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Resumen

El historial de exposicidn a patdgenos no relacionados es capaz de modificar la memoria
protectora patdgeno-especifica almacenada en linfocitos activados. En infecciones
consecutivas por Plasmodium y otros virus se reportd efectos positivos y negativos contra
la memoria inmunitaria establecida por una infeccién natural o vacunas. En infecciones
subsecuentes por virus de vaccinia, coriomeningitis linfocitica y hepatitis murina se
observa el desgaste de la memoria especifica contra Plasmodium berghei asociada con la
pérdida de linfocitos T CD8". Por otro lado, se observé que la infeccién previa o
coinfeccion con Plasmodium suprime patologias inducidas por virus Chikungunya,
reduciendo la inflamacidn de las articulaciones y viremia que produce.

Las regiones endémicas de malaria muestran una menor incidencia y mortalidad por
SARS-CoV-2. Se hipotetiza que poblaciones con historial de exposicion a malaria
tendrian inmunidad natural contra COVID-19. La diferenciacion, activacién y expresion
de co-inhibidores de linfocitos T se ha comparado entre monoinfecciones de SARS-CoV-
2 y Plasmodium falciparum. Sin embargo, ain no existe informacion sobre SARS-CoV-
2 en monoinfecciones o infecciones consecutivas por Plasmodium vivax, especie
dominante en Latinoamérica.

En el contexto local, Loreto es afectado por malaria y COVID-19; en esta region se
concentra la mas alta incidencia y prevalencia de infecciones por P. vivax y se registro
tasas de incidencia, mortalidad y letalidad por COVID-19 inferiores al contexto nacional.
En esta poblacion se evaluara el efecto de infecciones por P. vivax subsecuentes a una
infeccion por/o vacunacion contra SARS-CoV-2 y la secuencia inversa en la presencia de
subpoblaciones de linfocitos T de memoria. Esta exploracion de la inmunidad heteréloga
de P. vivax y SARS-CoV-2 expandira el conocimiento sobre la interaccion entre

infecciones parasiticas y virales respiratorias. En especifico se caracterizara, de existir, la



inmunomodulacion de la respuesta inmunitaria contra P. vivax en quienes padecieron una
infeccidn previa por/o se vacunaron contra SARS-CoV-2 y viceversa.

Palabras claves: inmunomodulacién, P. vivax, SARS-CoV-2, linfocito T, memoria



Abstract

The history of infections to unrelated pathogens can modify the protective
pathogen-specific memory stored in activated lymphocytes. In consecutive
infections by Plasmodium and other viruses positive and negative effects against
the immune memory established by natural infection or vaccines was reported. In
subsequent infections by vaccinia virus, lymphocytic choriomeningitis and
murine hepatitis an exhaustion of the Plasmodium berghei-specific memory was
associated with the loss of CD8" T lymphocytes. On the other hand, a previous
infection or coinfection with Plasmodium supresses pathologies induced by the
Chikungunya virus reducing joint inflammation and viremia produced.
Malaria-endemic regions report a lower incidence and mortality by SARS-CoV-
2. It is hypothesized that populations with a history of longstanding exposure to
malaria would have natural immunity against COVID-19. The differentiation,
activation, and expression of co-inhibitors of T lymphocytes has been compared
between mono infections of SARS-CoV-2 and Plasmodium falciparum.
Nonetheless, no information about SARS-CoV-2 and mono infections or
consecutive infections by Plasmodium vivax, dominant species in Latin America,
have yet to be published.

In the local context, Loreto is affected by malaria and COVID-19 and in this
region is where the highest incidence and prevalence of P. vivax infections is
registered and lower than national averages of incidence, mortality and lethality
by COVID-19 were registered. In this population the effect of P. vivax infections
after an infection by or vaccination against SARS-CoV-2 and the reverse
sequence on the presence of memory T lymphocyte subpopulations will be

evaluated. This exploration of the heterologous immunity between P. vivax and



SARS-CoV-2 will create new knowledge about the interaction between parasitic
and respiratory viral infections. Specifically, if it exists, the immunomodulation
of the immune response against P. vivax in whom have suffered a previous
infection by or have been vaccinated against SARS-CoV-2 and vice versa will be
characterized.

