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Uso de sonda de DNA para detectar inmunidad
celular contra un parasitismo intracelular*®

Use of a DNA probe to detect cellular immunity against
intracellular parasitism
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By using a specific, repetitive DNA probe, we have been able to detect picograms of P.
berghei DNA. With this probe we have determined that: a) P. berghei, innoculated into
Norway Brown rats, reaches its peak of proliferation in the liver 44 h after infection; b) gam-
ma interferon inhibits in a dose-dependent fashion the development of liver exoerythrocytic
forms (EEF) in vivo and in vitro, and; ¢) endogenous gamma interferon inhibits the develop-
ment of EEF in hosts immunized with irradiated sporozoites.

Related with and derived from these findings, we have found that, in order to obtain an
effective immunity against malaria in experimental animal models, effector mechanisms
mediated by T cells are required. This is substantiated by the following facts: a) immune
hosts innoculated with monoclonal antibodies against gamma interferon reversed their
immunity against a sporozoite challenge; b) This immunity was also reversed when the
animals were depleted from their CD8 positive cytotoxic T cells.

Therefore, sterile immunity against this parasite requires not only the presence of anti-
bodies but also the inhibition of the EEF by gamma interferon with participation of CD8

positive T cells.

En Chile la malaria fue erradicada en 1945.
Sin embargo, considerando que estamos
rodeados de paises en que esta enfermedad
es un problema actual, existe la posibilidad
que enfermos maldricos crucen la frontera,
lo que, sumado a la reapariciéon del zan-
cudo Anopheles pseudopunctipennis en el
norte del paifs, hacen que este problema
esté adquiriendo actualidad nuevamente.

La enfermedad tiene una enorme pre-
valencia mundial. Solamente en Africa
tropical es responsable de la muerte de
mas de un millén de nifios al afio. Por otra
parte, este parasitismo intracelular consti-
tuye un modelo de gran importancia acadé-
mica para la comprension de las estrategias
de la interaccion huésped-parasito.

El ciclo de la malaria en el huésped
mamifero se caracteriza porque la infec-
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cién natural procede a través de tres esta-
dos morfolégica y antigénicamente dis-
tintos: el esporozoito durante la fase
prehepdtica, la forma exoeritrocitica (FEE)
durante la fase hepdtica y los merozoitos
durante la fase sanguinea posthepdtica. Es-
ta ultima es la unica fase sintomatica.

Cuando un zancudo hembra infectado
del género Anopbeles pica, los esporozoitos
pasan a la circulacién y son diseminados
ripidamente en el organismo, siendo la ma-
yoria de ellos atrapados en el bazo (1),
donde son destruidos y procesados por el
sistema inmune. Una proporcion pequeiia
de los esporozoitos logra penetrar los hepa-
tocitos, iniciando la segunda fase de la
infeccién. Aqui, ubicada en una vacuola
parasitofora, la FEE crece por division
mitética durante un periodo que varia se-
gin la especie. Completado el desarrollo
de la FEE, la membrana del hepatocito se
rompe y los merozoitos se liberan para
infectar los glébulos rojos circulantes. Los
pardsitos de cada fase presentan una cubier-
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ta antigénica particular, por lo que una
proteccién efectiva contra la enfermedad
requerird de inmunidad adquirida estado-
especifica.

De las tres etapas mencionadas, la menos
estudiada, en cuanto a mecanismos posibles
de inmunidad, es la hepdtica. Aparentemen-
te, al estar los pardsitos ubicados en una
vacuola parasitéfora intracitoplasmatica,
estarian protegidos de los mecanismos de-
fensivos inmunoloégicos convencionales del
huésped, en particular los humorales.

Los mecanismos de inmunidad contra la
fase esporozoitica prehepdtica y mero-
zoitica posthepdtica han sido ampliamente
estudiados (2-13). En apariencia, estos
mecanismos son fundamentalmente hu-
morales.

