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RESUMEN

La malaria cerebral es una de las complicaciones mas
importantes de la infeccion con Plasmodium falciparum.
E140% de la poblacion mundial vive en areas afectadas
por la malaria, lo que ha resultado en aproximadamente
243 millones de casos clinicos y 863000 muertes en el
2008, la mayoria en nifios menores de 5 afios del Africa
subsahariana. La malaria cerebral presenta un gran
desafio en el esclarecimiento de su fisiopatologia. Aunque
no existe un modelo experimental que reproduzca todos
los aspectos de la enfermedad en humanos, los modelos
murinos han sido el instrumento mas provechoso, entre
ellos la infeccion de hospederos susceptibles con la cepa
ANKA de Plasmodium berghei es el mas generalizado.
Los estudios de patogenia de la malaria cerebral
experimental estin fundamentados por mas de 20
afios de investigaciéon. Este trabajo revisa los hallazgos
recientes y selecciona los elementos cardinales que
sustentan la relevancia y operatividad de estos modelos.
Concluye que la caracterizacién conductual precisa y
la descripcion de los cambios histologicos, metabélicos
e inmunolégicos concomitantes en los modelos actuales
pueden ser herramientas utiles para investigar las dianas
y la efectividad de futuras intervenciones terapéuticas.
Palabras-claves: Malaria cerebral. Plasmodium berghei.
Modelos experimentales. Fisiopatologia. Antimalaricos.
Farmacoterapéutica.

INTRODUCCION

La malaria cerebral es una de las complicaciones
mas importantes de la infeccion con Plasmodium
falciparum. Ademas de producir una alta tasa de mortalidad
en la poblacion infantil afectada, los casos que sobreviven
pueden presentar problemas motores o cognitivos.

La malaria cerebral es una enfermedad que presenta
un gran desafio en la elucidacion de su fisiopatologia. Esta
ademas influenciada por variados factores del huésped, del
parasito y epidemioldgicos. Aunque no existe un modelo
experimental que reproduzca todos los aspectos de la
enfermedad en humanos, los modelos murinos han sido el
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instrumento mas provechoso, y entre ellos la infeccion de
hospederos susceptibles con la cepa ANKA de Plasmodium
berghei es el mas generalizado.

Este modelo ha permitido realizar numerosos
estudios de intervencion, en los cuales se ha determinado el
efecto del bloqueo o adicion de un mediador especifico, asi
como de numerosas alternativas terapéuticas. La mayoria de
las aproximaciones estudiadas han hecho posible demostrar
si un factor es necesario o no para el proceso patogénico,
aunque el rol preciso y la secuencia de eventos durante
el curso de la enfermedad ain no estan esclarecidos. Sin
embargo, los modelos animales han sido extremadamente
valiosos en el desarrollo de nuevos farmacos antimalaricos
de alta eficacia como los derivados de artemisinina.

Los estudios de patogenia de la malaria cerebral
experimental estan fundamentados por mas de 20 afos de
investigacion. Actualmente estos estudios enfrentan el reto
de evaluar las potencialidades de moléculas con actividad
farmacolégica conocida con el objetivo de rescatar los
animales en estados de pleno desarrollo de la malaria
cerebral y de demostrar su aplicabilidad como modelo
de la enfermedad en humanos. El presente trabajo tiene
como objetivo identificar las evidencias en este campo
investigativo que contribuyen a que se fundamenten la
relevancia y operatividad de los modelos experimentales
de la malaria cerebral.

Malaria, aspectos generales y manifestaciones clinicas

La Organizaciéon Mundial de la Salud estima que
el 40% de la poblacion mundial vive en areas afectadas
por la malaria, lo cual ha resultado en aproximadamente
243 millones de casos clinicos y 863000 muertes en el
2008, la mayoria en nifios menores de 5 afios del Africa
subsahariana (OMS, 2009). En América Latina y el Caribe,
la transmision de la malaria continia en 21 paises, donde
el 31% de la poblacién vive en zonas donde persiste
alglin riesgo de transmision aunque la contribucion a la
morbilidad global es significativamente menor, asi como a
la mortalidad. Se ha observado que la ocurrencia de casos
severos estd fuertemente influenciada por la resistencia
a multiples farmacos, por la presencia de infecciones
mixtas y por limitaciones en el diagndstico. Sin embargo,
la publicacion de reportes sobre manifestaciones clinicas
en esta region es muy poco frecuente (Arévalo-Herrera et
al., 2012). En éareas libres de esta enfermedad, el nimero
de casos importados a través de viajeros e inmigrantes se
incrementa en la actualidad (Calleri et al., 2011).
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Cinco especies de Plasmodium: P. falciparum, P.
malariae, P. vivax, P. ovale y mas recientemente P. knowlesi,
parasito de simios (Cox-Singh et al., 2008), pueden causar
enfermedad en humanos. La gran mayoria de los casos de
malaria severa se producen por la infeccion con la especie
P. falciparum (Rojas, 2001).

Las formas clinicas de la malaria varian desde
las asintomaticas hasta el progreso a complicaciones
tales como el fallo renal, sangramiento, hemoglobinuria,
vomitos, fiebre alta, colapso circulatorio, edema pulmonar,
anomalias placentarias, anemia severa (hemoglobina
por debajo de 5g/dl), acidosis, hipoglicemia, ictericia,
malaria cerebral (alteracion del estado de conciencia y
otras manifestaciones neurologicas) que pueden llevar a
un cuadro clinico denominado malaria severa, causante
de un elevado niumero de muertes (Martins et al., 2009a).
Este cuadro generalmente se presenta acompaiiado de
hiperparasitemia.

