ADQUISICIONES RECIENTES Y PROBLEMAS EN LA
PARASITOLOGIA DEL PALUDISM(O

Por ¢l Prof. ENRIQUE EELTRAN,
académico de namero.

Aunque nuestros conocimientos fundamentales en relacion con la
parasitologia del paludismo, iniciados por Laveran en 1880 con el des-
cubtimiento del germen, se puede decir que estin aceptablemente estable-
cidos en sus lincamientos generales desde comienzos del presente si-
glo, han. quedado sin embargo numerosos problemas por resolver, v
otros que tiencn aspectos dudosos o controversiales, Como recientemente
se han hecho importantes contribuciones en algunos de estos aspectos, nos
ha parecido conveniente aprovechar la oportunidad ofrecida por‘ el pre-
sente simposio, para intentar una breve revista de aquellos campos de
la parasitologia del paludismo, cn los que quedan alin importantes pro-
blemas por aclarar, Obligados sin embargo a limitar la extension de este
trabajo, hemos seleccionado solamente cuatro aspectos, que consideramos
como los mas importantes, y a los que nos referimos a continnacidn,

RELACIONES DEL GENEROQ FLASMODIUM . —Desde hace
largo tiempo se ha aceptado Ja cxistencia de la familia Plasmediidae,
conteniendo un sblo género -—Plasmoditm-—, con mdliipies especies. A
la vez, se ha considerado que dentro del mismo suborden Haemosporidia,
del orden Haemosporidia, existe otra familia vecina —Haemoproteidae—,
que contiene dos géneros: Haemoproteus v Leucocytozoon. Esta coloca-
€ion sistematica habia side cast undmmemente aceptada, pero cn tiempos re-
cientes han surgido algunas objeciones a las refaciones reciprocas de los
mencionados géneros.

Las diferencias fundamentales empleadas para justificar Ia separacién
de ambas familias s¢ refieren al distinto tipo de células parasitadas en las

-
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diversas etapas del ciclo en el hudsped vertebrada, aceptando que la esqui-
zogonia, en fa familia Plasmodiidae, se lleva a cabo en los eritrocitos, mien-
tras que en la familia Haemoproteidae se realiza en otras células, especial-
mente de tipo endotelial. Sin embargo, al establecerse claramente después
de los trabajos de James y Tate (1937, 1938) la existencia de formas
exoeritrociticas en el género Plasmodium, Corradetti (1938) pensé que no
existia ya razén para separar ambas familias, proponiendo unirlas en una
sola que, por razones de prioridad, deberfa conservar el nombre Tlasmo-
didae.

Sin embargo, la mayorfa de los autores no han aceptado dicha pro-
posicién, considerando que, de todos modos, siguen existiendo diferencias
apreciables, pues aunque fos plasmodios pueden también llevar a cabo su
procesa esquizogdnico en células distintas a los critrocitos, también, sin ex-
cepeién, lo presentan cn éstos; mientras que los miembros de la famila
Haemoproteidae nunca muestran tal cosa. Por ofra parte, los huespedes
invertebrados de una y otra familias, aunque todos pertenecientes al orden
Dipiera, son sin embargo, bastante distintos entre si.

Huff (1938, 1942, 1945), por su parte, ha puesto en duda si Ja agru-
pacion de Hacwoproteus v Leucocytozoon en una familia, y la separacién
de Plasmodimn en otra estd realmente justificada, tanto basindose en al-
gunas senejanzas en €l ciclo esquizogonico de Plasmodium y Leucocyto-
zeon, como teniendo en cuenta la mayor cercania entre los insectos trans-
misores de estos dos tiltimos géneros, pertenecientes a la familia Simu-
lidae, que entre ellos y los transmisores de Haemoprotens, que se colocan
en la familia Hippoboscidae, Sin embargo, hace notar la posibilidad de
que los simalidos, contra lo que generalmente se acepta, y aunque tal
cosa no ha sido demostrada, pueden servir también de huéspedes al género
Haemoproteus.

Este punto de vista, recientemente resunudo por Fluff (1949), es
muy interesante, pues llama la atencién acerca de la importancia que, para
resolver los problemas de afinidad taxondémica entre los hemoparasitos
de los vertebrados, tiene considerar también las peculiaridades de su ciclo
en ¢l huésped invertebrado y las posibles relaciones sistemiticas de Jos
artrépodos que los albergan.

