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RESUMEN

Este estudio parte de la hipétesis de que individuos asintomaticos (Asin) infectados con
P. vivax (Pv) de la Amazonia peruana presentan diferentes caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas y una respuesta inmune adaptativa diferente a nivel de
anticuerpos, predictivas de inmunidad clinica en comparacion con individuos
sintomaticos (Sin). En total se enrolaron 29 individuos Asin y 49 individuos Sin con
infeccion por Pv, a partir de 11 estudios transversales realizados en 13 comunidades de
la Amazonia peruana y coleccion pasiva en 6 centros de salud de la ciudad de Iquitos
(2018-2021). Las caracteristicas de estos individuos fueron comparadas con 30
individuos controles sanos (no infectados), residentes de la ciudad Amazonica de
Iquitos. Se observaron niveles mayores de eosinofilos y menores niveles de
hemoglobina en individuos Asin. Los anticuerpos 1gG anti-PvMSP8 demostraron ser
un buen seromarcador para deteccion de infeccion reciente por Pv a nivel poblacional
en la Amazonia peruana. Se evaluo el rol funcional de anticuerpos inducidos por las
proteinas de merozoito de Pv (PvAMAL, PvRBP2b y PvMSP8). Los resultados
demostraron una alta proporcion de individuos Asin con altos niveles de anticuerpos
IgG3 anti-PvMSP8 y anti-PvAMAL, en comparacion a individuos Sin. Los individuos
infectados con Pv demostraron niveles mas altos de anticuerpos IgM, IgG, 1gG1, IgG3
y anticuerpos funcionales capaces de promover la activacion de la via clasica de
complemento y union a receptores Fcy para la mayoria de las proteinas evaluadas, en

comparacion con individuos controles.

Palabras claves: asintomatica, infeccion, P. vivax, anticuerpos, PvMSP8



ABSTRACT

This study is based on the hypothesis that asymptomatic individuals (Asym) infected
with P. vivax (Pv) from the Peruvian Amazon present different epidemiological and
clinical characteristics and a different adaptive immune response at the antibody level,
predictive of clinical immunity compared to individuals symptomatic (Sym). In total,
29 Asym individuals and 49 Sym individuals with Pv infection were enrolled, from 11
cross-sectional studies carried out in 13 communities in the Peruvian Amazon and
passive collection in 6 health centers in Iquitos city (2018-2021). The characteristics
of these individuals were compared with 30 healthy control individuals (not infected),
residents of the Amazonian city of Iquitos. Higher levels of eosinophils and lower
levels of haemoglobin were observed in Asym individuals. 1gG anti-PvMSP8
antibodies demonstrated to be a good seromarker for detecting recent Pv infection at
the population level in the Peruvian Amazon. Finally, the functional role of antibodies
induced by proteins representative of the merozoite stage of Pv (PvAMAL, PVvRBP2b
and PvMSP8) was evaluated in individuals with Pv infection. The results demonstrated
a high proportion of Asym individuals with high levels of anti-PvMSP8 and anti-
PVAMAL1 IgG3 antibodies, compared to Sym individuals. Sym and Asym individuals
demonstrated higher levels of IgM, IgG, 1gG1, 1gG3 and functional antibodies capable
of promoting the activation of the classical complement pathway and binding to Fcy

receptors for most of the proteins evaluated, compared to controls individuals.

Keywords: asymptomatic, infection, P. vivax, antibodies, PvMSP8



INTRODUCCION GENERAL

. INTRODUCCION

1.1. Malaria en el Pert y en el mundo

P. vivax (Pv) es el parasito predominante en las Américas y represento el 72% de
los casos de malaria en este continente para el afio 2022 (1). Es la segunda causa
mas frecuente de malaria en todo el mundo y la principal causa de malaria fuera de
Africa. La enfermedad clinica por malaria vivax puede ser debilitante e impone
importantes impactos econdémicos y de salud en las poblaciones afectadas. La
biologia Unica de Pv y el progreso limitado en el desarrollo de experimentos y
herramientas de investigacion, ha dificultado por décadas el desarrollo de nuevos
medicamentos y vacunas contra este parasito (2). Ademas, existen informes
crecientes sobre casos complicados, de gravedad clinica y letales de malaria vivax

que desafian la percepcion de la malaria vivax como benigna (3).

Para el 2023, en Peru, se reportaron 22,363 casos de malaria, el 85% debido a Pvy
el 15% debido a P. falciparum (Pf). ElI 98% de los casos de malaria estuvieron
concentrados en las regiones de Loreto y Amazonas (4). La transmision de la
malaria, en la Amazonia peruana, es perenne Yy caracterizada por incrementos
estacionales y epidémicos de casos clinicos detectados mediante Deteccion Pasiva
de Casos (DPC), en la mayoria de las zonas endémicas. Las personas mas afectadas
viven en zonas periurbanas empobrecidas y pueblos rurales escasamente
distribuidos a lo largo de las redes fluviales asociadas como afluentes del Rio

Amazonas (5,6). También se reportan casos esporadicos en la costa norte del



Pacifico, en la selva alta, central y en Madre de Dios, donde la intensidad de
transmision es baja, sumando el 2% del total de casos de malaria reportados en el
Peru hasta el afio pasado. Anopheles darlingi sigue siendo el vector de malaria mas

extendido en la Amazonia, incluyendo Peru (6).

1.2. Biologia de P. vivax

Como todos los parésitos del género Plasmodium, P. vivax se desarrolla a través de
un ciclo de vida complejo que involucra a dos huéspedes: el mosquito Anopheles
hembra y un huésped humano (Figura 1). Cuando el mosquito pica a una persona,
los esporozoitos que residen en las glandulas salivales se inyectan en la piel
humana. Los esporozoitos penetran en los vasos sanguineos dérmicos y son
transportados al higado a través de la circulacion sanguinea, donde infectan a los

hepatocitos (2).

En los hepatocitos, los parasitos se multiplican asexualmente (replicacion mitética)
y se diferencian durante un periodo de 7 a 9 dias en esquizontes hepaticos que al
madurar y romperse liberan miles de merozoitos al torrente sanguineo.
Alternativamente, P. vivax y P. ovale pueden formar estadios latentes (hipnozoitos)
en el higado, los cuales son estadios de larga duracién que pueden causar
infecciones recurrentes (recaidas) semanas, meses o incluso afios después de la
infeccion (2). Mdltiples estudios han demostrado que la mayoria de los episodios
de recaida son causados por una poblacion de parasitos distinta de la infeccion

primaria (7,8).

