion de diversidad de los anticuerpos y necesitaban
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producir una célula B inmortal con especificidad conocida, para asi poder analizar en detalle las
mutaciones de los genes de las Ig. Para ello fusionaron una linea de células de mieloma murino,
sensible a ciertos farmacos, con células de bazo de un animal inmunizado (hibridoma). Mediante
este procedimiento consiguieron seleccionar solamente las células hibridas y los clones con
especificidad conocida. (22) Como complemento, dependiendo de la region Fc, pueden disefiarse

para facilitar distintos tipos de respuestas efectoras.

Son isotipos de tipo de IgG, a nivel estructural, las regiones hipervariables de cada cadena
pesada y ligera se unen formando el sitio de union al antigeno, denominado fragmento de unién a
antigeno (Fab), también posee un dominio del fragmento cristalizable (Fc) responsable de la
funcién efectora, este se compone de dos dominios constantes. Pueden llegar a tener una vida
media sérica prolongada gracias al reciclaje de anticuerpos dependiente del pH a través del
receptor Fc neonatal (FcRn) debido a que la mayoria de anticuerpos murinos son capaces de
inducir respuesta inmune (anticuerpos anti-raton, reacciones alérgicas y la induccion de
anticuerpos antidrogas (ADA)) y también carecen de funciones efectoras se crearon anticuerpos
monoclonales quiméricos que contienen una unidad de reconocimiento de anticuerpos murinos y
una region Fc humana, como resultado de la escision de la porcion Fc inmunogénica de la
molécula de inmunoglobulina o mediante metodologias recombinantes, lo que resultd en
moléculas que son aproximadamente 65% humanas. A pesar de su mejoria y la reduccion de
inmunogenicidad los anticuerpos monoclonales quiméricos siguen induciendo ADA es por esto
que los anticuerpos monoclonales humanizados se desarrollaron, introduciendo sélo las regiones
hipervariables murinas en un marco Ab humano, lo que resultd6 en moléculas que son
aproximadamente 95% humanas. (24)

2.2.3 Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales (pAbs) son una mezcla heterogénea de anticuerpos que
generalmente son producidos por diferentes clones de células B en el cuerpo. Pueden reconocer y
unirse a muchos epitopos diferentes de un solo antigeno.Todas las formas de anticuerpos,
policlonales (pAb), monoclonales basados en hibridomas (mAb) y monoclonales recombinantes
(rAb), tienen ventajas y desventajas como herramientas de investigacion y tienen atributos que
los diferencian unos de otros. Los pAb muestran propiedades de uniéon de multiples epitopos, lo

que hace que estos reactivos sean ideales para muchas aplicaciones, mientras que su suministro
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finito resta valor a su utilidad. A medida que se agotan los suministros inherentemente limitados
de pAb, se deben producir nuevos lotes de anticuerpos mediante la regeneracion de una respuesta
inmunitaria similar que, incluso con la validacién adecuada, a menudo da como resultado lotes

posteriores que muestran variaciones en el rendimiento del anticuerpo. (25)
3.APROXIMACION AL DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo se plante6 como una revision del tema. Para ello, se hizo una busqueda
exhaustiva en diversas bases de datos y buscadores con el objetivo de recopilar informacion
disponible sobre la presencia de anticuerpos dirigidos contra la proteina Rh5 y su efectividad

mediante ensayos de inhibicion de la invasion o ensayos de inhibicidon del crecimiento.

3.1 Tipo de investigacion

Cuantitativa de tipo descriptivo.

3.2. Metodologia
3.2.1. Fuentes de informacion

Las bases de datos empleadas fueron: Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/),

ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/) y Springer (https://www.springer.com/la). El

método de blisqueda consistié en utilizar como palabras clave en las diversas bases de datos:
inhibition assays AND PfRh5 NOT reviews, dichos términos por los conectores booleanos
“AND», “not”. Como resultado se encontraron 32 documentos los cuales fueron filtrados
utilizando criterios de inclusion y exclusion para asi poder evaluar 8 articulos evidenciando los

datos relevantes de cada uno

3.2.2. Criterios de inclusion:
e Articulos que estén disponibles en la red (texto completo)
e Articulos publicados en inglés
e Articulos con fecha de publicacion entre el afio 2014 al 2022.
e Articulos que contengan ensayos de inhibicion de la invasion de Rh5 (PfRhS5) o ensayos

de inhibicion del crecimiento (GIA).
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3.2.3. Criterios de exclusion fueron:

e Articulos con restriccion de textos

e No se incluyeron estudios que no correspondan a investigaciones originales como la

“literatura gris”

4.RESULTADOS

4.1 Método y fuentes de informacion acerca de ensayos de inhibicion dirigidos a P/Rh5

inhibition assays
AND PfRh5 NOT

reviews
(2014-2022)

11 Articulos

‘ 8 Articulos

(ver tabla 1) J=
e

PubMed

11 Articulos

ScienceDirect

|

32 Resultados
(anexo 1)

Y

L

[ Aplicacion de criterios de

inclusion y exclusion

J

Figura 5. Metodologia usada para la busqueda de ensayos de inhibicion dirigidos a PfRhS.