Keywords: immunomodulation, P. vivax, SARS-CoV-2, T lymphocyte, memory



ESTADO DEL ARTE

I.  Generalidades de las enfermedades

a. Caracteristicas de SARS-CoV-2 COVID-19 y Plasmodium vivax malaria

La COVID-19, enfermedad del coronavirus 2019, se propagé desde Wuhan, China hacia
el resto del mundo desde diciembre del 2019. La Organizacion Mundial de la Salud,
OMS, reporta en el mundo 418,650,474 casos y 5,856,224 fallecidos por COVID-19 hasta
el 18 de febrero del 2022 (1).
El agente etioldgico de la COVID-19 es el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 que
pertenece al género B-coronavirus de la familia Coronaviridae. El virus se relaciona a
otros coronavirus de origen zoondtico que causan el sindrome respiratorio agudo grave,
SARS-CoV-1y MERS-CoV (2).
La transmision viral de SARS-CoV-2 es por inhalacion de aerosoles por la cavidad oral
y nasal. En breve, el ciclo viral implica: 1) la adhesion al epitelio respiratorio mediante el
reconocimiento de la enzima convertidora de angiotensina 2, ACE2, por la glicoproteina
S; 2) la fusién de la membrana viral y celular dependiente de la proteasa transmembrana
de serina tipo 2, TMPRSS2, de la célula diana; 3) liberacion del genoma viral y rondas
ininterrumpidas de replicacion y transcripcion; y 4) ensamblaje y secrecion de nuevos
viriones (3).
El virus permanece en el tracto respiratorio superior 1-2 dias durante la fase asintomatica
y se desplaza durante la fase sintomatica hacia el tracto respiratorio inferior del dia 2-14.
Bennet et al. (2021) reportan que los sintomas mas comunes de la COVID-19 son fiebre,
tos seca, fatiga y pérdida de apetito; y que las comorbilidades mas comunes son
hipertension, enfermedades cardiovasculares, enfermedades endocrinas y diabetes (4). En
adicion, los resultados clinicos adversos mas comunes son el sindrome de distrés

respiratorio agudo, lesion cardiaca aguda y lesion renal aguda; 16.3% de los infectadnos



necesitan ser admitidos a cuidados intensivos y 11.7% requieren ventilacion mecéanica
4).

Por otro lado, la malaria es una enfermedad cronica cuya erradicacion ha estado presente
en la agenda de la OMS desde la asamblea en México 1955. En el reporte mundial de la
malaria del 2020 se registran 229 millones de casos y 409 mil fallecidos (5).

La malaria humana es causada por la infeccion de parasitos hematicos del género
Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi. La malaria es
endémica de regiones tropicales y subtropicales con P. falciparum distribuida en Africa
y P. vivax en América latina y el sudeste asiatico. La triada palldica alude a la
manifestacion clasica de la malaria: fiebre, escalofrios y sudoracién, que en la P. vivax
malaria no complicada es acompafiada por otros sintomas inespecificos como: cefalea,
mialgia, vomitos y fatiga. De no ser controlada progresa a malaria severa que se
caracteriza por la manifestacion de anemia, ictericia y distrés respiratorio (6).

El ciclo de vida heteroxeno de Plasmodium engloba la fase exo-eritrocitica y eritrocitica
en el hospedero vertebrado y la fase esporogénica en el mosquito vector. El esporozoito,
el estadio infeccioso que reside en las glandulas salivales de mosquitos Anopheles
hembra, es inoculado durante la hematofagia. El ciclo exo-eritrocitico comprende la
migracion del esporozoito, invasion de hepatocitos, maduracion de esquizontes y
liberacidn de merozoitos a la circulacion durante el dia 9 al 16 de la infeccion. En el ciclo
de vida de P. vivax y P. ovale existe un estadio latente de hipnozoito que persiste en el
higado y causa relapsos. El ciclo eritrocitico engloba la invasion de eritrocitos y la
maduracion de trofozoitos que mantengan la esquizogonia o la diferenciacion a
gametocitos en menor proporcion. En el caso de P. vivax existe un estricto tropismo por

reticulocitos. El ciclo esporogonico comprende la formacion del cigoto, la maduracion a



ooquineto y el desarrollo de ooquistes cuya ruptura libera esporozoitos que migran a la
glandula salival en el mosquito (6).
b. Relacion epidemioldgica global entre la incidencia y mortalidad por SARS-
CoV-2y Plasmodium