El disponer de una sonda de DNA espe-
cifica para P. berghei nos ha permitido
contestar si la fase hepdtica de la enferme-
dad es susceptible a la inmunidad celular
y tratar de comprender el mecanismo
mediante el cual esta inmunidad actuaria.
En este sentido, hemos investigado si
linfoquinas, en particular el TIFN, tienen
un efecto antiparasitario a nivel hepdtico
y si pueden, de alguna manera, mediar in-
munidad protectora contra un desafio con
esporozoitos infectantes. Los resultados
presentados aqui demuestran que esta
etapa es susceptible de ataque por me-
canismos que involucran la inhibicién de
las FEE por tIFN con participacién de cé-
lulas T CD8 positivas.

METODOS

Esporozoitos. Esporozoitos de P. berghei (cepa
NK65), mantenidos por pasaje ciclico del parisito
por Anopheles stephensi y hamsters, fueron reco-
lectados de las glindulas salivales 14-18 dfas
después de ser alimentados con sangre infecta-
da (14). Los desafios con estos parisitos se hicie-
ron intravenosamente a ratas hembra Norway
Brown.

Preparacion de la sonda de DNA. Una sonda de
2,3 kilobases (p263-1) fue aislada de una genoteca
de P. berghei preparada en el plasmidio vector
pBR322. Esta sonda representa a una familia de
secuencias repetitivas bien conservadas que com-
prenden aproximadamente el 3% del genoma del
parasito.
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Marcacion de la sonda por corte y traduccion
(Nick Translation). Los reactivos fueron obteni-
dos por New England Nuclear (Boston, Mass,
USA) y el ensayo realizado en condiciones es-
tindar (15). En una reaccion tipica, 0,2 ug de
pBR322 con el segmento de DNA de P. berghei
repetitivo insertado en el sitio BamHI fueron
traducidos durante 2,5 h a 13°C, en presencia
de DNA polimerasa, DNAasa I, desoxinucleosidos
trifosfatos no radiactivos y (a~3?P) dCTP. Los
nucle6tidos libres fueron eliminados por filtra-
cidon en columnas de Sephadex G-50 (Pharmacia,
Piscataway, New Jersey). Rutinariamente se obtu-
vieron actividades especificas que excedieron a los
4x107® cpm x ug™! de DNA molde.

Purificacion del DNA del higado de rata. Los ani-
males se sangraron por la vena y arteria axilares.
Los higados fueron perfundidos con buffer fosfa-
tosalino, extraidos y congelados en nitrégeno
liquido. El DNA fue purificado por procedimien-
tos estindares con algunas modificaciones, Se ho-
mogeneizaron los higados en presencia de 150 mM
NaCl, 10 mM de icido etilendiaminotetraacético
(EDTA), 1% p/v de dodecilsulfato sbédico (SDS),
agregando luego perclorato de sodio hasta una
concentraciéon de 0,5 M. Luego se realizaron dos
extracciones con solventes orginicos, la primera
con una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico
y la segunda con una mezcla de cloroformo-
alcohol isoamilico-fenol- (CIAF). El DNA presente
en la fase acuosa fue precipitado con etanol, enro-
llado en una bagueta de vidrio, disuelto en agua,
tratado con RNAasa, a-amilasa, fluoruro de fenil-
metilsulfonilo, proteinasa K, reprecipitado con
etanol redisuelto en agua y su concentracion fue
medida a 260 nm. La pureza de la preparacién
fue estimada determinando las proporciones
de absorbancia a 260 y 280 nm. Valores iguales
o muy cercanos a 1,8 fueron obtenidos rutinaria-
mente.

Purificacion de DNA de P. berghei de la fase
sanguinea para la realizacion de controles posi-
tivos estdndares. Ratones hembras A/J fueron
inoculados intravenosamente con 5.000 esporo-
zoitos de P. berghei. 10 dfas después de la inocu-
lacidén los animales fueron sangrados en presencia
de heparina. La sangre fue centrifugada y el
“buffy coat” fue eliminado. El pellet fue lavado,
resuspendido y filtrado por una columna de lana
de vidrio. No se detecté contaminacién con célu-
las blancas en el efluente. Los glébulos rojos
fueron tratados con 0,015% p/v de saponina e
incubados durante 15 min a 37°C. Los parésitos
liberados fueron lavados con buffer salino-fosfato,
homogeneizados en presencia de 10 mM de Tris-
HCI (pH 8,0), 10 mM de NaCl, 10 mM de EDTA
y 0,5% SDS. Después de tratar con proteinasa K
este material fue tratado dos veces con CIAF y
precipitado con etanol. A esto sigui6é un segundo
ciclo de tratamientos con proteinasa K-RNAasa,
extraccién con solventes orgidnicos y precipitacion
con etanol. El pellet fue disuelto en agua y la
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concentracion de ADN fue medida. La recupera-
cién fue del orden de los 10 ug de ADN a partir
de 10® células infectadas.