En areas de alta transmision, la susceptibilidad a la
malaria severa varia con la edad y la exposicion al parasito;
los adultos son, en general, resistentes a la malaria severa
mientras que los infantes y los nifilos muy pequeiios presentan
un mayor riesgo. Se ha demostrado que la edad media de
ingreso a hospitales con anemia severa es menor que la de
los ingresos con malaria cerebral, independientemente de
la intensidad de transmision (Roca-Feltrer et al., 2010).
En escenarios de Africa subsahariana, que transitan hacia
un declive de la transmision, es importante estar alertas de
un posible cambio hacia la relativa mayor importancia de
la malaria cerebral en comparacion con la anemia severa
para edades mayores que las actuales, aunque el 75% de
todos los ingresos pediatricos con malaria severa deberan
continuar en niflos menores de 5 afios (Roca-Feltrer et al.,
2010).

También las embarazadas y los adultos no inmunes
presentan un mayor riesgo de desarrollar malaria severa. La
epidemiologia de la malaria severa es altamente sugestiva
de la participacion del sistema inmune tanto en la iniciacién
(en nifos) como en la proteccion (en adultos) de la malaria
cerebral, ya sea indirectamente (mediante la seleccion
para la infeccién con parasitos de virulencia diferente) o
directamente (contribuyendo a la patogenia del sindrome)
(De Souza et al., 2010).

Malaria cerebral

La malaria cerebral (MC) es la complicacion de
mayor peligro para la vida. Varios autores plantean que su
incidencia es dificil de calcular, pero los estudios publicados
sobre admisién a los hospitales de Africa subsahariana
indican que 1,77 por 1000 ingresos pediatricos en un afio
corresponden a malaria cerebral y 3,6 por 1000 ingresos
corresponden a episodios de anemia severa que pueden
estar acompaiiados de otros sindromes como la malaria
cerebral, los cuales representan alrededor de 545000 casos
severos hospitalizados (Roca-Feltrer et al., 2008). Estudios
recientes indican que en algunos paises donde se han
aplicado adecuadas estrategias de manejo de los pacientes
han reducido el indice anual de muertes por malaria
severa hasta un 3.2% del total de casos diagnosticados
con esta condicion, lo cual aporta evidencias sobre la
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malaria cerebral que constituyo el 47,3% de los casos
(Msangeni et al., 2011). En un estudio reciente en Senegal,
se obtuvo una mayor letalidad, 11.1% del total de casos
hospitalizados diagnosticados con malaria severa, en los
que los principales factores de riesgo fueron la edad, el
coma, la dificultad respiratoria o la hipoglicemia (Camara
et al, 2011). Ademas, al menos el 10-20% de los casos que
sobreviven y se recuperan de la malaria cerebral, muestran
problemas motores o cognitivos (De Souza et al., 2010).

Aunque en el pasado el término de MC se aplicod
a un amplio rango de manifestaciones neurologicas (en la
malaria severa se puede afectar el sistema nervioso central
produciendo postracion, irritabilidad y alteraciones del
estado consciente), actualmente la OMS ha definido esta
enfermedad como un sindrome clinico caracterizado por
coma que persiste durante al menos 1 hora después del
término de una convulsion o la correccion de hipoglicemia
que ocurre durante una infeccion con P. falciparum y sin la
presencia de otras causas de encefalopatia (WHO, 2000).
Sin embargo, en la practica el diagndstico clinico en areas
endémicas de MC, malaria severa e incluso la infeccion
paltdica es dificil. Los sintomas clinicos asociados con los
estados tempranos de MC no son patognomonicos de esta
enfermedad y son dificiles de diferenciar de la encefalitis,
meningitis y convulsiones febriles. Esto trae implicaciones
para el diagnostico rapido y temprano de la condicion, la
cual con frecuencia demora significativamente el inicio
del tratamiento. Es frecuente la presencia de diagndsticos
errados o sobrediagndstico (Perisse & Strickland, 2008).

El cuadro clinico se instala gradual pero rapidamente.
Se puede presentar cefalea intensa, cambios en la conducta
y mas tarde manifestaciones neuroldgicas diversas, como
obnubilacion mental, delirio, espasticidad, hiperreflexia,
Babinsky positivo, disartria, ataxia, clonus, alteraciones
de la sensibilidad superficial, incontinencia, convulsiones
tonico clonicas, paralisis facial y trismo (Rojas, 2001). En
los nifios, la MC comienza con una historia de 1 a 4 dias
de fiebre, toma del estado general, anorexia, irritabilidad,
vomitos, tos y una o mas convulsiones antes de la llegada
del coma. Durante el coma ocurren otras manifestaciones
neurologicas y otros cambios clinicos que han sido
descritos con detalle (Martins et al., 2009a). La diversidad
de complicaciones neuroldgicas asociadas a la MC indica
que se afectan varias areas del encéfalo (De Souza et al,,
2010).