El primer brote epidémico por el virus SARS-CoV-2 se asocio con el mercado mayorista
de productos marinos de Wuhan en la provincia de Hubei, China. La diseminacion de la
COVID-19 se intensifico en los préximos meses hasta ser calificada como pandemia por
la OMS el 11 de marzo del 2020. Por otro lado, la malaria es endémica de regiones
tropicales y subtropicales de Africa subsahariana, Latinoamérica y el sudeste asiatico. En
India se reportd el primer caso de coinfeccion por SARS-CoV-2 asociada a un relapso de
P. vivax malaria en un varon de 55 afios (7).

En este panorama se observa una asociacion negativa entre la incidencia de malariay la
incidencia y mortalidad por COVID-19 comparando entre paises y regiones. Goswami et
al. (2021) reportan que el riesgo de contraer la COVID-19 es 2.122 y 11.069 veces mayor
en regiones libres de malaria en comparacion a regiones de baja a moderada transmision
y alta transmision respectivamente (8). En adicion, Napoli et al. reportan que el registro
histérico de las epidemias de SARS-CoV y MERS-CoV revela limitada o inexistente
diseminacion de estos desordenes en regiones endémicas de malaria. El registro del
primer trimestre de la pandemia de SARS-CoV-2 refleja patrones epidemioldgicos
similares de limitada transmision en regiones endémicas de malaria (9). En este sentido,
se ha reportado la correlacion negativa entre mortalidad por COVID-19 y prevalencia de

malaria en base a datos hasta mayo del 2021 (10).



c. Relacién epidemioldgica local entre la incidencia y mortalidad por SARS-
CoV-2y Plasmodium

En relacion con el contexto de la pandemia de COVID-19 en el Per( el Ministerio de
Salud reportd el primer caso el 6 de marzo del 2020, y a la fecha se han reportado
3,363,489 casos con 206,984 fallecidos hasta el 18 de febrero del 2022 (11). La amazonia
es un foco de malaria en el mundo. En el departamento de Loreto se concentraron el
84.69% de infecciones de malaria del Per( en el 2021. Cabe resaltar que en el Per( a
diferencia de la situacion global en dénde participan 5 especies de Plasmodium patdgenas
para humanos, el 81.29% de infecciones durante el 2021 se deben a P. vivax (12).
El panorama epidemioldgico local de COVID-19 y malaria de la region Loreto refleja
patrones reciprocos similares a las tendencias globales descritas. En comparacién al
panorama nacional la regién Loreto experimenta un menor impacto del COVID-19. Por
ejemplo, la tasa de incidencia por 100 mil habitantes en Loreto es de 4,391.57, por debajo
del nivel nacional de 6.749.81, y la tasa de mortalidad por 100 mil habitantes en Loreto
es de 406.04, a diferencia de 613.85 en el Perti (11). Cabe resaltar que la region Loreto se
mantuvo en los quintiles inferiores para el indicador de casos positivos por 100 mil
habitantes hasta octubre del 2021, a excepcion del periodo de marzo a mayo del 2020 y
febrero del 2021, que corresponden a la primera y la segunda ola de la pandemia de la
COVID-19 (11).
Il. Inmunidad adaptativa mediada por linfocitos T en COVID-19 y malaria
La linea de defensa adaptativa es estimulada por la infeccion primaria con el agente
patogeno o la administracion de vacunas, en contraste con la innata, que precede al evento
infeccioso. La inmunidad adaptativa se caracteriza por ser especifica y anamnésica. La