Inmovilizacion del DNA en filtros de nitrocelulosa.
Las muestras de DNA fueron denaturadas a tem-
peratura ambiente en presencia de NaOH 100 mM.
Después de neutralizar con NaH,PO, y ajustar la
concentracion a 6 x SCC (1 SCC: 150 mM NaCl,
15 mM citrato de sodio), se procedi6 a inmovilizar
200 pug de DNA total por cada filtro de nitrocelu-
losa de 2,5 cm de didmetro y 0,45 um de tamafio
de poro. Los filtros fueron secados bajo una lam-
para infrarroja, horneados bajo vacfo a 80°C du-
rante 2 horas, incubados durante 4 h a 42°C en
una mezcla de 5 x SCC, 1 x de solucibn de Den-
hardt (17), 0,1 mgml™! de DNA denaturado de
testes de salmén, 0,2 mgml™! de RNA, 20 mM
de HEPES y 50% v/v de forrnamida.

Ensayo de hibridacion. Se realizd con la sonda
p263-1 marcada con 32P (3 x 10° cpm por filtro)
a 42°C durante 15 h. Los filtros se lavaron duran-
te 15 min a temperatura ambiente con 2 x SCC,
0,5% SDS; 15 min con 2 x SCC, 0,1% SDS; segui-
do por cuatro lavados a 54°C, de 30 min cada
uno, con 0,4 x SCC, 0,1% SDS. Después de secar, la
radiactividad asociada a los filtros fue medida en
un contador de centelleo.

IFNT recombinante. E1 TIFN recombinante y los
anticuerpos neutralizantes de la actividad de esta
citoquina fueron generosamente donados por los
doctores Peter van der Meide y Huub Schellekens
del Centro de Primates TNO de Rijswijk, Holan-
da (18).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estandarizacién del ensayo. La sonda fue
probada en ensayos de hibridacién con-
tra diferentes cantidades de DNA purifica-
do a partir de parasitos sanguineos. El limi-
te inferior de sensibilidad fue de 100 pg de
DNA parasitario, cantidad que equivale
aproximadamente a 1.000 nuacleos haploi-
des, asumiendo que cada ndcleo haploide
contiene 0,1 pg de DNA (19). Se obtuvo
una relacién lineal entre la radiactividad
detectada y la cantidad de DNA parasitario
inmovilizado por filtro. Esta curva estindar
fue usada para calcular la cantidad de DNA
de pardsitos presentes en el higado de ani-
males experimentales. Dado que se pueden
inmovilizar 200 ug de DNA total por filtro
y como un higado de rata juvenil contiene
aproximadamente 12-14 mg de DNA, el
numero minimo de parasitos detectables
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por higado es de 62.500. Esto representa
la progenie de sb6lo 6-7 esporozoitos en el
momento miximo de su proliferacion, ya
que cada uno puede generar alrededor de
10.000 nacleos haploides después de 13
divisiones nucleares (20). Por lo tanto,
este ensayo esta idealmente adecuado
para medir no solo el efecto de agentes
antiesporozoiticos y vacunas, sino también
el efecto de agentes que inhiban el desa-
rrollo de las FEE.

Proliferacion en el tiempo del DNA para-
sitario. Dada su gran sensibilidad a los
estados hepaticos de P. berghei (21), la
rata Norway Brown fue elegida como
modelo animal. Cinco grupos de 3 ratas
cada uno fueron inoculados intravenosa-
mente con 3,4 x 10° esporozoitos por
animal. Los higados fueron extraidos a
las 25, 35, 44 y 54 h postinfeccion. Las
cantidades de DNA parasitario detectadas
fueron respectivamente 94, 850, 2.500,
9.000 y 7.000 ng, respectivamente. El
maximo de proliferacibn de DNA parasi-
tario en el higado ocurri6 a las 44 h (9 ug
de DNA, equivalentes aproximadamente
a2 9 x 107 nicleos parasitarios). Ya a las
70 h postinfeccion no se encuentra DNA
parasitario en el higado. En este momento
los parasitos se encuentran en el proceso
de invasion de los gldbulos rojos.