Cuando los esquizontes hepaticos se rompen, sus merozoitos se liberan en la

circulacién sanguinea periférica, donde invaden globulos rojos inmaduros,



denominados reticulocitos. Esto marca el comienzo del ciclo eritrocitario o del
estadio sanguineo durante el cual aparecen los sintomas de la malaria. El parasito
madura en un periodo de 48 horas desde un trofozoito inmaduro (conocido como
"etapa de anillo" segun su morfologia), hasta convertirse en un trofozoito y luego
se multiplica asexualmente para convertirse en un esquizonte. En comparacion con
Pf, los parasitos Pv adoptan una forma més ameboidea, aumentan la deformabilidad
y el tamafio de sus células huésped, y se visibilizan los granulos de Schiffner en
tincion con Giemsa. Estos ultimos estan asociados con complejos caveola-vesicula
especificos, cuya funcion ain se desconoce (9). La deformabilidad de los
reticulocitos infectados por Pv ayuda a evitar su eliminacion en el bazo (10). Por el
contrario, los glébulos rojos infectados por Pf se vuelven mas rigidos durante la
maduracion del parésito, pero son secuestrados a través de la citoadhesion (globulos
rojos infectados se adhieren a las células endoteliales de los vasos sanguineos) y la
formacion de rosetas (union de glébulos rojos infectados a glébulos rojos no
infectados) para evitar la eliminacion en el bazo. Pv también utiliza la formacién de
rosetas, pero rara vez se observa citoadhesion (11,12). Finalmente, los reticulocitos
infectados con esquizontes estallan y los merozoitos son liberados a la circulacion
sanguinea, donde invadiran nuevamente reticulocitos e iniciaran un nuevo ciclo
eritrocitario. Mientras que los parasitos Pf pueden infectar globulos rojos de todas
las edades, los parasitos de Pv invaden exclusivamente reticulocitos, prefiriendo a
los reticulocitos mas jovenes con alta expresion superficial de CD71 (transferrina)

(13).

En cada ciclo eritrocitario, una proporcion de parasitos esta preprogramada para

convertirse en los Ilamados esquizontes comprometidos sexualmente. Después de



la invasion, los merozoitos de esos esquizontes comprometidos sexualmente se
convierten en gametocitos (estadios asexuales). Aunque no se conoce el tiempo y
la ubicacion exactos de la maduracién de los gametocitos de Pv, se pueden observar
gametocitos maduros de Pv en el torrente sanguineo, después de 2 o 3 dias de la
aparicion de los estadios asexuales, en contraste, la maduracion de los gametocitos
de Pf tarda de 10 a 12 dias y ocurre en la médula ésea (14,15). Los gametocitos son
las Unicas etapas que pueden infectar a los mosquitos Anopheles después de una

ingesta de sangre y, por lo tanto, son esenciales para la transmision.

En el epitelio del intestino medio del mosquito, los gametocitos masculinos y
femeninos se desarrollan en micro y macrogametos y se fusionan para formar un
cigoto diploide. Este es el inico momento en que se produce la recombinacién
sexual, lo que permite el intercambio de material genético. Se genera diversidad
genética adicional si los gametos fusionados se originan de dos cepas diferentes
(ingeridos de 2 huéspedes infectados diferentes o de 1 huésped con una infeccion
policlonal). El cigoto se diferencia en un ooquineto mavil, que se mueve a través
del epitelio del intestino medio y luego se transforma en un oocisto inmdvil. La
replicacion esporogénica asexual da como resultado miles de esporozoitos
haploides infecciosos que migran a las glandulas salivales, listos para ser

transmitidos a un nuevo huésped humano durante la picadura de un mosquito

(16,17) (Figura 1).
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FIGURA 1. Ciclo de vida de Plasmodium vivax. Adaptado de (16).

1.3. Malaria asintomatica en la Amazonia:

En Perl y Brasil, independientemente de las caracteristicas geogréaficas y
sociodemogréaficas de las locaciones de estudio, se ha encontrado una alta
prevalencia (58.5% a 92.6%) de infecciones asintomaticas por P. vivax (17). Este
hallazgo desafia la creencia tradicional predominante hasta la década de 1990 que
las poblaciones expuestas en zonas hipoendémicas rara vez desarrollaban

inmunidad clinica (18).

Consistentemente se han encontrado que las infecciones asintomaticas en la
Amazonia son submicroscépicas o de muy baja parasitemia (mas del 50% de las

infecciones tienen < 10 parasitos/uL) y se distribuyen heterogéneamente en las



comunidades peruanas. Estas caracteristicas hacen que las infecciones
asintomaticas pasen desapercibidas durante las actividades de deteccion activa de
casos (DAC) realizadas por el Ministerio Salud del Perd (MINSA), las cuales usan

como herramienta principal de diagndstico a la microscopia (17,19).

Este tipo de infecciones y parasitemias estad determinada por muchos factores, que
incluyen edad, tiempo vivido en la comunidad y actividades ocupacionales que
requieren movilidad a través de areas endémicas (17,19). Resultados de la
aplicacion de estas variables en modelos de infeccion matematicos, han llevado a
investigadores a proponer que existen grupos de individuos con alta incidencia que
experimentan suficientes infecciones repetidas para desarrollar inmunidad clinica'y

constituir un reservorio parasitario asintomatico (20).

Aunqgue la mayoria de los portadores parcialmente inmunes albergan bajas cargas
de parésitos (submicroscopicas), un porcentaje pequefio (2.5%) pueden infectar
mosquitos (21,22). A la fecha la relacion entre la transmision de malaria en contexto
hipoendémicos con la de inmunidad adquirida y enfermedad permanece incierta

(23).

Aungue no existe una definicion estandar de Infeccion Asintomatica Plasmodial
(IAP), los individuos con IAP albergan el parasito y no desarrollan sintomas durante
un periodo de tiempo definido, el cual puede variar de acuerdo a contexto endémico
tipo de hospedero y aln es motivo de investigacion (24). La IAP puede atribuirse a
varios factores, incluidos diferencias entre los parasitos de Plasmodium spp. y
mecanismos protectores del huésped. La respuesta inmune en IAP a menudo se

describe como resistencia a la enfermedad, asociada a una reduccion en la carga



parasitaria y proteccion que reduce el dafio tisular e inmunopatologia relacionada
con infeccion palldica (25). Por el contrario, algunas personas pueden controlar la
manifestacion de la enfermedad a pesar de presentar una alta parasitemia; este
fendmeno se describe como tolerancia a la enfermedad (25). La inmunidad a la
malaria no necesariamente previene la infeccion; sin embargo, limita la densidad
del parasito y la aparicion de sintomas. Los individuos con AP pueden permanecer
infectados por largos periodos, pueden desarrollar enfermedad sintomatica si tienen
una respuesta inmune desregulada o pueden eliminar al parasito espontaneamente
luego de periodo de tiempo (26,27). Esta claro que IAP genera una respuesta
inmune subyacente, no obstante, las respuestas inmunes en los individuos

asintomaticos aln necesitan ser investigadas (28).

Las infecciones asintomaticas en malaria conllevan riesgos para la salud de la
persona infectada, incluyendo: anemia cronica, aumento de los riesgos de
mortalidad materna y neonatal, deterioro de la competencia inmunolégica que
resulta en coinfecciones con enfermedades bacterianas invasivas y deterioro
cognitivo (29,30). Los portadores asintomaticos también pueden causar malaria
importada y malaria por transfusion o trasplante de 6rganos (31). Por lo tanto, existe
una necesidad urgente de entender la respuesta inmune en individuos asintomaticos
con infeccion por Pv para su mejor control y/o eliminacion y elucidar el modelo
fisiopatoldgico de infecciones asintomaticas causadas por enfermedades

infecciosas.