especificidad es producto de la capacidad de reconocimiento de antigenos y la capacidad



anamnésica deriva del mantenimiento y supervivencia de un repertorio de linfocitos de
memoria que evoquen respuestas efectivas frente a infecciones secundarias (13).
Los linfocitos T gobiernan la respuesta celular especializada en patdgenos intracelulares,
a diferencia de los linfocitos B y la produccion de anticuerpos que median la respuesta
humoral contra patdgenos extracelulares. Los linfocitos T son producidos en la médula
6sea, maduran en el timo y migran a oOrganos linfoides secundarios en donde la
presentacion de antigenos estimula la activacion de linfocitos T efectores o de memoria
(13).
a. Respuesta inmunitaria efectora mediada por linfocitos T
El acervo de linfocitos T efectores comprende las subpoblaciones de linfocitos T CD8"
citotoxicos (CTL) y T CD4" cooperadores (Th). Los CTL inducen la apoptosis de células
infectadas del hospedero y los Th estimulan la actividad de linfocitos B o el arsenal de
inmunidad innata (13).
I. Respuesta inmunitaria efectora mediada por linfocitos T en COVID-
19
La infeccion primaria por SARS-CoV-2 induce la respuesta de subpoblaciones de
linfocitos Th y CTL, siendo la respuesta de células Th mas prominente frente a la
respuesta de células CTL. Se reporta la deteccion de células Th y CTL SARS-CoV-2
especificas tan temprano como en el dia 2-4 y 1 después de la aparicion de sintomas,
respectivamente (14). Se ha reportado que la presencia de linfocitos Th y CTL SARS-
CoV-2 especificas se correlaciona con el nivel de expresion de la proteina viral (14).
McMahan et al. (2020) reportan en macacos Rhesus convalecientes que la proteccion
contra desafios con SARS-CoV-2 es derogada parcialmente en ausencia de linfocitos T

CD8"* (15).



En la revision de Sette et al. (2021) y Shrotri et al. (2021) se reporta que la presencia de
linfocitos T se asocia con la acelerada eliminacién viral, una menor severidad y la
resolucion exitosa de la COVID-19, y su ausencia, con la severidad y la fatalidad de la
COVID-19 (14,16). En caso de ausencia de control de la enfermedad viral se produce una
linfopenia periférica que es acompafiada del desgaste funcional de la poblacion remanente
caracterizada por el aumento transitorio de co-inhibidores: PD-1, LAG-3, TIM-3 (16,17).
La subpoblacién de linfocitos Th SARS-CoV-2 especificos presentan un perfil de
expresion caracteristico de las células Thl: produccion de interferon-y (INF-y), factor de
necrosis tumoral (TNF) e interleucina-2 (IL-2) (14). En adicidn, esta subpoblacion de
linfocitos Th SARS-CoV-2 especificos expresan la interleucina-22 (I1L-22), que se asocia
con la reparacion del tejido pulmonar durante la COVID-19 (14). En la fase aguda de la
infeccidon, la subpoblacion de células CTL especificas contra SARS-CoV-2 expresa
potentes moléculas citotdxicas: interferon-y (INF-y), granzima B, perforina y CD107a
(14).
ii.  Respuesta inmunitaria efectora mediada por linfocitos T en malaria

Del mismo modo, la infeccion primaria por Plasmodium induce la respuesta de células
Th y CTL, y produce la linfopenia periférica y el desgaste funcional de la poblacion
linfoide (17). En adicién, Bach et al. (2021) reportan que la respuesta linfoide discrimina
entre especies, que la infeccion por P. falciparum la activa en exceso en comparacién a
P. vivax, sugiriendo que este podria ser un factor que exacerba la mayor frecuencia de
malaria severa por P. falciparum (18). Antonelli et al. (2019) reporta que la infeccion por
P. vivax induce la respuesta mixta de linfocitos Thl, Th2 y Thl7 que participan en
controlar los estadios eritrociticos (6). En adicion, la respuesta CTL es capaz de reconocer
hepatocitos y reticulocitos infectados y mediar la eliminacion de esporozoitos y

merozoitos de P. vivax (6,19).
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b. Respuesta inmunitaria de memoria mediada por linfocitos T