Por su parte, Pelaez, Pérez y Barrcra (1948) han sehalado la posi-
bilidad de que Plasmodium mexiconum, parisito en reptiles del género
Sceloporus, pueda ser transmitido por dcaros {Hiistiella sp.) lo que, de
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confirmarse, tendria interesantes repercusiones en el problema que nos
ocupa.

Este problema de la posiciéon y relaciones sistematicas del género
Plasmodium, del que ya nos hemos ocupado con mayor amplitud en otras
ocasiones (Beltrdn, 1943, 1944), es muy interesanie, y quizi en el futuro
puedan contribuir a aclarario los detalles que se deriven del estudio de las
formas exoeritrociticas, a que nos referiremos mas adelante.

DIVERSAS ESPECIES DEL GENERO PLASMODIUM.—Se
sabe en la actualidad que los miembros de este género parasitan en diver-

sos vertebrados, tanto mamiferos como aves y reptiles. El nimero de
especies reportadas en el género es relativamente grande, aunque en mu-
chos casos se requicre una revisién adecuada y completa para determinar
la validez de ciertas especies. ' '

En el hombre, se admite generalmente en la actualidad la existencia
de cuatro especies distintas, a las que cominmente se denomina Plasmo-
diten vivax, P. malariac, P. falciparum y P. ovale.

A este respecto, ¢s interesante recordar que Laverdn se incling fuer-
{emente n considerar a las tres primeras como pertenecientes a la misma
especie o, cuando més, formando distintas subespecies. Pero los estudios
posteriores, especialmente de la escuela italiana, apoyandose en datos
parasitoldgicos, epidemiolégicos y clinicos, vinieron a demostrar clara-
mente la separacién de las tres especies. Sin embargo, muchos afios des-
pués algunos autores (Gros, 1918; Grassi, 1920), basandose e¢n observa-
ciones realizadas durante la primera Guerra Mundial, o en datos derivados
de las campafias de saneamiento antipalidico, velvieron a postular la
posibilidad de que existiera en el hombre una sola especie de Plasmodium.
Tal cosa no fué gencralmente aceptada, y Mayne (1920) en un excelente
articulo, combatid los argumentos expucstos al respecto. Posteriormente,
con la introduccion de los métados de paludoterapia (Wagner-Jauregg,
1918-9) que tantas y tan valiosas adquisiciones han permitido en el
conocimiento del paludismo, pudo confirmarse, sin lugar a dudas, la in-
dividualidad de las especies, '

Cuando Stephens, en 1922, report6 el hallazgo de una nueva especie
humana, a la que denomind Plasmodium ovale, tal cosa fué recibida con
escepticismo, en gran parte justificado, tante por la rareza de Ia especie,
como por sus caracteristicas morfologicas y clinicas muy semejantes a
las de P. vivax. Gracias a nuevos hallazgos del parasito, y sobre todo a los
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datos obtenidos en inoculaciones paludoterdpicas por James y sus cola-
boradores en Horton (Inglaterra), la mayoria de los investigadores aca-
baron por reconocer la validez de la especie. Sin embargo, quedaron algu-
nos que la mantenian en duda, como por ejemplo, Giovanola (1935),
que pensaba que sus supuestas caracteristicas peculiares no eran otra cosa
que modificaciones de cepas de P. vivax, orlgmadas por larga permanen-
cia en el huesped.

Young y Eyles (1949) han encontrado también cn algunas cepas de
Plasmodium vivex pardsitos ocasionales que, por su morfologia y nimero
de merozoides, se asemejan fuertemente a P. ovale. Los autores no
piensan, sin embargo, que esas observaciones sirvan para invalidar a
F. gvale como buena especie; pero laman la atencién sobre la posibilidad
de que algunos supuestos hallazgos de este organismo, hayan podido ser
en realidad solo formas anormales de P. vivay.