Anatomia patologica de la malaria cerebral y su relacion
con las condiciones clinicas

Desde el descubrimiento por Marchiafavay Bignami
en 1894 de que los parasitos malaricos se hallan dentro del
cerebro de los humanos durante la infeccidn, se ha centrado
la atencién en comprender los procesos fisiopatologicos
que predisponen a la MC, con el propésito de desarrollar
medidas preventivas o terapias dirigidas a evitarla. En
un inicio, se plantearon teorias contrastantes sobre la
participacion del secuestro de parasitos en el encéfalo y de
la respuesta inmune del hospedero; actualmente, se sugiere
que la neuropatologia es el resultado de una combinacion
de ambos procesos (Van der Heyde et al., 20006).

El examen post-mortem de cerebros de individuos
que murieron de MC ha ayudado a descubrir el tipo y la
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distribucion de la patologia cerebral que ocurre durante
esta enfermedad. Algunos de los hallazgos incluyen el
edema y las hemorragias en la sustancia blanca de la region
subcortical y el cuerpo calloso, asi como las hemorragias
encefélicas en las cortezas cerebral y cerebelar (Haldar et
al.,, 2007).

Enlamayoriadelos casos, el examen histopatologico
revela capilares cerebrales taponados con eritrocitos
parasitados. El secuestro ocurre como consecuencia de la
expresion de proteinas de adhesion de P. falciparum sobre
la membrana de eritrocitos infectados, los cuales se unen a
ligandos expresados en las células endoteliales durante la
infeccion (Togbe et al., 2007). También son caracteristicas
la marginacion de monocitos y macréfagos dentro de los
vasos cerebrales y la presencia de macrofagos pigmentados,
con eritrocitos parasitados (Haldar et al., 2007). Debido a
la ausencia de estudios histopatoldgicos comparados en
casos pediatricos y de adultos con MC, es dificil concluir
si la patologia de MC varia entre éstos (Hunt et al., 20006),
pero dado que si existen diferencias en los sintomas, es
posible que existan diferencias en la patologia cerebral
relacionadas con la edad.

El secuestro de parésitos, las hemorragias y la
inflamacion se encuentran en la mayoria de los cerebros
enfermos, pero MC no es un sindrome homogéneo.
Algunos autores consideran que mas de una via patogénica
puede llevar a la MC humana y que ésta puede ocurrir a
pesar de que se observe un secuestro minimo de parasitos
en el cerebro (Rénia et al., 2010). Por ejemplo, 3 diferentes
patrones de cambios histopatologicos se han descrito en
nifios africanos: 1) patron clasico de secuestro de parasitos
con las hemorragias perivasculares y la infiltracion de
células inmunes dentro de los pequefios vasos cerebrales,
2) secuestro de parasitos sin otras anomalias y 3) no se
encuentran evidencias de secuestro del parasito dentro del
encéfalo. Las razones de estas variaciones en la patologia
de MC no estan claras, pero se estima que se deben a
variaciones genéticas en los hospederos o en los parasitos,
factores ambientales o la respuesta inmune frente al parasito
(De Souza et al., 2010).

LaMCesconsideradaunaenfermedad multifactorial.
Aunque la adhesion de eritrocitos infectados es el principal
hallazgo en la patologia, varios factores inmunoldgicos
(leucocitos, citoquinas y quimoquinas), plaquetas, 6xido
nitrico y sus neutralizadores, asi como la hemozoina, entre
otros, estan involucrados en el desarrollo de la enfermedad.
Estos factores integran una respuesta inflamatoria sistémica
que se considera es responsable de los sintomas y signos
neurologicos presentados por los pacientes (Martins et al.,
2009a).

Participacion de la respuesta inmune en la patogenia de
la malaria cerebral

El perfil de citoquinas caracteristico y asociado con
laMC provee evidencias que relacionan la respuesta inmune
con la etiologia de esta enfermedad. En los enfermos con
MC, se observan altas concentraciones plasmaticas de
TNF-alfa, [FN-gamma, IL-1, IL-6; lo que resulta en un
balance desfavorable de la relacion citoquinas pro-/anti-
inflamatorias en comparacién con pacientes con malaria
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no complicada. Sin embargo, la dificultad de llevar a cabo
estudios de mecanismos en humanos no permite esclarecer
la relacion causal de esas respuestas inflamatorias con la
aparicion de la MC (De Souza et al., 2010).

Los estudios de modelos experimentales, en
especial con Plasmodium berghei ANKA indican que
la malaria cerebral experimental es una enfermedad
mediada por células T. Se considera que la mayor parte
del escenario fisiopatogénico de la MC ha sido descrito
basandose en los modelos murinos. En particular, se
involucran células T citotoxicas CD8+ en la destruccion
de la barrera hematoencefalica mediante perforinas. Se
considera que la muerte en la MCE es un resultado de
la inflamacion estimulada por el parasito. La respuesta
inmune descontrolada y perjudicial es principalmente
del tipo Thl, con superproduccién de algunas citoquinas,
tales como IFNy, combinada con la subproduccion de
otras como la IL-10 (Waknine-Grinberg et al., 2010). Sin
embargo, no existe una definicion clara de la secuencia de
eventos durante el curso de la enfermedad.

Tratamientos actuales y necesidad de
alternativas terapéuticas

nuevas

El manejo de la malaria severa comprende cuatro
areas fundamentales: el examen clinico del paciente, el
tratamiento antimaldrico especifico, la terapia adyuvante y
los cuidados de soporte (OMS, 2006).