Por otro lado, el acervo de linfocitos T de memoria sobrevive por periodos prolongados
posterior a la eliminacion del patégeno y permite un control eficiente de infecciones
secundarias (13). Esta poblacién de linfocitos T de memoria no es homogénea, los
subgrupos difieren en: 1. capacidad de circular y 2. funcionalidad; sin embargo, la
delimitacién de estos subgrupos aun es poco clara. Jameson (2020) ha descrito la
existencia de los supergrupos de memoria central (Tcm) y efectora (Tem) (20). Los
linfocitos Tcm circulan por tejidos linfaticos con una limitada capacidad efectora, pero
con elevada capacidad proliferativa; y los Tem circulan por tejidos no linfaticos y el
torrente sanguineo, y responden con agilidad frente a la estimulacion por el antigeno (21).
Estos supergrupos se subdividen segun sutiles cambios en su fenotipo y funcionalidad
como esta descrito en el anexo 1 en base a la revision de Jameson (2019, 2020) (20,21).

I. Respuesta inmunitaria de memoria media por linfocitos T en COVID-

19

En el contexto de la COVID-19, la experiencia de infecciones con SARS-CoV-1 y
MERS-CoV sugiere que la infeccion por SARS-CoV-2 induciria una efimera respuesta
humoral y una prolongada respuesta celular. Las infecciones por SARS-CoV-1y MERS-
CoV inducen poblaciones de linfocitos T de memoria que permanecen hasta 17 afios post
infeccion (22,23). En el caso de la infeccion por SARS-CoV-2, se ha reportado la
deteccion de linfocitos T de memoria que persisten hasta 12 meses después de la
resolucion de sintomas (24).

ii. Respuesta inmunitaria de memoria media por linfocitos T en malaria
Por otro lado, la inmunidad contra Plasmodium vivax confiere proteccion de corta
duracion que de persistir la exposicion a largo plazo produce proteccion parcial no

esterilizante; y dicha proteccion se desvanece en quienes emigran de regiones endémicas
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sugiriendo que la exposicion continua es imprescindible para la induccion y
mantenimiento de linfocitos efectores y de memoria (6). En el estudio de Reyes-Sandoval
et al. (2021) se reporta que los linfocitos Tem CD8" en el higado, sangre y bazo median
la proteccién contra el ciclo pre-eritrocitico de la malaria (25). Otra investigacion de
Fernandez-Ruiz et al. (2021) reporta que los linfocitos Tem CD8" en el higado protegen
contra desafios con esporozoitos (26). En relacién con la longevidad de la memoria
antimal&rica especifica de P. falciparum y/o P. vivax en humanos, Wipasa et al. (2011)
reportan que en un contexto de exposicion infrecuente la respuesta inflamatoria de la
memoria efectora es de menor duracién en comparacion a la respuesta antinflamatoria de
la memoria central (27).
I1l.  Inmunidad heteréloga
La inmunidad heter6loga se refiere a la inmunomodulacion de la respuesta inmunitaria
efectora o de memoria patdgeno especifica inducida por la infeccidn previa o coinfeccién
por un patégeno no relacionado. Este fendmeno puede devenir en una respuesta
inmunitaria fortalecida o debilitada y en la alteracion de las consecuencias
inmunopatoldgicas. La informacion descrita en esta seccion se concentra en estudios que
evalian poblaciones de linfocitos T en contextos de infecciones subsecuentes de
Plasmodium y otros agentes bacterianos o virales.