1.4. Respuesta inmune a malaria vivax

Un ndmero pequefio de esporozoitos puede inducir una respuesta proinflamatoria
fuerte de interferon tipo I, que se cree que es impulsada por la deteccion del ARN
del parasito. La induccion de células gamma-delta contribuyen al desarrollo de la
respuesta inmune adaptativa a estos estadios. Por el contrario, los parasitos en etapa
sanguinea pueden inducir una fuerte respuesta proinflamatoria, que a la vez sera
contrarrestada por mecanismos reguladores. Los parasitos intactos son detectados
relativamente débilmente por células del sistema inmune innato, mientras que las,
moléculas aisladas del parasito (en particular ADN y ARN), pueden inducir
respuestas inmune innatas fuertes. Por lo tanto, la respuesta inmune innata a
Plasmodium representa una compensacion entre respuestas proinflamatorias fuertes
que pueden potenciar la inmunidad y procesos reguladores que protegen al huésped
de las tormentas de citoquinas que pueden inducir a una enfermedad potencialmente

mortal (32).

La inmunidad a Pv no es esterilizante y brinda proteccion a corto plazo, por tanto,
los individuos a menudo se vuelven a infectar. Los pacientes expuestos
repetidamente al parasito pueden desarrollar inmunidad, pero esta proteccion solo
es parcial, y puede perderse en areas de baja transmision. Los individuos que dejan
de vivir en entornos endémicos pierden rapidamente memoria inmunoldgica a nivel
de células T y B, lo que sugiere que la exposicion continua a los antigenos de
Plasmodium es necesaria para la induccion de memoria de células efectoras y su

mantenimiento (33).



La activacion de las células del sistema inmune innato y las respuestas
proinflamatorias son importantes para promover el desarrollo de la respuesta
inmune adquirida (34). La respuesta inmunidad adquirida, particularmente la
generacion de anticuerpos es critica para controlar la replicacion del parésito
durante la infeccion. La inmunidad adquirida naturalmente en individuos de &reas
endémicas se cree que estd mediada principalmente por anticuerpos especificos
para cada estadio sanguineo. Las respuestas proinflamatorias provocadas durante la
infeccion aguda de globulos rojos parasitados son pronunciadas, lo que conduce a
una fuerte activacion de las células como linfocitos T CD4+, T CD8+ y B. Existen
mecanismos reguladores que se activan en las primeras etapas de la infeccién y
pueden limitar la capacidad de las respuestas inmunitarias para controlar la carga

parasitaria (33).

Por lo tanto, la comprensién de los mecanismos que subyacen a la falla de la
respuesta inmunitaria del huésped para evitar que las personas previamente
expuestas se vuelvan a infectar con Pv puede proporcionar descubrimientos
importantes. Una proporcion significativa de estos individuos infectados por P.
vivax presentan parasitemias submicroscopicas y permanecen asintomaticos
durante periodos prolongados. Una hipotesis alternativa para explicar la malaria
asintomatica es que la inmunidad adquirida previene el crecimiento del parasito por
encima de un umbral inflamatorio. Comprender mejor los mecanismos principales
gue mantienen la parasitemia submicroscépica en individuos asintomaticos y por
qué, en algunos individuos, el sistema inmunologico no puede eliminar
completamente el parasito puede proporcionar pistas importantes sobre los

mecanismos de resistencia a la infeccién mediados por el sistema inmunolégico y



para el disefio una vacuna eficaz para malaria vivax (33). La Figura 2, representa
los Ultimos descubrimientos a la fecha sobre la respuesta inmune en infecciones por

P. vivax (23)
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FIGURA 2. Respuesta inmune contra la infeccion por Plasmodium vivax._Los
monocitos (Mon), los neutréfilos (Neu) y las células T CD8+ median la destruccion
de parésitos a través de la produccion de especies de oxigeno reactivo mitocondrial
(MRO), superoxido dismutasa (SOD) y granulos citotdxicos, respectivamente. La
destruccion de parésitos via monocito depende de los anticuerpos. Las citoquinas
producidas via respuesta inmune innata actdan sobre las células del sistema inmune
adaptativo, configurando las funciones efectoras de las células CD4+ T helper y
Treg. La carga de parasitos y las citoquinas se asocian con sintomas y desencadenan
la expresién de quimioquinas, receptores de quimioquinas y activacion de
moléculas inhibitorias. La produccion de IFN-gamma probablemente se ve afectada
por este entorno. IL-21 tambiéen es inducida por la infeccion por Pv, lo que lleva a
la expansidn de células T foliculares Helper (Tfh) y esta asociada con la produccion
de anticuerpos por las células plasmaticas (Plasm cell). EI nimero de episodios de
malaria se asocia con mayores frecuencias de células Tfh y células B clasicas de
memoria (B cell), probablemente mediando la proteccion. Adaptado de (23).

1.5. Seromarcadores para deteccion de infecciones por P. vivax

La tasa de reduccion de la prevalencia de P. falciparum (Pf) se ha estancado desde
2014 y desde 2012 para Pv (35). En areas donde Pf y Pv son co-endémicos, hay
evidencia de que la proporcién de casos de Pv aumenta a medida que disminuye el
namero total de infecciones por malaria falciparum (36,37). Esto pone de relieve

qgue se requieren enfoques novedosos para disminuir el nimero de casos de
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infecciones por Pv, especialmente en contexto co-endémicos. Las herramientas
seroldgicas pueden ofrecer informacion adicional sobre la intensidad de la
transmision complementando la informacion obtenida por metodologias
entomologicas y de deteccion parasitoldgica (microscopia, métodos de deteccion
molecular y pruebas de diagndstico rapido (PDR)), especialmente a medida que

disminuyen los niveles de transmision o se enfrenta a malaria residual (38).

P. falciparum expresa mas de 5000 genes que codifican proteinas. El transcriptoma
y proteoma de Pv estd menos definido debido a la dificultad de cultivar Pv in vitro
por periodos prolongados, pero se espera que tenga un namero similar de proteinas
expresadas a lo largo de su ciclo de vida. Muchas de las proteinas expresadas en el
ciclo de vida de Pv son capaces de generar respuestas de anticuerpos adquiridas
naturalmente (seromarcadores) que pueden ser detectados en el huésped durante
meses o incluso afios después de que las infecciones parasitarias se han eliminado
de la sangre, lo que permite capturar el historial de exposicion a infeccion por Pv

del individuo (38).

Dependiendo de la longevidad de la respuesta de anticuerpos a proteinas especificas
(los marcadores serologicos (MES) o seromarcadores), pueden usarse para detectar
exposicion reciente a infecciones y, reflejar cambios a largo plazo en la intensidad
de la transmision. Los anticuerpos de vida corta pueden reflejar exposicion reciente
a infecciones, mientras que los anticuerpos de larga duracion probablemente
reflejen cambios de transmision a largo plazo o exposicion de por vida (Figura 3)

(38,39).
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FIGURA 3: Aplicaciones de metodologias de detecciébn de parésitos
(microscopia, PDR y PCR) y deteccion de anticuerpos (MES) en infeccion por
P. vivax. La microscopia, PDR y PCR solo capturan parésitos de Pv en estadios
sanguineo en el momento de la toma de muestra de individuos infectados y no
pueden detectar hipnozoitos. Los estudios seroldgicos que usan MES,
cuidadosamente disefiados, pueden detectar anticuerpos adquiridos después de
infecciones por Pv, que pueden reflejar exposicién a infecciones pasadas y actuales.
Los anticuerpos generados debido a una infeccion pueden permanecer en el plasma
después de que los parasitos se eliminan de la sangre por tratamiento antimalarico.
Las personas que estaban previamente infectadas, pero que no recibieron
tratamiento, tienen mas probabilidades de tener hipnozoitos y sufrir recaidas. Al
identificar a estos individuos, se les puede administrar tratamiento (seroTAT), y de
esta forma eliminar la transmision. Adaptado de (38).