Los tratamientos de primera linea para pacientes con
MC son las terapias basadas en farmacos antimalaricos;
sin embargo, la incidencia de deficiencias neurologicas
y la mortalidad se mantienen inaceptablemente altas,
con porcentajes fatales de aproximadamente 15%
cuando se administra artemisina (artesunato, artemeter
y artemotil) y de 20% para los tratamientos tradicionales
con quinina (Dondorp et al., 2010). No se recomiendan
los antimalaricos que a nivel global se considera que hay
resistencia (cloroquina o sulfadoxina-pirimitemina) (OMS,
20006). La alta mortalidad no es inesperada si consideramos
que la terapia se implementa cuando la MC se sospecha o
se diagnostica en un centro de salud, circunstancias en que
la MC ha avanzado en la mayoria de los casos afectados
y el tratamiento esquizonticida por si solo es insuficiente
para revertir o aliviar los sintomas de MC (De Souza et al.,
2010).

En un intento por reducir la mortalidad
inaceptablemente alta de la MC, varios tratamientos
dirigidos a las complicaciones han sido evaluados
en pruebas clinicas, en conjunto con los farmacos
antimalaricos. Las complicaciones mas frecuentes son el
coma, la hiperpirexia, las convulsiones, la hipoglicemia, la
anemia severa, el edema pulmonar agudo, el fallo renal, los
sangramientos espontaneos y las coagulopatias, la acidosis
metabolica, el shock y la hiperparasitemia. Ante éstas, de
acuerdo a su naturaleza, se aplican como soluciones las
medidas de soporte, las transfusiones para intercambio de
globulos rojos, la diuresis osmética, la correccion de la
hipoglicemia, acidosis e hipovolemia, la administracion de
anticonvulsivos, el tratamiento con antimicrobianos, entre
otras (OMS, 2006).

Existen ademas varias estrategias de soporte
e intervenciones que han sido propuestas en la MC,
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pero que han reflejado poco beneficio o mostrado
desventajas. Estas incluyen a la heparina, prostaciclina,
pentoxifilina, dextranos de bajo peso molecular, urea, 4cido
acetilsalicilico, anticuerpos anti TNF-alfa, ciclosporina,
dicloroacetato, adrenalina y sueros hiperinmunes. Ademas,
de acuerdo a las evidencias acumuladas hasta el presente,
no se recomienda el uso de altas dosis de corticosteroides o
quelantes de hierro (OMS, 2006).

En el tratamiento de la MC, la prevencion del déficit
neurologico es también un importante objetivo. Debido a
esto, se ha planteado una necesidad urgente de desarrollar
terapias complementarias, tales como inmunomoduladores
0 agentes neuroprotectores que podrian ser administradas
junto con los antimalaricos. Estas alternativas persiguen
contrarrestar los efectos de factores del huésped asociados y
se fundamentan en la hipétesis inflamatoria o inmunologica
de base para la patogenia de MC. Actualmente, la carencia
de conocimientos sobre la patogénesis de la MC, provoca
que las dianas mas eficaces para intervenciones terapéuticas
aun no se hayan identificado (De Souza et al., 2010).

En la bisqueda de nuevas dianas, un gran numero
de intervenciones han sido experimentadas en modelos
animales. White et al. (2009) han resumido el uso de
diferentes intervenciones entre las cuales menciona el uso
de anticuerpos contra TNF 6 CD41 6 CD61 6 CD25, la
administracion de dexametasona, pentoxifilina, aspirina,
albumina, antioxidantes, IL1, IL-10rec, eritropoyetina,
simvastatin, oxigeno hiperbarico, glatiramer y rosiglitazone;
la deplecion de células CD4 6 CD8 y el empleo de
estrategias anti-apoptosis, entre otras. La mayoria de estos
estudios fueron disefiados para investigar la fisiopatologia
de la MC murina y para definir el rol de una célula, molécula
o via metabolica en particular durante el desarrollo de la
enfermedad. Esta aproximacion es apropiada, necesaria y
valida para la identificacion de mecanismos patogénicos y
la busqueda de dianas para intervenir en éstos (Carvalho et
al.,, 2010).

En casos humanos de MC, se han probado 11
alternativas terapéuticas en 17 pruebas clinicas (White
et al., 2009), resultando en las recomendaciones de
la OMS anteriormente descritas. Esto ha dado lugar
a un desacuerdo entre los resultados dramaticamente
beneficiosos de las intervenciones en modelos murinos y
los resultados posteriores en pruebas clinicas. Actualmente
los investigadores coinciden en que para evaluar la
eficacia en la reduccion de la parasitemia de los farmacos
o productos naturales en estudio, es recomendable aplicar
la prueba de supresion de Peters et al. (1975) que después
de 4 administraciones consecutivas al inicio la infeccion
permite seleccionar ademas la dosis relativamente menos
toxica (Mendiola et al., 2006; Rodriguez-Pérez et al., 2006;
Fernandez Calienes-Valdés et al, 2011). Sin embargo,
las evaluaciones de las nuevas alternativas terapéuticas
en modelos de MCE deberan implementarse a través de
esquemas en los que éstas se administren de conjunto con
las drogas antimalaricas de referencia y una vez que los
sintomas neuroldgicos ya se han desarrollado, ya que éste
es el contexto real de su uso en el tratamiento de pacientes
con MC (Carvalho et al,, 2010, Riley et al., 2010, Dai et al.,
2010; Clemmer et al., 2011).
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El impacto esperado de las vacunas sobre la severidad
de la infeccion paladica