a. Desgaste de la memoria inmunolégica
El desgaste de la memoria inmunoldgica se refiere a la pérdida en nimero o funcionalidad
de subpoblaciones de linfocitos. Schmidt y Harty (2011) reportan el desgaste de linfocitos
T CD8" de memoria especificos del circumsporozoito de P. berghei y la reducida
proteccion contra esporozoitos de P. berghei en presencia de infecciones subsecuentes no
relacionadas: coriomeningitis linfocitica, vaccinia y hepatitis del raton. En adicion,

detectan la pérdida preferencial en el bazo e higado de la subpoblacion de linfocitos Tem
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CD62L" en comparacion a Tcm CD62L", sin embargo, se desconoce la consecuencia
funcional (28). Otra investigacion por Mooney et al. (2015) reporté la profunda pérdida
de la proteccion contra Salmonella typhimurium no tifoidea en presencia de la infeccién
por P. yoelii que se restaurd tras la resolucion de la malaria. La ausencia de proteccion se
correlacion6 con la reduccién de la capacidad efectora especifica contra Salmonella de
linfocitos T CD4" y CD8", y el incremento de la expresion del co-inhibidor PD-1 en
células T CD4" (29). En adicion, el estudio de Alamer et al. (2019) reporta que la
infeccion por P. chabaudi incrementa la permeabilidad intestinal y la translocacion
bacteriana que facilita la diseminacion sistémica de Salmonella. También, reportan la
pérdida de proteccion antimalarica reflejada por la disminucion de activacion de
linfocitos B y T en coinfecciones (30). Estos estudios evidencian el efecto negativo y
bidireccional en la respuesta efectora y memoria entre infecciones de malaria y otros
patdgenos virales y bacterianos no relacionados. Sin embargo, estos estudios produjeron
informacion en base al modelo animal del raton, la informacién sobre este tipo de efectos
en humanos es escasa.
b. Reactividad cruzada de la memoria inmunolégica

Teo et al. (2018) reportan el efecto protector de la coinfeccion o la infeccion previa por
P. yoelii o P. chabaudi en la patologia inducida por la infeccién del virus chikungunya.
Se reporta que infecciones de Plasmodium inducen la apoptosis de linfocitos T CD4" en
el nédulo linfatico y perturban la migracion del virus mediada por CXCR3 que evita la
infiltracion de la articulacion, en consecuencia, se reduce la inflamacion de la articulacion
(31).

En el contexto de malaria y COVID-19, Achan et al. (2022) reportan que la baja
exposicion previa a malaria se asocia con la severidad de COVID-19 y mayor

probabilidad de resultados no favorables, en presencia o ausencia de comorbilidades en
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una region de alta transmision (32). En ese sentido, Kalungi et al. (2021) sugieren que la
memoria inmune establecida contra merozoitos de P. falciparum podria ser protectora
contra la infeccién por SARS-CoV-2 y la severidad de la COVID-19. Esto es debido a
que SARS-CoV-2 y P. falciparum interactian con CD147 como ruta de invasion de
células del hospedero, en consecuencia, la infeccion previa por P. falciparum facilitaria
el reconocimiento y la fagocitosis temprana de células infectadas por SARS-CoV-2 (33).
PROBLEMA DE INVESTIGACION

En el contexto descrito las infecciones por SARS-CoV-2 y Plasmodium vivax producen
panoramas epidemioldgicos reciprocos. Existe una asociacion inversa entre la tasa de
incidencia y mortalidad de COVID-19 y malaria (8,9). En otras palabras, en regiones
endémicas de malaria el impacto de la COVID-19 es menor que en zonas no endémicas.
Esta relacion inversa es contraintuitiva debido a que la infraestructura de salud tiende a
ser mas precaria en estas regiones.

La relacién inversa entre la incidencia y mortalidad por COVID-19 y malaria en zonas
endémicas y no endémicas de malaria podria ser producto de disparidades demogréficas
o de diferente capacidad logistica de vigilancia o control de casos por escasez de recursos
de diagnéstico o debilidades del sistema de salud.

Sin embargo, la desproporcién de la incidencia y mortalidad de COVID-19 podria ser
explicada por la heterogeneidad de factores biolégicos entre las poblaciones de zonas
endémicas y zonas no endémicas. Es decir, que el efecto protector contra la COVID-19
podria ser producto del uso masivo de antipalidicos con efectos antivirales o del efecto
en la memoria inmune inducida por la repetida exposicion a la malaria (34).