Por tanto, los estudios seroldgicos son importantes para: a) comprender sobre la
longevidad de anticuerpos después de una infeccion y b) medir anticuerpos contra
mas de un antigeno para informar con precision sobre la exposicion y/o el estado

inmunitario de las poblaciones (38).

La mayoria de los estudios serolégicos en malaria han evaluado los anticuerpos
contra los antigenos del estadio sanguineo del parasito, ya que este estadio es
facilmente reconocible por el sistema inmunoldgico humano. Las familias de
proteinas importantes del estadio sanguineo de Pv incluyen a la proteina de unién a
Duffy (DBP), las proteinas de union a reticulocitos de Pv (RBP), las proteinas de
unién a eritrocitos (EBP), las proteinas de superficie del merozoito (MSP),
antigenos ricos en triptofano (TRAgS) y proteinas variantes intercaladas repetidas

(VIR). Todas estas proteinas se expresan en los merozoitos y juegan roles en la
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invasion a los glébulos rojos y reticulocitos (revisado (40)). Otra proteina de gran
interés es el antigeno de la membrana apical 1 (AMAL), expresada en los organulos
apicales de estadios sanguineo-asexuales y conservada en todas las especies de
Plasmodium. PvAMAL es una proteina clave en el proceso de invasion del

merozoito de Pv a los glébulos rojos (38,41) .

1.6. Proteinas candidatas a vacunas para P. vivax

La patologia de las infecciones por Pv depende en gran medida de la capacidad del
parésito para reconocer e invadir los eritrocitos/reticulocitos, un proceso complejo
que depende de una serie de interacciones ligando-receptor altamente especificas y
en secuencia entre las proteinas de los merozoitos y las proteinas de la superficie de
la célula huésped. Hasta ahora, las vacunas para el estadio sanguineo se han
centrado en inducir anticuerpos ampliamente neutralizantes contra ligandos de
invasion del parésito ybloquear las interacciones con los receptores de la célula
huésped, previniendo asi la invasion, su crecimiento y la enfermedad clinica.
Ademaés de esto, una vacuna de estadio sanguineo tiene el potencial de reducir la

gametocitemia en el huésped e indirectamente reducir la transmision (42).

A la fecha, los principales candidatos a vacunas también son estudiados como
seromarcadores de exposicion a infeccién por Pv, entre ellos: la proteina de unién
a Duffy Il (PvDBP-II), que interactia con el receptor de membrara de glébulos
rojos Duffy o DARC,; el antigeno de membrana apical-1 (PvAMAL); la proteina de
unién a reticulocito 2b (PvRBP2b) que interactta con el receptor de transferrina 1
o0 CD78 (TfR1), mas abundante en la membrana de reticulocitos; y las principales

proteinas de superficie de merozoito (MSP), que incluyen MSP-1, MSP-3, y MSP-
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9 (Figura 4). De estos antigenos, MSP-1 y DBP han recibido la mayor atencién,
pero solo DBP ha avanzado a ensayos clinicos de Fase la (revisado en (43)). En la
seccion 1.7.4.6. Inhibicidn del proceso de invasion del merozoito via anticuerpos en

P. vivax se discutira en més detalle estas proteinas.

Candidatos a vacuna de estadios sanguineos de P. vivax

Merozoito de P. vivax

| MAELB | GAMA
EBP-2 I trag-3s
"pep I %LU Rag)
Y rep-2aY Migp.op
% -~ & -

Antigenos de superficie

. Antigenos de la micronema

. Antigenos de rofria

FIGURA 4: Proteinas candidatas a vacuna de estadios sanguineos de P. vivax.
Los principales candidatos son PvDBP-II (que interactia con el receptor
DARC/Duffy), PvRBP-2b (interactian con el receptor TfR1/CD78), PvAMA-1y
la familia PvMSP, intervienen en el proceso de invasion. Otros se han descrito
recientemente, como GAMA, PvTRAg (TRAg-38 interactla con el receptor Banda
3 y Basigina/CD147), MAELB, ETRAMP, RON2 y EBP-2. Proteinas que se
expresan en la superficie (amarillo), micronemas (rojo) o rotfrias (verde) del
parasito. Los anticuerpos contra estas proteinas (representadas con “forma de Y” en
la figura) podrian inhibir la interaccion con los receptores de los
reticulocitos/eritrocitos, reduciendo la parasitemia y previniendo los sintomas de la
enfermedad. Adaptado de (43)

1.7. Estudios de anticuerpos en individuos infectados con P. vivax:

1.7.1. Inmunoglobulina M (IgM)

El rol de los anticuerpos IgM frente a infeccion por malaria ha sido menos estudiado

que el rol de IgG o subclases 1gG y se sabe mucho menos sobre la dindmica de
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adquisicion, duracion en el tiempo y la funcion protectora de los mismos frente a
esta enfermedad. La opinidn general de la respuesta de anticuerpos IgM es que esta
se induce temprano tras una infeccion (en menos de 15 dias), los niveles de
anticuerpos IgM decaen rapidamente y luego son "reemplazados” por anticuerpos
tipo 1gG. Este modelo se han observado en el desarrollo de la respuesta inmune
adaptativa de humanos a infecciones por Dengue (44), Virus del Oeste del Nilo
(45), y VIH (46), entre otros. Sin embargo, esta dindmica difiere en infecciones

naturales de Pf (47)

Recientemente Boyle et al., evaluaron la adquisicién, mantenimiento y duracion
post-infeccion de anticuerpos IgM especificos a proteinas del estadio de merozoito
de Pf. La respuesta IgM fue evaluada en participantes de estudios cohorte, incluidos
adultos y nifios, de diferentes areas endémicas y en participantes de ensayos clinicos
en fase experimental para evaluacion de candidatos a vacuna de estadios sanguineos
de Pf. Los resultados del estudio evidenciaron gque la respuesta de anticuerpos IgM
especifica a proteinas del merozoito de Pf es rapidamente inducida después de una
infeccion primaria por Pf en adultos sin antecedentes de malaria, y que esta
respuesta es capaz de ser mantenida durante el proceso de infeccidn en nifios y
adultos con historial de infecciones previas de areas endémicas de Malasia y Papua
Nueva Guinea (PNG). Ademas, la respuesta IgM puede mantenerse en ausencia de
reinfeccién, aumentar con la edad, y estuvo asociada a proteccion contra la
enfermedad en una cohorte longitudinal de nifios expuestos a infecciones naturales
(47). También se demostro que los anticuerpos IgM pueden inhibir la invasion de
merozoitos de Pf a los globulos rojos via fijacion y activacion de proteinas del

sistema de complemento (47). A la fecha, son pocos los estudios de respuesta IgM
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en infecciones por Pv, sin embargo demuestran que dependiendo del antigeno las
respuestas IgM en infecciones por Pv son comparables a las de anticuerpos IgG y
que los anticuerpos IgM pueden ser mantenidos en el tiempo tras una infeccion (48—

52).