RTS,S es el candidato vacunal mas avanzado en
las pruebas clinicas. Estd compuesto por una porcion de la
proteina CSP del esporozoito que contiene epitopos para
células B fusionados a epitopos para células T CD4+ y
CDS8+ de proteinas de superficie del virus de la hepatitis
B. Esta vacuna puede inducir proteccion a corto plazo en
adultos no inmunes y una proteccion parcial, de mayor
duracidn, contra la malaria severa en nifios africanos,
su poblacion diana. Desafortunadamente, la eficacia
general en las pruebas clinicas avanzadas debe aumentar
significativamente. Se ha considerado que las vacunas
de estados eritrocitarios podrian actuar solamente como
vacunas que controlen la enfermedad, pero esto no ha sido
posible demostrarlo a partir de pruebas en humanos. Los
candidatos lideres MSP1 ;, MSP1 ,, y AMA1 han mostrado
efecto antiparasitario muy modesto o nulo. Se ha sugerido
que los resultados podrian mejorar a partir de la adicion de
otras proteinas para componer una vacuna de subunidad.
También ha sido una preocupacion el polimorfismo
antigénico observado. En ambos casos, es un reto vital
mejorar las tecnologias de evaluacion ya que no sera posible
evaluar todos los antigenos y adyuvantes novedosos en la
clinica, sino lograr una mayor robustez en los criterios de
seleccion que permitan una mayor agilidad en la ruta de
desarrollo de los candidatos vacunales (Plebanski et al.,
2008; Langhorne et al., 2011).

Limitaciones de los estudios de la patogenia de la MC
en humanos

La importancia relativa de los eventos sistémicos y
locales, su secuencia y aparicion en la patogenia de MC, se
desconoce. Por razones obvias, el examen histopatoldgico
de encéfalos dafiados esta limitado a los casos fatales y de
este modo no es posible describir la secuencia de eventos
que llevan al inicio de los sintomas de MC ni comparar
los casos fatales con aquellos que se resuelven en respuesta
al tratamiento. Estas investigaciones y comparaciones
son esenciales para delinear los procesos sistémicos
y cerebrales verdaderamente patogénicos, a partir de
respuestas protectoras y/o neutras.

La gran utilidad de los métodos imagenologicos,
no invasivos, tales como la resonancia magnética, la
espectroscopia y la topografia computacional, ofrecen una
esperanza de resolver estos aspectos, pero esos estudios
son limitados debido a que presentan restricciones éticas
y requieren el uso de equipamiento especializado muy
costoso para las areas endémicas de malaria. Es por ello
que resulta extremadamente dificil avanzar mas alla de
los estudios puramente descriptivos y de correlacion en
humanos, hacia los que definen las vias inmunolégicas y
los procesos estimulados por el parasito que representan la
base de la patogenia y que demuestran causalidad, ya que se
hace necesario realizar estudios de intervencion. Ademas,
el examen de la sangre periférica (lo cual es posible en
los casos fatales y no fatales) puede proveer informacion
limitada sobre el ambiente parasitologico e inmunoldgico
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en el encéfalo y los pacientes arriban al hospital una vez que
el sindrome esta bien establecido (De Souza et al., 2010).
Estas evidencias revelan que otros acercamientos son
necesarios, en combinacion con los estudios en humanos,
para entender completamente la patogénesis de MC.

Modelos experimentales de malaria cerebral

Gran parte del conocimiento actual sobre la fisiologia
de los mamiferos ha provenido de estudios con animales. El
grado de conservacion de procesos basicos, tales como los
inmunoloégicos y los neuropatolégicos, pone en evidencia
su aparente similitud. Los modelos experimentales han
demostrado ser una valiosa herramienta para investigar
la patogenia de numerosas enfermedades infecciosas y
autoinmunes que padecen los seres humanos, asi como
varias vacunas y terapias inmunes que estan en uso en la
actualidad, fueron previamente desarrolladas y probadas en
modelos experimentales. El uso de modelos experimentales
puede ayudar significativamente en el estudio de la malaria
cerebral. Entre los modelos de primates para MC tenemos
las infecciones con P. knowlesi y P. coatneyi en monos
Rhesus y con P. falciparum en monos ardilla, sin embargo
estos modelos resultan excesivamente costosos y presentan
restricciones a trabajar solamente con un pequefio numero
debido a consideraciones éticas. Por ello se han desarrollado
otros modelos. Se ha observado que ciertas cepas de ratones
consanguineos infectados con varias cepas de P. berghei
o la cepa letal (XL) de P. yoelii desarrollan sindromes
neurologicos (Lou et al., 2001; Martins et al., 2009b), sin
embargo han existido diferencias de criterios dentro de la
comunidad cientifica en relacion a los modelos murinos y
el nivel de similitud con la malaria cerebral humana para
catalogarlos como relevantes y utiles.