El uso masivo de antipalidicos con efectos antivirales y beneficios terapéuticos o
profilacticos contra la COVID-19 podrian ser causa de la proteccion en poblaciones

endémicas. No obstante, la cloroquina y sus derivados carecen de efectividad en reducir
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la mortalidad o el riesgo de hospitalizacién por COVID-19 y existen favorables pero
escasos resultados in vitro del uso de la artemisinina y sus derivados contra la COVID-
19 (35,36).

Otra potencial explicacion de la proteccion exhibida por poblaciones en zonas endémicas
de malaria es que la infeccion previa por Plasmodium establece memoria inmunitaria que
prepara al organismo contra SARS-CoV-2. En modelos animales se detectd el efecto
nocivo o protector de infecciones consecutivas de P. chabaudi, P. berghei o P. yoelii
previa infeccion con patdgenos no relacionados y viceversa en la respuesta y memoria
inmunitaria inducida por la infeccion natural o la administracion de vacunas (28-30). En
el contexto de la malaria humana, Kalungi et al. (2021) sugieren que la infeccion previa
por P. falciparum protege contra la infeccion posterior por SARS-CoV-2 y la severidad
de COVID-19 (33). Sin embargo, hasta la fecha no se han publicado investigaciones que
evallen el mecanismo sugerido por Kalungi et al. (2021) u otro efecto en la respuesta
humoral o celular en el contexto de una infeccion con Plasmodium precedida con SARS-
CoV-2 o la secuencia inversa. En adicion, la informacion publicada de la inmunidad
heter6loga entre malaria en general y otras infecciones virales respiratorias es escasa. Se
desconoce de investigaciones publicadas que evallen la poblacion de linfocitos T de
memoria en individuos con una infeccion previa por SARS-CoV-2 o0 se vacunaron contra
COVID-19 y una infeccion posterior por P. vivax o la secuencia de patégenos inversa.
Este estudio se concentra en la memoria inmunoldgica, cualidad que le permite al
organismo evocar respuestas efectoras eficaces frente a infecciones secundarias. La
memoria es dependiente de la produccién y supervivencia de poblaciones de linfocitos B
y T de memoria patdégeno especifico. En base a la experiencia con los -coronavirus
SARS-CoV-1y MERS-CoV se espera que la infeccion por SARS-CoV-2 produzca una

duradera memoria de linfocitos T (22,23). Hasta la fecha, se ha reportado la presencia de
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linfocitos T de memoria especificos contra SARS-CoV-2 hasta 12 meses tras la
resolucion de sintomas (24). En contraste, la informacién sobre la memoria contra la
malaria es mas escasa, sin embargo, sugiere que es dependiente de la repetida exposicion
al parasito.

En el contexto local, en la region Loreto convergen las infecciones de malariay COVID-
19 y se ha ejecutado de forma gradual la vacunacién de esta poblacién. En adicién, el
patron epidemioldgico reciproco observado a escala global se observa a escala local
(11,12). La reciprocidad entre los patrones epidemiolégicos de malaria y COVID-19 en
la region Loreto podria ser explicada por la induccion de inmunocompetencia por
repetidas infecciones de malaria en contra infecciones virales no relacionadas de SARS-
COV-2. En adicion, se resalta que a diferencia del caso méas conocido de P. falciparum
de la region Africa, en la Amazonia peruana la especie dominante es P. vivax que consta
de escasa informacion inmunoldgica y ninguna que compare mono infecciones o
infecciones subsecuentes con SARS-CoV-2.