1.7.2. Inmunoglobulina G (IgG)

Se considera que estos anticuerpos proporcionan lo que se conoce como “inmunidad
naturalmente adquirida” a malaria. Este argumento se basa en un estudio realizado
en 1961 que demostro que la transferencia de sueros de adultos inmunes a infeccion
por Pf a nifios, los protegia de enfermedad clinica (53,54). Numerosos estudios
inmuno-epidemioldgicos demuestran que niveles altos de anticuerpos IgG contra
antigenos especificos de parasitos de estadios pre-eritrociticos y sanguineos
correlacionan con proteccién a la enfermedad (55,56). La inmunidad clinica puede
depender de la adquisicion acumulativa de un repertorio de anticuerpos contra una
amplia gama de antigenos del parésito o el desarrollo de respuestas cruzadas de

anticuerpos (41).

Una revision sistematica y de metaanalisis, realizada en el afio 2014, sobre
seromarcadores de Pv relacionados a exposicion e inmunidad, que abarco 18
estudios (principalmente transversales), reportd que las respuestas de IgG a los
antigenos PvCSP, PvMSP-1, PvMSP-9 y PVAMAL estuvieron asociados a
infeccion por Pv en diferentes poblaciones a nivel mundial, siendo considerados
como seromarcadores de exposicion infeccién por Pv. Solo los antigenos PvMSP-
1, PvMSP-3 y PvMSP-9 demostraron asociacion con proteccion contra la malaria

por Pv (55). Otra revision sistematica, publicada en el 2017, sobre estudios sero-
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epidemiolo6gicos de malaria en Brasil, también reportd asociacion entre anticuerpos
IgG contra el antigeno PvCSP y exposicion a malaria vivax en esta poblacion.
Ademas, cinco de trece estudios transversales evidenciaron una asociacion positiva

entre anticuerpos IgG contra PvMSP-119 y exposicion a la malaria (56).

La disponibilidad de la secuencia del genoma y el transcriptoma de Pv ha mejorado
la comprension de la biologia de este parasito, facilitando la identificacion de
muchas proteinas que son homodlogas a antigenos de Pf. Recientemente la
comunidad cientifica ha reunido esfuerzos para la caracterizacion integral y
sistematica de la respuesta de anticuerpos IgG, en individuos con historial de
exposicion a malaria por Pv, haciendo uso de plataformas serologicas de alto

rendimiento (Luminex®) o matrices de proteinas (57).

Varios estudios demuestran que las respuestas de anticuerpos IgG contra las
proteinas del merozoito de Pv son biomarcadores (seromarcadores) sensibles para
medir el nivel de exposicion a esta infeccion a nivel poblacional y cuya versatilidad
de aplicacion depende del contexto endémico, edad e historial de exposicion de los
individuos evaluados entre otros factores propios del huésped (57-66). A la fecha
se promueven las siguientes aplicaciones para el uso de seromarcadores: 1)
identificacion de puntos geograficos criticos de transmision, 2) estimacion de
niveles de transmision, 3) monitoreo de los cambios de transmision de malaria a lo
largo del tiempo, 4) medicion del impacto de las intervenciones de control de
transmision, 5) confirmacion de eliminacion y reaparicion de la enfermedad, 6)
identificacion y tratamiento de individuos que potencialmente portan hipnozoitos

de Pv (seroTAT) o 7) como biomarcadores de infecciones asintomaticas (39).
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1.7.3. Subclases de IgG:

Las subclases 1gG determinan la funcion de los anticuerpos. Se ha demostrado que,
en humanos, las subclases 1gG1 e IgG3 citofilicas son mediadores importantes de
la eliminacién de patdgenos a través de fagocitosis o lisis mediada por fijacion del
complemento o de su union a receptores de la cadena constante de anticuerpos
(FcR) en células del sistema inmune (67). Numerosos estudios han informado que
los perfiles de subclases de 1gG dependen del antigeno evaluado (67). Para algunos
antigenos de Pf, como MSP-119 y MSP-2, se ha observado una predominancia de
subclases IgG1 en nifios y luego un cambio y aumento de la respuesta de IgG3 en
individuos adultos, asociandose esta subclase a la adquisicion natural de inmunidad
clinica contra malaria. Queda por confirmar si este cambio se debe a un historial de
mayor exposicién y / o la maduracién del sistema inmune. La investigacion de las
subclases de IgG contra antigenos de Pv, puede ayudar a comprender mejor la
importancia del desarrollo de la inmunidad y/o proteccién contra esta infeccion
(63). La Tabla 1 resume las diferentes funciones de anticuerpos propuestos en
malaria. La Figura 5 ilustra los diferentes mecanismos propuestos mediados por

anticuerpos en la inmunidad a estadios sanguineos de Pf.
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TABLA 1. Funciones de anticuerpos en Malaria. Adaptado de (68)

Los antigenos expresados en los parasitos o las células infectadas son reconocidos por
diferentes isotipos de inmunoglobulinas y diferentes subclases de anticuerpos de
inmunoglobulina G (IgG). Esto puede conducir a una serie de diferentes mecanismos
efectores. Por ejemplo, 1gG1 e IgG3 media la fagocitosis opsonica mediante la unién de
sus cadenas pesadas (Fc) a los receptores de membrana de fagocitos FcyRlI; e 1gG1, 1gG3
e IgM son importantes para la fijacion del complemento.

Anticuerpos funcionales contra merozoitos

Inhiben la invasion de merozoitos a los eritrocitos

Detienen el crecimiento de merozoitos en los eritrocitos
Opsonizan merozoitos para fagocitosis.

Interacttan con factores del complemento para inhibir la invasion.
Promueven el estallido respiratorio de neutrofilos

Anticuerpos funcionales dirigidos a los eritrocitos infectados (EIs)

Bloquear Els para que no se una a los receptores del huésped
Opsonizar IEs para fagocitosis

Fijar factores del complemento que promueven la fagocitosis.
Prevenir la ruptura de esquizontes

Inhibir la formacidn de rosetas

Anticuerpos funcionales dirigidos a los esporozoitos

e Reducen el recorrido del esporozoito en la dermis
e Reducen la invasion de hepatocitos
e Opsonizan los esporozoitos para promover la fagocitosis

Anticuerpos funcionales dirigidos a gametocitos

e Reduce la infectividad una vez que los mosquitos lo ingieren
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FIGURA 5: Representacion esquematica de mecanismos propuestos mediados
por anticuerpos en la inmunidad a estadios sanguineos de P. falciparum. Los
anticuerpos dirigidos contra los merozoitos pueden prevenir la invasion a los
eritrocitos, mediante a fijacion del complemento pueden lisar merozoitos; los
anticuerpos pueden opsonizar merozoitos para su consumo por células fagociticas;
y estimular monocitos y macréfagos para la liberacion de moléculas que lisan
eritrocitos infectados con parésitos. Los anticuerpos contra eritrocitos infectados
pueden bloquear su citoadherencia, interrumpir las rosetas que eritrocitos
infectados forman con células no infectadas, y opsonizarlas para consumo de
células fagociticas. Los anticuerpos también disminuyen el crecimiento de los
parasitos dentro de los eritrocitos, y previenen la ruptura de esquizontes.
Abreviatura: TNF, factor de necrosis tumoral. Adaptado de (68).