Hemos querido mencionar las discusiones relacionadas con P. owvale,
no sdlo para afirmar nuestra opinién de que se trata efectivamente de una
nueva especie, sino también para sefialar lo reciente de su descubrintiento
¥, en consecuencia, la posibilidad de que en el futuro pueda llegar a en-
contrarse alguna especie mas. En efecto, a pesar de la amplitud de las
investigacioues rcalizadas en el terreno de la epidemiologia del paludismo,
que han motivado el examen de millones de muestras de sangre, sin en-
contrar ninguna nueva especie, la posibilidad teérica de que exista alguna
méis no puede descartarse ldgicamente y, em consecuencia, cuando un
paluddlogo encuentre en sus investigaciones algan pardsito quc le parezca
diferente en algo, por poco que sea, de las especies conocidas, valdra la
pena investigar a fondo ef asunto para identificarlo sin lugar a duda
dentro de alguna de ellas, o consignarlo como una nueva. No hay que ol-
vidar, sin embargo, las variaciones naturales que suelen encontrarse den-
tro de una especie, asi como la accidn que sobre la morfologia de los
plasmodios ejercen los distintos métodos de preparacién o las drogas
antipaltidicas, y las confusiones que tales cosas pueden originar en personas
sin la suficiente experiencia en la materia.

CITOLOGIA DI 1.OS PLASMODIOS.—La citologia de los plas-
modios, conocida aceptablemente en sus lineamientos generales, presenta
todavia una serie de puntos obscuros, que ameritan esclarecerse suficien-
temente. El principal obstaculo que se ha encontrado a este respecto, ade-
mds de la pequefiez del parasito en algunes de sus estadios, es el empleo
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casi exclusivo de frotis secos coloreados con las diversas variaciones del
roétodo de Romanowsky, que no siempre permiten una observacién fina,
v deforman bastante a los plasmodios.

Pawan (1931), Jirovec y Cerny (1932), Breindl y Jirovec (1932)
y Missiroli y Mosna (1934) han aplicado la reaccién muclear de Feulgen
a P. vivax, P. relictume y P. falciparum, encontrandola positiva en los seg-
mentantes, asi coma en los oocistos y esporozoides y, a veces, en los esqui-
zontes. Ungo-Mugdan (1938) estudié el mismo asunto en P, gallinaceun,
y obtuvo resuliados negativos en trofozoides, esquizontes y gametocitos, ¥
positivas en segmentantes y formas exoeritrociticas.

Chen (1944) cstudié con iécnicas delicadas, y aplicando también
el método de Feulgen, el nicleo de P. clongatum, cncontrando la reaccion
positiva en todas las etapas del ciclo asexual, inclusive en Jos trofozoides
jévenes; mientras que era negativa en la mayoria de los gametocitos.

Toff (1930) investigo cuidadosamente en la sangre las formas sexua-
les y asexuales de P. folciparum, ofreciendo algunas deseripeiones finas
y buenos’ dibujos, pero sin agregar nada fundamental a nuestros coneci-
mientos en la materia.

Boyd (1935) hizo un estudio comparativo de la morfologia de los
esporozoides de las tres especies humanas comunes del género Plasmodium,
jlustrindolo con esquemas en camara clara, El trabajo es interesante, por
que muestra la forma general de} esporozoide y el nucleo, pero carece to-
talmente de detalles estructurales de este Gitimo. .

Aragao (1934) estudié minuciosamente el desarrollo de los gameto-
citos de P, falciparum desde sus estadios juveniles hasia Ja produccién de
gametos, obteniendo interesantes resultados en lo que hace a la morfologia
general, pero sin suficientes detalles citolégicos, especialmente de la estruc-
tura nuclear, debide posiblemente al empleo exclusivo de frotis sccos.

MacDougall (1947), empleando cuidadosas téenicas en frotis hiime-
dos, ha mostrado interesantes detalles del gametocito masculino, tanto en
P. vivax como en P. falciparun. Entre las cosas més importantes puestas
de manifiesto esta Ja existencia de cromosomas individualizados y bien de-
finidos. Sin embargo, aunque los dibujos son sumamente claros, las foto-
micrografias no permiten percibir todos los detalles v, en consecuencia.
es dificil formarse una opinidn definitiva al respecto, sin la oportunidad
de examinar directamente las preparacioncs.