Malaria cerebral experimental (MCE) producida por
Plasmodium berghei ANKA

El modelo de P. berghei ANKA (PbA) replica
muchos eventos que se observan durante la malaria cerebral
humana y se acepta que es el mejor entre los disponibles.
La infeccion de cepas susceptibles de ratones, tales como
C57BL6y CBA, llevaal desarrollo de una patologia cerebral
fatal, con signos clinicos tales como ataxia, dificultad
respiratoria y coma. El momento de comienzo de los signos
clinicos varia en dependencia de la dosis de infeccion, el
background genético del hospedero y el clon especifico
de los parasitos infectantes, pero es tipicamente entre 5 y
10 dias posteriores a la infeccion. Como en los humanos,
existe un rapido deterioro en la condicion de los animales
infectados una vez que los sintomas clinicos aparecen,
y la muerte sobreviene en las posteriores 4 6 5 horas.
Multiples areas de ruptura de la barrera hematoencefalica
con escape vascular en la corteza, el cerebelo y el bulbo
olfatorio, la pérdida de poblaciones neuronales especificas
dentro de la corteza y el cuerpo estriado, la acumulacion de
eritrocitos parasitados dentro de los vasos sanguineos y la
inflamacion perivascular focal, se observan en los cerebros
de ratones infectados con PbA y que muestran signos de
MCE. La MCE se asocia ademas con la acumulacion
significativa de plaquetas dentro de los vasos cerebrales:
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se ha observado que estas plaquetas promueven el dafio a
las células endoteliales durante la infeccion. Problemas de
disminucién de la memoria visual durante la infecciéon con
PbA se correlacionan directamente con la hemorragia, la
inflamacion y con la activacion microglial. La acumulacion
de monocitos y macrofagos y la activacion de células
mononucleares residentes como los astrocitos y las células
microgliales se consideran elementos claves de la MCE
(Lou et al., 2001; Lackner et al., 2006a; Bucher et al., 2011;
McQuillan et al., 2011).

El secuestro de eritrocitos infectados con PbA en
el cerebro de ratones susceptibles es un asunto de debate,
ya que algunos estudios demuestran que el secuestro se
correlaciona con el desarrollo de MCE (Rest, 1982; Jennings
etal., 1998, Hearnetal., 2000, Beghdadi et al., 2008, Amante
et al., 2007, Randall et al., 2008, Nie et al., 2009) mientras
otros no han podido demostrar o evidenciar el secuestro de
eritrocitos en este 6rgano (Franke-Fayard et al., 2005). Los
eritrocitos infectados con PbA se han observado atrapados
por leucocitos adherentes y eventualmente contribuyeron a
la obstruccion vascular (Jennings ef a/ 1998; Hearn et al,,
2000). Carvalho (2010) considera que la interaccion directa
de eritrocitos parasitados con el endotelio no se evidencid
porque es de muy corta duracion.

Justifica el modelo, que las causas y consecuencias
del secuestro parecen ser muy similares en ambos
sindromes, aunque el tipo de célula que es secuestrada
en la MC humana o murina sea diferente. Por ejemplo,
se observd activacion endotelial y disfuncion, aumento
de la expresion de moléculas de adhesion (eCAMs)
en el encéfalo y otros lechos vasculares que los hacen
receptivos a la adhesion de leucocitos, las plaquetas o los
eritrocitos infectados. Si la obstruccion mecanica del flujo
sanguineo es la causa de MC en humanos, la patologia es
por ello aun similar a la MCE en roedores, incluso si los
leucocitos reemplazan a los eritrocitos infectados como
los principales y no los unicos agentes obstructivos. Otras
consecuencias que se pueden mencionar como similares
son: las microhemorragias, el edema y otros indicadores
de vasculopatia severa (Carvalho, 2010).

Podria esperarse del predominio de leucocitos,
diferentes efectos sobre el microambiente proximal;
sin embargo se ha visto que en ambos casos las células
endoteliales asumen un fenotipo pro-inflamatorio y pro-
coagulante y sufren apoptosis. Estas similitudes indican
que el modelo puede ser util para probar intervenciones
terapéuticas, en particular aquellas dirigidas a mejorar la
perfusion o reducir el dafio isquémico (Carvalho, 2010).

Aplicacion de los protocolos SHIRPA para identificar
MCE en los animales infectados

Los estudios en el tema de la malaria experimental
con PbA han determinado el dafio cerebral a través de la
aplicacion de unas pocas caracteristicas clinicas simples
y en cierto grado inespecificas, tales como la presencia
de coma y convulsiones, las cuales estan basadas en
estimaciones individuales y no estan sujetas a un protocolo
estandar. Ademds, es necesario un acercamiento a
determinar la severidad del proceso de enfermedad en una
manera reproducible. El protocolo SHIRPA (SmithKline
Beecham Pharmaceuticals, Harwell MRC Mouse Genome
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Centre and Mammalian Genetics Unit, Imperial College
School of Medicine at St. Mary’s, Royal Hospital London,
St. Bartholomew’s and Royal London School of Medicine,
Phenotype Assessment) es un protocolo sistematico,
aceptado para cuantificar el perfil de cambios funcionales y
conductuales en un modelo bien establecido de enfermedad
neuroldgica infecciosa (Lackner et al 2006b, Martins et
al., 2010).