1.7.4. Ensayos funcionales de anticuerpos en malaria

Los anticuerpos contra los parasitos de estadios sanguineos inhiben la invasion de
merozoitos a sus células huésped o la salida de merozoitos de los esquizontes, y la
posterior replicacion del parasito en la sangre. Los ensayos de inhibicion del

crecimiento (GIA) miden la capacidad de los sueros inmunes o anticuerpos
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purificados (IgG) de inhibir el ingreso de merozoitos a su célula huésped y por tanto
la replicacion del parésito in vitro o ex vivo, sin embargo, a la fecha, estos ensayos
se realizan en ausencia de células inmunitarias o de las proteinas del sistema del
complemento. Los ensayos GIA son actualmente la referencia més utilizada para
medir la actividad inhibidora de anticuerpos contra estadios sanguineos de los
parésitos, sin embargo, no se ha encontrado del todo correlacion entre los resultados
de GIA y andlisis de eficacia de la vacuna RTS, S. Ademaés, algunos candidatos a
vacunas del estadio de merozoito no inducen anticuerpos activos en GIA sin
embargo, muestran cierta eficacia protectora en ensayos clinicos o estudios

serolégicos (67)

Cuantificar las funciones y otras propiedades de los anticuerpos es crucial para
evaluar las respuestas a las vacunas y para el disefio y desarrollo de nuevas vacunas.
A la fecha en malaria se ha observado que los anticuerpos pueden funcionar
uniéndose a los antigenos diana y bloqueando las interacciones ligando-receptor del
parasito con su célula huésped, e inhibiendo o neutralizando el proceso de invasion.
Adicionalmente, a traves del fragmento cristalizable (Fc), anticuerpos unidos a
antigenos diana i) puede unirse a los componentes del complemento sérico y activar
el sistema del complemento, lo que lleva a la lisis del parasito o célula parasitada,
su fagocitosis o una actividad neutralizadora mejorada, y ii) unirse a receptores Fcy
expresados por células inmunitarias, para mediar funciones efectoras que incluyen
la fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) e
inhibicidn celular dependiente de anticuerpos (ADCI). A continuacion, se describen
brevemente los resultados principales obtenidos en estudios de evaluacion

funcional de anticuerpos en Pf (67).
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1.7.4.1. Activacion del Sistema del Complemento via anticuerpos en malaria:

Los anticuerpos dirigidos a los merozoitos de Pf pueden activar la via clasica del
complemento a través de su union al primer componente de la via clasica de
complemento (C1q), dando como resultado final la formacion del complejo de
ataque de membrana (MAC) y lisis de los merozoitos, que en consecuencia inhibe
la invasion de merozoitos a sus células huésped. Las interacciones anticuerpo-
complemento se cuantifican mediante ensayos funcionales en base al uso de células
0 en ensayos de placa tipo ELISA que miden niveles de los anticuerpos con
capacidad de fijacion a proteinas recombinantes del sistema de complemento (Clg/
C3b/ C5b-9). Se ha demostrado que los anticuerpos IgG e IgM activan la via de
complemento para el caso de proteinas de superficie de los estadios de esporozoitos,
merozoitos y globulos rojos infectados de Pf. En infecciones por Pf, IgG1ly IgG3
son las subclases mas potentes para la activacion del sistema de complemento

(67,69).

Estudios in vitro han demostrado que los anticuerpos policlonales de adultos semi-
inmunes inhiben pobremente la invasion de merozoitos al ser evaluados de forma
individual, sin embargo, la actividad inhibitoria mejora en gran medida tras la
activacion del sistema de complemento. La activacion de la via del complemento
usando antigenos del estadio de merozoito ha demostrado estar fuertemente
asociada con proteccion a la malaria clinica y parasitemias de alta densidad en un
estudio de cohorte longitudinal de nifios de PNG. Ademas el potencial protector de

estos anticuerpos aumenta al usar combinaciones de antigenos (67).
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Se han identificado multiples antigenos de merozoito de Pf como dianas de
anticuerpos fijadores de complemento, que parecen adquirirse con la edad (Figura
6). Estos incluyen antigenos de superficie de merozoitos como MSP1, MSP2,
MSP6, MSP7, MSP-DBL1, y proteinas de organulos apicales, incluidos los
candidatos a vacunas PfRh5 y AMA1, asi como ligandos EBA, PfRH2, RALP1 y
GAMA. Curiosamente, los anticuerpos contra algunos antigenos y anticuerpos de
algunos individuos no fijan ni activan efectivamente el sistema de complemento en
infecciones por Pf. Anticuerpos contra algunos antigenos de superficie de
merozoitos (p. ej., MSP2, MSPIl-bloque-2) no tienen actividad inhibitoria
sustancial por su cuenta, y solo son capaces de inhibir efectivamente la invasion del
merozoito al eritrocito en presencia del sistema complemento, lo que sugiere que la
activacion de la via de complemento es esencial para mediar la actividad funcional
de anticuerpos-antigenos especificos. La tasa de adquisicion de anticuerpos contra
diferentes antigenos de merozoitos varia y esto puede impactar en la activacion del

sistema del complemento (69).

Poco se sabe sobre el papel de las interacciones anticuerpo-complemento en
inmunidad a Pv, pero recientemente se identifico que la proteina de superficie del
merozoito 3 alfa de Pv (PvMSP3a) es capaz de generar anticuerpos fijadores del
sistema de complemento (70). Sin embargo, debido a las diferencias entre las
proteinas de merozoitos entre especies, se debe ser cauteloso al extrapolar los
hallazgos de Pf a Pv. Se necesitan estudios adicionales para definir las proteinas
clave en la generacion de anticuerpos fijadores del complemento y la importancia
de esta via en la inhibicion del proceso invasion de merozoitos de Pv en ensayos ex

vivo (69) .
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FIGURA 6: Lista de antigenos de merozoitos de P. falciparum que se unen a la
proteina de complemento C1q via anticuerpos asociadas significativamente a
proteccion contra la malaria clinica en un estudio de cohorte longitudinal de
nifios de PNG. n = 206 (se muestra la razon de riesgo a malaria ajustada). Adaptado

de (69,71)

1.7.4.2. Receptores FcyR

Existen multiples tipos y variantes polimorficas de receptores Fcy expresados en
celulas inmunitarias clave, como los monocitos, neutrofilos, macrofagos y células
asesinas naturales (NK). Estos receptores reconocen la porcion Fc de los
anticuerpos 1gG y se unen a varias subclases de IgG humana con diferentes
afinidades, teniendo mas afinidad con las subclases 1gG1 e IgG3, alguna con 1gG2,
y ninguna con IgG4. El perfil de expresion de receptores Fcy difiere entre los tipos

de células inmunitarias con el fin de provocar diversas respuestas efectoras. A
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través de la uniodn de anticuerpos, cada receptor Fcy activa una via de sefializacion
especifica que conduce a una respuesta inmunitaria Unica, como la fagocitosis
opsonica, inhibicion celular dependiente de anticuerpos y toxicidad celular
dependiente de anticuerpos. Hay cinco tipos de receptores Fcy en humanos (FcyRI,
FcyRlIlIa, FeyRlle, FeyRIllay FeyRIIIb) y un inhibidor de receptor (FcyRIIb). FeyRI
es un receptor de alta afinidad que se une principalmente a IgG y subclases IgG1 e
IgG3 monoméricos en suero humano, mientras que FcyRIla/b y FcyRIIla/b son
receptores de baja afinidad que se unen a inmunocomplejos IgG multiméricos. A la
fecha se sabe que los polimorfismos de receptores Fcy humanos pueden influir en

la afinidad de las interacciones con IgG1 e I1gG2 (67).