4.2. Método de seleccion de articulos con base a los criterios de inclusion

Tabla 1. Resultados de la busqueda “inhibition assays AND PfRh5 NOT reviews” y seleccion de
articulos segun los métodos de exclusion e inclusion

SciensceDirect

PubMed

Springer

Disrupting CD147-RAP2
interaction abrogates erythrocyte

invasion by Plasmodium

falciparum

1) Assessing the functional
impact of P/Rh5 genetic diversity
on ex vivo erythrocyte invasion
inhibition

Analyses of Interactions Between
Heparin and the Apical Surface
Proteins of Plasmodium

falciparum
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receptor-ligand interactions
during Plasmodium falciparum
invasion of erythrocytes

Bacterial superglue enables easy
development of efficient
virus-like particle based vaccines

Malaria, Immunity, and

Immunopathology

6) Heterotypic interactions drive
antibody synergy against
malaria vaccine candidate

a

Naturally  induced  humoral
response  against
vivax reticulocyte binding protein

2P1

Plasmodium

Glycosylphosphatidylinositol-anc
hored micronemal antigen
(GAMA) interacts with the band 3
receptor to promote erythrocyte
invasion by malaria parasites

Liposomes loaded with P.
falciparum merozoite-derived
proteins are highly immunogenic
and produce invasion-inhibiting
and anti-toxin antibodies

CD147 promotes
IKK/IxB/NF-kB pathway to resist
TNF-induced
rheumatoid
fibroblasts

apoptosis in

arthritis  synovial

Identification of Plasmodium
falciparum reticulocyte binding
protein homologue 5-interacting
protein, PfRipr, as a highly

conserved blood-stage malaria

7) A malaria vaccine candidate
based on an epitope of the
Plasmodium  falciparum RHS5
protein
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vaccine candidate

Chapter 14 - Genomics and
precision medicine for malaria: A
dream come true?

8) Naturally acquired antibodies
specific for Plasmodium
falciparum  reticulocyte-binding
protein homologue 5 inhibit
parasite growth and predict

protection from malaria

[ ] Articulos que cumplen con los criterios de inchusion

[ ] Articulos que no cumplen con los criterios de inclusion

Nota: Se realizo la busqueda de documentos en tres diferentes bases de datos utilizando las

mismas palabras clave, con resultados limitados en un rango de tiempo de 9 afios (2014-2022), el

resultado fue de 32 documentos en los cuales se realizé una depuracion, aplicando los criterios

de exclusion. Se descartaron documentos que no estaban dirigidos a la proteina de interés PfRhS,

se eliminaron documentos en los cuales no se evidenciaban ensayos de inhibicion de la invasion

GIA, se excluyeron documentos que no estaban disponibles de manera gratuita, ademas 3 de los

documentos obtenidos eran capitulos de libros académicos razén por la cual también fueron

excluidos, por otra parte, las tres bases de datos también compartian algunos articulos iguales de

los cuales solo se elegia uno en caso de cumplir con los criterios de inclusion. una vez aplicados

estos criterios de exclusion se seleccionaron 8 articulos que cumplen con los criterios de

inclusion los cuales se evidencian en la tabla de color verde y debidamente numerados. (Tabla 1).

4.3 Recopilacion de datos de ensayos de inhibicion de la invasion (GIA)

Tabla 2. Matriz de datos obtenidos a partir de los articulos seleccionados

o
. , Tipo de . . A . A’ de
Articulo | Proteinas anticuerno Isotipo | Concentracion Técnica inhibicion

P (GIA)

BSG anti-BSG 10 pg/mL Microscopia 20-23%
1 PfRhS Monoclonal | MEM-M6 1 pg/mL de frotis Dependiente de

/6 0.1 pg/mL fino dosis
: . : 39-58%
PfRhS5 . 1gG anti 180 pg/mL citometria !