Como se ve por lo expuesto, la citologia de estos animales no ha sida
trabajada aun sino en forma por demds incompleta y fragmentaria. Toda-

i
.
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via quedan problemas que ameritan ser iratados mas a fondo, y cuya re-
solucién dependerd seguramente del perfeccionamiento de los métodos de
observacidn (empleo del microscopio de fase o del microscopio ¢lectronico,
st es que resulta conveniente) o bien del hallazgo de nuevos métodos de
fijacién, y sobre todo de coloracidn, mas precisos y eficientes, aplicables
a frotis hamedos.

CICLO VITAL.—FEn estc campo es donde se han logrado mayores
adelantos en los tltimos tiempos, v los que seguramente fendran mayor
repercusion en diversos aspectos del conocimiento bioldgico de los plas-
modios, y sus implicacionés clinicas, epidemioldgicas, terapéuticas, etc.

Después de que Schaudinn (1903) cexplicd detatladamente, y aun
ilustré con dibujos, la manera como los esporozoides penctraban a los
eritrocitos v se convertian en trofozoides en su interior, esta explicacion,
que parecia Iogica v ajustada a lo que de antemano podia preverse, fuc
casi unanimemente aceptada.

No faltaron sin embargo autores que, basindose en consideraciones
indirectas, asi como en ¢l hecho de que no habian logrado repetir la ob-
servacidn aparentemente sencilla del protozodlogo alemin, pensaron gue
las cosas, tal como habian sido descritas por éste, no cxplicaban sufi-
cientemente muchos de os hechos observados.

Poco a poco, fué pues creciendo la opinion de que los esporozoides
debian sufrir una evolucion previa en el seno de los tejidos, después de
ser inoculados por e] mosquito. Se penso también, y ecsto para explicar
algunos fenomenos clinicos y terapéuticos, que cuando los plasmodios des-
aparecian de la sangre por algun tiempo, para velver a aparecer en ella
durante una recaida, posiblemente se habian encontrado localizados en otras
células que no fueran eritrocitos.

Segiin Huff {1947), el primero ¢n haber visto formas exoeritrociti-
cas del género Plosmodium fué Anschitz (1909, 1910) {rabajando posi-
blemente con P. circisnfleawm; y posteriormente Ben-Harel (1923) las
encontrd también, trabajando probablemente con . elongetum, aunque
en aquel tiempo no se interpretd adecuadamente la significacion de esas
observaciones.

Fueron Hufi (1930}, Raffaele (1934} y Huff y Bloom (1935},
quicnes consiguieron interpretar correctamente esas formas en el ciclo
de P. clongotum, y el descubrimiento de abundantes formas cxoeritroci-
ticas, facilmente observadas en P. gollinaceuwm, hecho por James y Tate
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{1937, 1938}, quienes también introdujeron dicho términoe para desig-
narlas, despertd gran interds v dejo establecido, sin lugar a dudas, Ia
existencia de formas apigmentadas del género Plasmodium, que se des-
arrollaban y presentaban procesos esquizoginicos, en células distinlas a los
eritrocitos. :

Quedaba atn por demostrar el comportamiento dé los parasitos desde
el momento de ia inoculacién de los esporozoides por el mosquito, hasta el
momento de la aparicion de trofozoides en los gldbulos rojos; es decir,
la etapa que actualmente designamos como pre-eritrocitica. Trabajando
con P. gallinacewm, y cmpleando una técnica especial ¥ muy cuidadosa,
Huff y Coulston {1944) fueron capaces de seguir, en ¢l sitio de la inocu-
lacién, todos los cambios en ¢l ciclo vital del plasmodio, antes de llegar
a los eritrocitos. Posiblementc ya anies otros autores, especialmente Ki-
kath vy Mudrow (1939) trabajando con Plasmodium cathemerium, y
Reichenow y Mudrow (1943) empleando P. proccox, habian observado
algunas de estas formas aunque sin lograr completar la serie,

Gracias a las investigaciones de Huff v Coulsten (1944) acabadas
de mencionar, se pudo demostrar, sin lugar a duda, con todos sus detalles,
v a lo menos en una especie de plasmodio aviar (Plasmodium gallinaceum)
Ia existencia de un ciclo preeritrocitico, sospechado tanto tiempo, pero que
por dificultades técnicas no habia podido comprobarse.