La induccién de respuestas funcionales de anticuerpos contra la proteina de
superficie de circunsporsozoito ((CSP), componente principal de la vacuna RTS, S)
ha sido cuantificada en adultos sanos sin historial de malaria (n = 45) y vacunados
con RTS, S, mediante ensayos de ELISA para medir la union de anticuerpos anti-
CSP areceptores Fcy (FcyR). Los principales hallazgos fueron (1) la vacuna RTS,S,
es capaz de inducir anticuerpos con funciones efectoras dependientes de receptores
Fcy (2) los anticuerpos funcionales fueron generalmente mas altos después de la
segunda dosis de la vacuna, (3) estos anticuerpos funcionales estan dirigidos a
maultiples regiones de la proteina CSP, (4) los participantes con niveles mas altos de
anticuerpos funcionales tuvieron menos probabilidad de desarrollar parasitemiatras
desafio homologo (P < 0,05), y (5) los sujetos no protegidos tuvieron niveles mas

altos de IgM anti-CSP (72).

25



Similar a Pf, las respuestas de anticuerpos contra proteinas de Pv se caracterizan
principalmente por ser de subclases tipo IgG1 e 1gG3, lo que promueve el estudio

de unién de anticuerpos a receptores Fcy mediante ensayos de ELISA (67).

1.7.4.3. Fagocitosis opsénica

La correlacion entre los resultados de ensayos GIA con los resultados de proteccién
o eficacia a la vacuna RTS, S en ensayos clinicos, no han sido del todo consistentes.
Una posible explicacion para la falta de concordancia es que los ensayos GIA se
realizan en ausencia de células inmunitarias y de la activacion del sistema de
complemento, también es probable que la actividad funcional de los anticuerpos
esté mediada por la union a receptores Fcy para promover la fagocitosis opsonica
via neutrofilos y monocitos, entre otras funciones que no son posibles de ser

evidenciadas en los GIAs (67).

Recientemente, los neutrofilos fueron identificados como las células inmunitarias
predominantes que median la fagocitosis opsonica de estadios de esporozoitos y
merozoitos de Pf a través de los receptores FcyRIla y FcyRIIL. La fagocitosis
opsonica de merozoitos via anticuerpos citofilicos unidos a las proteinas de la
superficie del merozoito de PfMSP2 y PfMSP3 a través de FcyRI en monocitos,
han sido asociadas significativamente con la proteccion contra la malaria clinica y
parasitemia de alta densidad en estudios longitudinales de nifios de Kenia 'y PNG.

Siendo una proporcion de estos anticuerpos trascendentes a cepas de Pf (67).

1.7.4.4. Inhibicién celular dependiente de anticuerpos

Los anticuerpos también pueden actuar en conjunto con los monocitos para inhibir

el crecimiento del parasito, un fenomeno conocido como inhibicion celular
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dependiente de anticuerpos (ADCI). En ensayos tipo ADCI las muestras de
anticuerpos se incuban con monocitos y parasitos. Los monocitos median su
actividad inhibitoria no a través de fagocitosis, pero indirectamente liberando
factores solubles que inhiben el crecimiento de parésitos vecinos. La ADCI es
dependiente de IgG citofilicas y de los receptores FcyRIla y FeyRIIIa en monocitos.
La ADCI ha sido asociada con proteccion contra la malaria clinica en un estudio de
cohorte longitudinal de nifios ghaneses. A la fecha se ha identificado a las proteinas
de superficie del merozoito 3 (PfMSP3) de Pf, la proteina rica en glutamato
(PfGLURP) y la proteina rica en serina (PfSERP) como mediadoras de actividad
ADCI. Més aun, la vacuna, GMZ2, basada en la fusion de las proteinas de PFMSP3-
GLURP, demostrd ser segura e inmunogénica en ensayos clinicos fase | en
voluntarios alemanes sin historial de exposicion a malaria y adultos y nifios
gaboneses. GMZ2 también indujo actividad citofilica mediada por ADCI en tres

ensayos clinicos (67).

1.7.4.5. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Los anticuerpos también pueden promover la funcién de citotoxicidad celular
(ADCC) en malaria, a través de su interaccion con las células asesinas naturales
(NK). Por ejemplo, globulos rojos infectados opsonizados mediante anticuerpos de
adultos malienses fueron capaces de activar células NK primarias, produciendo
citocinas que conduce a la lisis de glébulos rojos parasitados y la inhibicion del
crecimiento de Pf en glébulos rojos in vitro. Anticuerpos dirigidos contra la proteina
PfEMP1 y la familia de proteinas de antigenos expuestos en la superficie de
glébulos rojos parasitados por Pf, RIFIN, median ADCC a traves de union a

receptores FcyRIlla. La presencia de células NK adaptativas en individuos
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infectados con Pf se ha asociado con proteccidn contra la malaria clinica, desarrollo
de futuros episodios y reduccion de la parasitemia. Comprender las interacciones
entre los anticuerpos y diferentes receptores Fcy en Pv es de vital importancia para

descubrir nuevas estrategias para el desarrollo de vacunas contra la malaria (67).

1.7.4.6. Inhibicion del proceso de invasion del merozoito via anticuerpos en P. vivax

La Unica interaccion esencial ligando-receptor bien caracterizada a la fecha para el
proceso de invasion del merozoito de Pv al eritrocito es la union de la Proteina de
Union a Duffy (PvDBP) y el Receptor de Antigeno Duffy para Quimiocinas
(DARC) en los globulos rojos (36). Sin embargo, informes recientes de infecciones
por Pv en individuos Duffy negativos, junto a las interacciones receptor-ligando
recientemente descritas, pintan un escenario mucho méas complejo con multiples

interacciones huésped-parasito aun por caracterizar.

La proteina AMA-1 es una proteina, sintetizada durante las dltimas 4 horas de la
fase eritrocitica en especies de Plasmodium y otros parasitos apicomplexan, que
desempefia un papel importante en el proceso de invasién del paréasito a sus células
huésped. PvAMA-1 se considera una proteina capaz de inducir respuestas celulares
y humorales prolongadamente notables en humanos por lo que es un candidato ideal
a vacuna contra malaria vivax (42). A la fecha no se ha identificado a su receptor,
pero este conocido por su sensibilidad a las enzimas quimotripsina y neuraminidasa

(;GPB?) (75).