Inhibicion del desarrollo in vivo de las FEE
de P. berghei por el tIFN recombinante.
Grupos de 4-5 ratas Norway Brown, de 2-4
meses de edad, fueron inoculados intra-
venosamente con diferentes dosis de TIEN
recombinante, en distintos momentos an-
tes o después de la inoculacién intrave-
nosa de 10° esporozoitos infectantes de
P. berghei.

El DNA hepdtico fue purificado a las 44
h postinfeccidbn y el DNA parasitario fue
detectado con la sonda radiomarcada.

El tratamiento con TIFN inhibibé fuerte-
mente el desarrollo de las FEE, particular-
mente cuando se administré 5 horas antes
del desafio parasitario. Al inocular los
animales con 5 x 105 Ude tIFN 18 y 5h
antes y 24 h después del desafio se logrd
una supresion del 100% de la sefial hepdtica
detectada con la sonda. Una sola inocula-
cién de 6,2 x 10* U inoculadas 5 h antes
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del desafio produjo un 92+ de supresion
de la sefial hepdtica. En dos experimentos
separados, 150 U antivirales de TIFN inhi-
bieron un 30% del desarrollo de las FEE,
medidos a las 44 horas postdesafio. Esta
notable actividad del TIFN contra un para-
sito intracelular in vivo tiene un solo prece-
dente: la inoculacion de 100 U de 1IFN en
ratones activa el metabolismo oxidativo de
macrofagos residentes y su habilidad para
inhibir el crecimiento in vivo de Toxoplas-
ma gondii y de Leishmania donovani in
vitro (21).

Cerca del 90% de inhibicion se logré con
6 x 10* U de 7IFN. El efecto fue completa-
mente revertido al mezclar la linfoquina
con dos dosis neutralizantes de un antisue-
ro policlonal de conejo contra el TIFN de
rata.

La inhibicidbn fue menos marcada al
inocular el interferén 18 h antes o después
del desafio esporozoitico. Por ejemplo, el
porcentaje de inhibiciéon logrado con 5x10°
U de tIFN administradas 5 h postdesafio
fue de 72%, lo que no fue significativamen-
te diferente (prueba de ¢ de dos colas) del
obtenido con 1,5 x 10* U, administradas
5 horas antes del desafio (73%).

Inhibicién in vitro por TIFN recombinante
humano del desarrollo de P. berghei en la
linea celular de hepatoma humano HEP
G2.A16 (22). Estas células fueron tratadas
durante 24 h con TIFN recombinante hu-
mano. Concentraciones mayores que 1
U/ml inhibieron la multiplicacién del para-
sito en un 97%. En células expuestas a
1 U/ml, la multiplicaciéon de las FEE fue
reducida en un 83%. Incluso con 0,01 U/ml
se logro una inhibicidn significativa (prueba
de ¢ de dos colas).

Se desconoce el mecanismo por el cual
el TIFN inhibe el desarrollo de las FEE. Es
posible que el blanco de la citoquina sea el
hepatocito mismo. Los experimentos des-
critos muestran que a dosis iguales o mas
bajas que aquellas requeridas para su acti-
vidad antiviral, el TIFN impidi6é el creci-
miento de las FEE ubicadas dentro de una
linea celular de hepatoma humano in vitro.

En el caso del Toxoplasma gondii, €l
TIFN bloquea el desarrollo del parasito al
inducir la degradaciéon de triptéfano en
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los fibroblastos infectados in vitro (23).
Se desconoce si el TIFN también induce
degradacion de triptéfano o la acumula-
cibn en el hepatocito de metabolitos
toxicos derivados de este aminoacido,
inhibiendo asi el desarrollo de las FEE.

Estos hallazgos sugieren que los inter-
ferones podrian participar en la inmunidad
contra la malaria conferida por vacunacién
con esporozoitos irradiados o por exposi-
ciobn repetida a la picada de zancudos
infectados en 4reas endémicas. En este
sentido, los resultados presentados mads
abajo prueban la hipétesis de que el TIFN,
liberado por células T sensibilizadas duran-
te el desafio esporozoitico, inhibe el
desarrollo de las FEE y es requerido para
lograr una inmunidad estéril.