Los datos obtenidos a través de la aplicacion de
la bateria de ensayos del protocolo SHIRPA confirmaron
que los animales que sufrieron MCE desarrollaron un
amplio rango de deterioros funcionales y conductuales en
el curso progresivo de la enfermedad, si los comparamos
con animales controles sanos y animales infectados con
PbA sin dafio neurologico. Adicionalmente, para algunas
mediciones, se observaron diferencias en la conducta y
en la funcion entre animales sanos y aquellos infectados
pero sin MCE, dando la informacion de que hay algunos
parametros conductuales que se afectan sin relacion con el
dafio neurologico. Se aclara que estas afectaciones fueron
mas marcadas en los animales con dafio cerebral. (Lackner
et al 2006b, Martins et al., 2010).

El grupo de animales que post-mortem se demuestra
la enfermedad cerebral, se diferencia de los infectados
que no la presentaron en cuanto a: la temperatura es
extremadamente baja (<30 °C) 36 h antes de la muerte,
la irritabilidad disminuye; la funcion sensorial medida a
través de la respuesta de susto y la colocacion visual se
dafia; las funciones motoras y la coordinacion observadas
a través de la posicion del cuerpo y el tono, la elevacion
pélvica, el tono limbico y agarre de las patas, la maniobra
en alambre, geotaxis negativa y reflejo postural muestran
una afectacion significativa. La frecuencia respiratoria se
altera solamente en los animales con enfermedad cerebral
(Lackner et al., 2006b).

La hipotermia es una caracteristica comtn de las
enfermedades infecciosas murinas y se considera que
predice estado terminal en este modelo (Clemmer et al.,
2011; Bucher et al., 2011). La irritabilidad es un indicador
del estado de conciencia que se altera significativamente
y antes que otros parametros funcionales (Lackner et al.,
2006b). El dafio en la agudeza visual pudiera ser explicado
por cambios en la retina que fueron descritos anteriormente
(Birbeck et al., 2010). La menor respuesta de susto podria
reflejar déficit en las vias auditivas y somatosensoriales
similares a las que se han reportado en humanos afectados
por MC (Schmutzhard et al., 2010). Las afectaciones de la
frecuencia respiratoria se explican a partir de la presencia
de secuestro de parasitos en el pulmén (Van der Heyde et
al., 2000) y debido a afectaciones del centro de regulacion
de larespiracion que contribuyen a la dificultad respiratoria.
Esta observacion se corresponde con la localizacion de
alteraciones patologicas en el tallo enceflico (Lackner et
al., 2006b).

En resumen, las alteraciones tempranas en los
reflejos, el sistema sensorial y en el neurocomportamiento
se asocian con un fenotipo de enfermedad cerebral de los
animales infectados con PbA.

El anélisis histopatoldgico cuantitativo post-mortem
describe que el tamafio de la lesion hemorragica en ratones
con MCE es mayor en el rino encéfalo y tallo encefalico,
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al comparar otras regiones del cerebro. MCE no es una
encefalopatia difusa. La compresion debida al edema
puede ser la causa del predominio de hemorragias en
tallo encefalico, también los cambios en la hemodinamica
pueden ser causantes de la ruptura capilar. Investigaciones
anteriores indican la importancia de estimar la frecuencia
de focos hemorragicos ya que los ratones con sintomas
neurologicos mostraron una destruccion diseminada de los
pequeiios vasos, mientras los ratones resistentes mostraron
una inflamacion intensa, pero solamente hemorragias
focales. Se concluyé que la distribucion y tamafio de la
hemorragia influye en las manifestaciones clinicas en
estados terminales de la enfermedad (Lackner et al., 2006b),
lo cual ha sido implementado en estudios posteriores (Dai
etal., 2010 y Bucher et al., 2011).

Intervenciones quimoterapéuticas antimaldricas en el
modelo de infeccion con P. berghei ANKA

Las evaluaciones de las funciones cognitivas,
sensoriales-motoras y de la conducta que utilizan protocolos
bien establecidos como es el caso del SHIRPA son muy ttiles
para ayudar a establecer el estado clinico mas amplio de
los animales infectados. La presentacion de signos clinicos
bien reconocidos de MCE tales como la ataxia, la paralisis
limbica, las convulsiones, la hipotermia de moderada a
severa, la pérdida del reflejo postural y/o coma, han sido
propuestos como guias en la decision de aplicacion de
tratamientos en los protocolos experimentales, sin embargo
estos signos generalmente aparecen en estados muy tardios
de la enfermedad, en pleno desarrollo de la MCE.