Por su parte, Dubin, Laird y Drinnon (1949) han logrado observar
también la transformacion de los esporozoides de P. gollinaceum en cripto-
zoides, en cultivos de tejidos de pollos normales; cosa intentada anterior-
mente sin éxito por otros investigadores. :

Posteriormente, Huff y sus colaboradores han logrado demostrar
ciclos semejantes en otras cspecies de plasmodios de las aves, observando
que todos siguen una marcha semejante en sus lincamientos generales,
pero con interesantes variaciones de detalles en varios aspectos, como
por ejerplo en la preferencia que demmnestran los parasitos de distintas
especies por diversos tipos de células del huésped.

Los resultados obtenidos en los plasmodios aviarios, y las multi-
ples prucbas indirectas de que algo semejante debia ocurrir en el hombre,
hicieron que se multiplicaran las observaciones al respecto. Pero todavia
a fines de 1947, hablando ante el 11 Congreso Mexicano de Medicina,
Huff (1948) que tan familiarizado estaba con el problema, después de
considerar los reportes de supuestos hallazgos presentados por otros au-
tores, se mostraba escéptico de la validez de los mismos, aunque expre-
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saba su intima conviceidn, basada en evidencias indirectas, de que los di-
versos estadios exoeritrociticos debian existir en ¢l paludismo de los
nramiferos, y gue algan dia serian encontrados.

A comienzos de 1948, Shortt v Garpham (1948, 1948a.) y Shorit,
Garnham y Malamos (1948), reportaron ¢l hallazgo de forma preeritro-
citicas de P. cynomolgi en el higado de Macaca mulatta. Posteriormente
Shortt (1948) v Shortt, Garnham, Covell y Shute (1948) ofrecieron una
descripcién mas amplia de dicho deseubriniento, y reportaron un hallazgo
semejante en el caso de P. vivax. Poco después, Shortt y Garnham (1948b)
describieron en detalle, y en forma comparativa, sus hallazgos en ¢l mono
(P. cynomolgi) y en el hombre (P. vivax).

Coulston (1949) repitié en ios Estados Unidos los experimentos de
Shortt y sus colaboradores, encontrando especimenes preeritrociticos de
P. cynolmolgt no s6lo en el higado (tanto ¢n las células hepéticas como
en las de Kuppier) sino también en el bazo. ' o,

Al ntimero de especies de plasmodios aviarios, en las que ya sabia-
mos existian formas preeritrociticas, se han venido a agregar una especie
parisita del mono, y otra del hombre, cn la que se ha demostrade Io mismo.
Sin embargo, en el caso de los plasmodios de los mamiferos la serie no es
tan completa como en la investigada por Huff en P. gallinacewm y otros
pardsitos de las aves, pues en el caso de P. cynomolgi las observaciones
comienzan a ser positivas hasta ¢l 59 dia, a partir del cual se prolongan
hasta el establecimiento de la infeccion sanguinea, generalmente al 99 o
10° dias; y en el caso de P. vivax solo se conocen los estadios correspon-
dientes al 6° y 7¢ dias.

Resumiendo lo diche en esta breve revista, puede verse que en los
titimos lustros se han realizado trascendentales adquisiciones respecto a la
parasitologia del paludismo, pero que todavia nos quedan grandes proble-
mas éor resolver.

Asi, en ¢l caso de la taxonomia, serd menester multiplicar la biisqueda
de nuevas especies en los animales, y ain en el hombre mismo, antes de
establecer, con material suficiente y sobre bases satisfactorias, la validez
de las diversas especies y sus posibles relaciones reciprocas.

En lo que respecta a la citologia, practicamente todo lo que se re-
fiere a un conocimiento fino de la misma, cuya necesidad es evidente,
esti atin por realizarse,

Y en el terreno del ciclo vital, que es en el que se han realizado ma-
yores progresos, podemos ya derivar de lo que a la fecha sabemos, muchas
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conclusiones importantes en sus relaciones con la clinica, la terapéutica
v la epidemiologia. Pero aun quedan muchas lagunas por llenar, entre las
cuales estin las referentes a completar detalladamente el ciclo preeritro-
citico de P. vivax, y establecerlo en ¢l caso de P. malariae, P. folciparum
v P. ovale, en Jos que alin no ha sido demostrado.
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