El 1IFN enddgeno inhibe el desarrollo de
FEE en huéspedes inmunes. Ratas Norway
Brown, inmunizadas cada dos semanas con
cuatro dosis totales de 10° esporozoitos
de P. berghei irradiados, fueron desafiadas
después de tres semanas con 2,5 x 10* es-
porozoitos infectantes. Inmediatamente o
2,5 h més tarde los animales recibieron una
inoculacién intravenosa de 1 mg de un anti-
cuerpo monoclonal que neutraliza la activi-
dad antiviral del TIFN o 1 mg de un anti-
cuerpo monoclonal control. Los animales
no imnunizados que recibieron el anticuer-
po monoclonal neutralizante o el anti-
cuerpo control no mostraron niveles detec-
tables de DNA de FEE. Por otra parte, los
animales inmunizados que recibieron el
anticuerpo neutralizante mostraron niveles
sustanciales de desarrollo de FEE (43,5% de
los niveles de los controles). Una propor-
cion similar de FEE fue rescatada de la
destruccion mediada por el TIFN enddgeno
de huéspedes inmunes cuando el anticuerpo
neutralizante fue administrado 2,5 h después
del desafio. Como los esporozoitos pueden
invadir los hepatocitos dentro de los 2 min
postinoculacién (24), se puede concluir que
las células blanco del TIFN endbgeno son
los hepatocitos.

Efecto de la eliminacion de las células T
CD8 positivas en la inmunidad al desafio
esporozoitico. En estos experimentos quisi-
mos determinar si la eliminacion in vivo de
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células T inmunes revertiria la esterilidad
inmune y permitiria el desarrolio de la eta-
pa sanguinea de la enfermedad. Ratones
A/Sn fueron inmunizados cada dos semanas
con cuatro dosis totales de 10° esporozoi-
tos irradiados cada una. Estos ratones per-
manecieron protegidos al ser desafiados con
5.000 esporozoitos infectantes, inmediata-
mente seguido de 1 mg de un anticuerpo
monoclonal irrelevante usado como con-
trol. Sin embargo, se desarrolld la fase
sanguinea en los ratones inmunizados que
recibieron anticuerpos monoclonales liticos
contra células T CD8 positivas, no siendo
asi en animales que recibieron anticuerpos
contra células T CD4 positivas. En otras
palabras, la eliminacion de células T CDS8
positivas en animales completamente inmu-
nes los hizo susceptibles al desafio con
5.000 esporozoitos infectantes. Por el
contrario, la destruccién de las células
T CD4 positivas no revirtié la inmunidad
del huésped.

Las células T CD8 positivas ejerce-
rian su efecto en dos formas. Podrian
responder a la presentacion de antigenos
parasitarios en el contexto de antigenos de
clase I, codificados por el complejo prin-
cipal de histocompatibilidad (CPH) de la
especie afectada, con la produccion de
1IFN, el que actuaria luego en forma hor-
monal contra las FEE localizadas en los
hepatocitos. Como se discute mas arriba,
la unién de la citoquina a receptores de
superficies de hepatocitos infectados des-
truye in vitro a las FEF sin la participacion
de células inmunes efectoras. En apoyo de
esta interpretacion hemos demostrado, en
experimentos no discutidos aquf (25), que
la proteccién proporcionada por la trans
ferencia adoptiva de células T fue revertida
por el anticuerpo monoclonal anti-TIFN.
Por otra parte, no podemos descartar que
las células T CD8 positivas pueden ser di-
rectamente citotoxicas para hepatocitos
infectados que presenten antigenos proce-
sados de origen parasitario.

Finalmente, nuestros resultados sugieren
que una vacuna efectiva contra la malaria
requerird la incorporacion de péptidos
sintéticos o de proteinas recombinantes
que estimulen a células B, T ayudantes y
T citotoxicas. Se posibilitaria asi la induc-
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cién de niveles altos de anticuerpos neutra-
lizantes y la produccion de TIFN en res-
puesta a antigenos parasitarios presentados
durante el desafio esporozoftico natural.
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