El objetivo de esta investigacion es fenotipificar y cuantificar subpoblaciones de
linfocitos T citotdxicos y colaboradores de memoria especificos de SARS-CoV-2 o P.
vivax en sangre periférica de poblaciones de interés en la region Loreto. Las poblaciones
de interés son: 1) individuos que reportan una infeccién previa por o se vacunaron contra
SARS-CoV-2 sin antecedentes de malaria; 2) individuos que reportan una infeccién
previa por P. vivax sin antecedentes de COVID-19; 3) individuos que reportan una
infeccion previa por/o se vacunaron contra SARS-CoV-2 que en adicion reportan una
infeccion por P. vivax reciente; 4) individuos que reportan una infeccion previa por P.
vivax que en adicion reportan una infeccion reciente por o se vacunaron contra SARS-
CoV-2; y por altimo, 5) individuos sanos sin antecedentes de infeccion previa o reciente

por SARS-CoV-2 o P. vivax. Esta investigacion producira nueva informacion sobre la
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inmunomodulacion de la respuesta inmunitaria contra P. vivax en casos de individuos que
han padecido una infeccion previa por/o se vacuno contra SARS-CoV-2 y la secuencia
inversa de patdgenos en relacion con las subpoblaciones de linfocitos T.
ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

La estrategia experimental comprende: 1) la deteccion pasiva de casos de las poblaciones
de interés; y 2) la fenotipificacion y cuantificacion de subpoblaciones de linfocitos T de
memoria patdgeno especificos. Este proyecto de investigacion se sometera para su
aprobacion al Comité Institucional de Etica en Investigacion de la UPCH.

En primer lugar, se detectaran casos de las poblaciones de interés: 1) infeccion previa de
SARS-CoV-2 o vacunados contra este virus; 2) infeccion previa por P. vivax; 3) infeccion
previa de SARS-CoV-2 o vacunados contra este virus e infeccion activa por P. vivax; 4)
infeccidn previa por P. vivax e infeccidn activa por o vacunados contra SARS-CoV-2
recientemente y 5) individuos sanos para ambos patdgenos. Se incluird en el estudio a
individuos que reporten una infeccion previa de haber sucedido esta hasta tres meses
antes. Se excluira del estudio a individuos que reporten una infeccién por otros patdgenos
con el objetivo de minimizar su efecto y cefiirse a la interaccion entre la respuesta
inmunitaria contra SARS-CoV-2 y P. vivax malaria. El grupo control negativo sera la
poblacion de individuos sanos tanto para malaria como COVID-19. Se realizara un
seguimiento mensual de seis meses de duracion a todas las poblaciones de interés. El
diagnostico de P. vivax malaria se realizara mediante COX-Tagman-PCR y de COVID-
19 mediante RT-gPCR. En aquellos sujetos que consientan a participar se aplicara una
encuesta que evalGe el cuadro clinico de malaria y COVID-19 y caracteristicas
sociodemograficas del sujeto.

En segundo lugar, se purificaran células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y

seran criopreservadas, transportadas y almacenadas para su analisis por ELISPOT y
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citometria de flujo multicolorimétrica en el Laboratorio de Malaria, LID UPCH, Lima.
Se fenotipicaran y cuantificaran subpoblaciones de linfocitos T tras su estimulacién con
un acervo de OLPs, overlapping peptide pools, segun su fenotipo efector citotdxico
(CD8") o colaborador (CD4"), fenotipo de memoria segln los marcadores descritos en el
anexo 1y especificidad contra P. vivax 0 SARS-CoV-2 (20,21,37,38). Se comparara la
frecuencia de linfocitos T entre subtipos de memoria y poblacion de interés mediante
ANOVA o Kruskal-Wallis dependiendo de la normalidad de la data. Esta informacion
sera correlacionada y comparada con la respuesta humoral especifica contra SARS-CoV-

2 0 P. vivax, estudio que se ejecuta en paralelo a esta investigacion.
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AnNexos

1.

Fenotipo de los subtipos celulares de linfocitos Th CD4"y CTL CD8* de memoria

circulantes. Tcm: memoria central; Tscw: memoria de células madre; Tem:

memoria efectora; Tpm: memoria periférica; Tiiec: células efectoras de larga vida;

Temra: memoria efectora terminalmente diferenciada (20,21).

Supergrupo Tewm Tem
Subtipo Tewm Tscwm Tem TLLEC TemrA
CCRY7 + + - - -
CD62L + + - - -
Fen
CxsCrl Bajo Bajo Intermedio  Alto Alto
otip
CD45RA - + +
0
CD45R0O + -
CD27 Alto Alto + -
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