Bienvenu et al. (2008) han definido cinco estados
de presentacion clinica a las cuales los ratones pueden
recibir tratamiento: sin sintomas (0), con signos de dafio no
especificos (1), con afectaciones motoras (2), con dificultad
respiratoria (3) y con coma (4). Al seleccionar administrar
la primera dosis de artesunato, de una combinacion
artesunato-eritropoyetina, en el dia 6 post-infeccion,
aproximadamente un 70% de los animales comenzaron el
esquema en estados 1 y 2 y sobrevivieron la mayoria al ser
tratados. Dosis repetidas de cloroquina a 20 mg/kg durante
10 dias se iniciaron cuando los animales cumplian tres
criterios: parasitemia mayor del 7%, actividad disminuida
y una pérdida de peso mayor o igual al 2 % de la inicial
y trajeron como resultado la no recrudescencia del
parasitismo y no se produjeron las muertes por enfermedad
severa, aunque persistieron algunas dificultades motoras
producto de la manifestacion previa de signos de MCE (Dai
et al, 2010). Waknine-Grinberg et al (2010) reportaron
que el artesunato que se administré durante 3 dias a partir
del dia 6 postinfeccion a dosis dobles diarias de 5 mg/kg
impidi6 significativamente el desarrollo de la MCE en la
mayoria de los animales tratados y la muerte se produce
por anemia una semana después que los controles sin MCE.
También demostraron que a dosis menores (2 x 2,5 mg/
kg) de artemisone no se produjo la MCE en los animales
tratados y se retraso la recrudescencia, mientras la cura se
observo a 2 x 5 mg/kg. El tratamiento de la infeccion desde
el dia 5, cuando la parasitemia es moderada y en ascenso,
pero los signos de MCE estan ausentes, permite evaluar
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la eficacia y rapidez en la eliminacion de parasitos por
el farmaco en estudio a diferentes dosis y cuales de éstas
previenen la recrudescencia.

Si el rescate se realiza posterior al dia 6 post-
infeccion, los animales se encuentran en condiciones
variables y debera estar acompafado de una evaluacion
clinica de cada uno de ellos a través de al menos seis
pruebas tomadas del protocolo SHIRPA (excitacion de
transferencia, actividad locomotora, elevacion de la cola,
maniobra en alambre, reflejo postural de contacto y postura),
de la medicion de la temperatura rectal y de la observacion
de los signos clinicos mencionados de MCE. El tratamiento
se aplica acorde la adecuada eficacia esquizonticida del
farmaco determinada previamente, ademas permite evaluar
las posibilidades de rescate en estados de pleno desarrollo
de laMCE. Mediante el uso de esta estrategia de evaluacion,
se demostrd que la administracion de artemeter a 25 mg/kg
y de artesunato a 32 mg/kg fueron efectivas en rescatar el
40% de los animales en fase avanzada de MCE (Clemmer
etal., 2011).

En general, los derivados de artemisinina, ademas
de su rapida accion antiparasitaria que ha sido comprobada
en ensayos clinicos para el tratamiento de la malaria
cerebral en humanos, han mostrado experimentalmente
actividad reductora sobre las respuestas inflamatorias
de células T CD4+ y CD8+ y actian sobre el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Waknine-
Grinberg et al., 2010). Sin embargo, en las pruebas clinicas
se ha evidenciado alrededor de atn un 8% de mortalidad
que no ha podido precisarse si se debe al subdiagnostico
de sepsis y neumonias en nifios parasitados y motiva a que
se mantenga el interés en el estudio de las causales y los
medios para neutralizarlas. Las potencialidades adicionales
de estos farmacos ofrecen una guia para la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas.

CONCLUSIONES

El modelo de infeccion de ratones susceptibles con
P berghei ANKA es una herramienta 1til para el estudio
de la fisiopatologia de la malaria cerebral en humanos.
Las causas y consecuencias del secuestro de células en
vasos sanguineos parecen ser muy similares en ambos
sindromes, aunque el tipo de célula que es secuestrada en
la MC humana o murina parece ser diferente. Se observo
activacion endotelial y disfuncion, aumento de la expresion
de moléculas de adhesion (eCAMs) en el cerebro y otros
lechos vasculares que los hacen receptivos a la adhesion
de leucocitos, las plaquetas o los eritrocitos infectados. Se
pueden mencionar ademas como caracteristicas similares:
las microhemorragias, el edema y otros indicadores de
vasculopatia severa. Las alteraciones tempranas en los
reflejos, el sistema sensorial y en el neurocomportamiento
se asocian con un fenotipo de enfermedad cerebral de los
animales infectados con PbA. Por ello, la caracterizacion
conductual precisa a través de protocolos experimentales
y la descripcion de los cambios histologicos, metabolicos
e inmunolégicos concomitantes pueden ser herramientas
utiles para investigar las dianas y la efectividad de futuras
intervenciones terapéuticas antimalaricas y de estrategias
neuroprotectoras adjuntas. Esto debera ir aparcjado a
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un aumento de la investigacion de casos humanos que
confirmen la eficacia del conocimiento adquirido a través
de la experimentacion con modelos animales.
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ABSTRACT

Models for cerebral malaria and their suitability for
drug research

Cerebral malaria is one of the most important
complications of Plasmodium falciparum infections.
Forty percent of the worldwide population is at risk of
being infected of malaria. These infections produced
approximately 243 millions of clinical cases and 863000
deaths in 2008, the majority of them are children under
5 years old from sub-Saharan Africa. Knowledge of
the pathophysiology of cerebral malaria is a big task.
At present, no model is capable to reproduce all aspects
of the human disease, but murine models have been
helpful tools. Among them, infection of susceptible hosts
with the strain ANKA of Plasmodium berghei is the most
widely used. Studies of experimental cerebral malaria
are based on more than 20 years of research. This work
reviewed the recent findings and selected the cardinal
elements that support the relevance and operative
performance of these models. In summary, it concludes
that the use of precise behavioural characterization and
description of concomitant histological, metabolic and
immunological changes of existing models can become
means for successful research on targets and efficacy of
future therapeutic interventions.

Keywords: Cerebral malaria. Plasmodium berghei. Disease
models. Physiopathology. Antimalarials. Drug therapy.
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