2 HBs Policlonal PfRhS 300 pg/mL de flujo Depeggg:‘[e de
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SBI1.6

0
PRhS | Monoclonal | sB2.1 | 200ne/mL o 40%
PCYRPA SB2 3 250pug/mL Citometria | dependiente de
SB3 '3 125 pg/mL de flujo dosis
Basigina Ab-1 . ,
Citometria 90% de
PfRh5 Monoclonal ME1>/é-M6 100 pg/mL de flujo inhibicién
(PfRh5- Policlonal | anti-PfRh 2.5ug/mL Microscopia | dependiente de
Basigina) 5 10png/mL de células | la dosis (hasta
20pg/mL vivas un 90%)
Cy.002
Cy.003
Cy.004
Cy.005 500pg/mL . 81% de
CyRPA | Monoclonal Cy.007 Elisa inhibicién
Cy.009
Cy.010
2E11
g::g?; Ensayo de
inmunofluor
2D05 25ug/mL . 99% de
PfRhS Monoclonal D12 100pg/mL escencia inhibicién
3B10 (IFA)
3C06
4F05
IgG
especifico
p/Rh5 . . 50% de
RAMAL1 Policlonal b f;}){aﬁg , 55 pg/mL Elisa inhibicion
RAMAI1
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ANTICUERPOS UTILIZADOS EN LOS
ENSAYOS GIA

® Monoclonal mPoliclonal

Ac Policlonal
(pAbs) 38%

Ac Monoclonal
(nAbs) 62%

Figura 6. Anticuerpos utilizados en los ensayos GIA dirigidos a PhRf5
De los 8 articulos seleccionados, 5 de ellos (62%) utilizaron anticuerpos monoclonales para sus

ensayos GIA dirigidos contra la proteina PfRh 5 de Pfalciparum y los otros 3 (38%) utilizaron

anticuerpos policlonales.

% de Inhibicion de la Invasion (GIA)

600.0 120,0
—_ 99.0
é 500.0 90,0 90.0 100.0 _
E g
Z 4000 80.0
o =
= @]
5 3000 0.0 600 =
E :g
%200.0 400 B
g 21.5 £
S 100.0 200
: C

00— N 0.0

1 2 3 4 5 6 7 8

Articulos seleccionados

=== Concentracion (ug/ml) — ====Inhibicion GIA (%)

Figura 7. Comparacion de las concentraciones y los porcentajes de ensayos de inhibicion GIA

dirigidos a PfRh entre anticuerpos monoclonales y policlonales.
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Se puede observar las diferentes concentraciones de anticuerpos tanto monoclonales como
policlonales utilizados en los diferentes articulos seleccionados, estas fueron las concentraciones
en las cuales se evidencié el mayor porcentaje de inhibicién de la invasion de cada uno de los
anticuerpos, como resultado de la grafica se observa que los anticuerpos de los articulos 4,5,6 ,7
y 8, poseen un alto porcentaje de inhibicion (entre el 50% y el 99%) y que solo los anticuerpos
del articulo 6 muestra una alta concentracion de los mismos. predominando en un alto grado de

inhibicion de la invasion los anticuerpos de naturaleza monoclonal.
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5.CONCLUSIONES

e Al comparar los articulos encontrados que describen la actividad de inhibicion de la
invasion de los anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra la proteina Rh5
de Pfalciparum, los resultados arrojados mostraron un mayor porcentaje de inhibicion de
la invasion por parte de los anticuerpos monoclonales los cuales evidenciaron estos altos
porcentajes con una baja concentracion de anticuerpos,lo que los hace mas eficaces ya
que en los mayores porcentajes correspondiente a anticuerpos policlonales, se necesitaron
concentraciones mas altas (Figura 7)

e La forma de merozoito de P. falciparum utiliza un repertorio ampliado de ligandos de
invasion, que pueden expresarse de forma variante y polimorfica, lo que facilita la
evasion inmunitaria y la utilizacion de receptores alternativos. Si bien la mayoria de los
ligandos de invasion involucrados en la formacion de uniones estrechas son prescindibles
y variantes, se ha demostrado que la PfRh5 es esencial. Los anticuerpos dirigidos contra
el receptor PfRh5, son potentes inhibidores y altamente neutralizantes.

e Son necesarios mas estudios para una comparacion mas profunda entre estos dos tipos de
anticuerpos debido a que su naturaleza implica el uso de diferentes técnicas de lectura de
los ensayos GIA y esto puede sesgar la comparacion de la eficiencia y eficiencia de de
uno respecto al otro.
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