Estudios recientes muestran que el Receptor de transferrina 1 (TfR1 0 CD71), en la
membrana del reticulocito se une a la proteina de unién al reticulocito 2 de Pv

(PvRBP2D) del parasito para mediar una via critica de union hacia los reticulocitos.
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Los anticuerpos monoclonales de raton contra PvRBP2b bloquean la formacion de
complejos con TfR1 en la superficie de los reticulocitos y han demostrado reducir
la invasion de parasitos aislados a partir de sangre infectada de individuos
tailandeses y brasilefios a reticulocitos en ensayos de invasion ex vivo (74). Ademas,
anticuerpos monoclonales humanos (mAb) han sido capaces de bloquear la union
de PvRBP2b a los reticulocitos e inhibir la formacion de complejos con TfR1 en
ensayos de unidn a reticulocitos basados en citometria de flujo (76). Los ligandos
PVRBP1la, PvRBP1b, PVRBP2c y la proteina de union a eritrocitos de Pv (EBP)
parecen contribuir también a este tropismo in vitro, aungque se desconocen sus
posibles receptores de reticulocitos. Basigina y el Receptor de Complemento 1
(CR1) también funcionan como receptores durante la invasion de Pv al reticulocito,

aungue sus ligandos en el parasito permanecen sin identificar (77).

Estudios in vitro de interacciones de proteinas recombinantes de Pv, y glébulos
rojos maduros, han identificado maltiples candidatos a ligandos como el antigeno
micronemal anclado en GPl (PvGAMA) y antigeno de superficie de union a
reticulocitos (RBSA), sin embargo, queda por demostrar si estas interacciones son
trascendentales en cultivos ex vivo de Pv. También se ha demostrado que los
antigenos ricos en triptofano de Pv (PVTRAgs) interactian con diferentes
receptores (incluido Banda 3) en la superficie de los glébulos rojos maduros. Diez
miembros de la familia de proteinas PvTRAg, una familia de proteinas conservadas
expresadas en estadios de trofozoitos y esquizontes que inducen respuestas
inmunitarias celulares y humorales en pacientes infectados por Pv, han demostrado
capacidad de union de eritrocitos in vitro a 5 receptores diferentes. Cada uno de

estos 10 PvTRAg reconoce a mas de 1 receptor y cada receptor se une a mas de una
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de estas proteinas. PVTRAQ38, PVTRAg36 y PvTRAg22 PVTRAgQ26.3,
PVTRAQ33.5, PvTRAQ34, PvTRAQ35.2, PvTRAQ40, PvTRAQ69.4 y PvTRAg74
se unen a Banda 3. PvTRAg38 y PvTRAQ36 se unen adicionalmente a Basigina, y
PVTRAQ22 se une a otro receptor desconocido en la superficie de los eritrocitos
(77). Otros candidatos a vacunas en investigacion son la proteinas de cuello de
rotfria 2, 4 y 5 (RON2, RON4 y RON5), la proteina de superficie de merozoito 1
(MSP-1) (cuyo posible receptor es Banda 3) (75)

Todos estos antecedentes justifican el inicio de estudios funcionales de anticuerpos
con el fin de establecer qué proteinas podrian servir como biomarcadores del estado
inmune de un individuo, o posibles candidatos a vacunas que justifiquen un mayor
desarrollo, o ambos. Los estudios de la respuesta inmune a antigenos de estadios

pre-eritrociticos y sexuales de Pv van més alla del enfoque de este proyecto.

1.8. Estudios de respuesta de anticuerpos en individuos asintomaticos con

infeccion por P. vivax

Pocos estudios a la fecha han monitoreado la respuesta de anticuerpos en individuos
asintomaticos con infeccion por Pv. En 2017, Longley et al., uso muestras de
plasmas de 22 individuos asintomaticos colectadas en un estudio transversal en una
provincia de baja endemicidad de malaria de Tailandia con el fin de evaluar niveles
de respuestas 1gG contra un panel de 11 proteinas de Pv (CSP, ARP, GAMA, P41,
P12, PV X 081550, y cinco miembros de la familia de proteinas PvRBP). Los
resultados demostraron niveles méas altos de anticuerpos 1gG para los individuos
asintomaticos con infeccion por Pv en comparacion a los no infectados para las
proteinas PVX_081550 o proteina de transferencia de lipidos relacionada con

StAR, P41 y RBP2cNB (64). Tambien se ha reportado que los anticuerpos contra
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la proteina de transferencia de lipidos relacionada con StAR, y P41 estan asociados

con proteccion a malaria clinica en nifios de PNG (78).

Mas aun, estudios de evaluacion de dinamica de anticuerpos IgG contra un panel
de 27 seromarcadores, en los mismos individuos asintomaticos, con seguimientos
por el periodo de un afio, evidencio que las proteinas mas seroreactivas para estos
individuos fueron: PvRBP2b (PVX_094255A), antigeno de membrana asociado a
rotfria (PVX_087885), antigeno rico en triptofano (Pv-fam-a, PVX_090265),
MSP119 (PVX_099980) y la proteina de interaccion con Rh5 (PVX_095055) (79).
Niveles altos de anticuerpos 1gG anti-PvRBP2b también han demostrado estar
fuertemente asociados con un menor riesgo de episodios clinicos por Pv en estudios

cohorte a gran escala en Tailandia y Brasil (80).

1.9. Estudios aplicativos del uso de anticuerpos en deteccién de exposicion a

infecciones por P. vivax en el Peru

El uso de seromarcadores (MES) para deteccion de infecciones por Pv (PvMSP119,
PVAMAL, PvMSP10) en combinacion con herramientas de diagndstico molecular
y georreferenciacion en estudios transversales, ha permitido la ubicacion de “puntos
geograficos calientes” o zonas de alta prevalencia de malaria o &reas con un
porcentaje alto de individuos con historial de exposicion a malaria, que pasan
inadvertidos por los métodos de deteccion convencionales como microscopia o
Pruebas Répidas de Diagnostico (PDR), cominmente usadas por el MINSA
(19,81). Asimismo, estos estudios han permitido la asociacion de niveles de
anticuerpos contra estos seromarcadores y factores de riesgos de exposicion a

infeccion por Pv, los cuales pueden variar de comunidad en comunidad (82).
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Chuquiyauri et al., en el 2015 empleo un panel de 1328 proteinas de estadios
asexuales de Pv con el fin de identificar a los antigenos mas seroreactivos para
individuos residentes en la Amazonia peruana, con diagnostico confirmado de
infeccion por Pv (por PCR y/o microscopia). Entre los antigenos de Pv mas
seroreactivos estuvieron las proteinas PvMSP10, PvMSP8, PvMSP7, entre otras
proteinas hipotéticas (28). Recientemente, la respuesta 1gG al seromarcador
PvMSP10 fue validada a nivel poblacional en la Amazonia peruana como un
biomarcador para deteccion de individuos con historial de infeccion reciente por Pv

(menor a 6 meses) (34).

Maés aun, el uso de un panel de doce seromarcadores (PvCyRPA, PVRAMA,
PVTRAg_2, PVEBPII, PvDBPSall, PvRBP2b, PvMSP1li9, Pvsl6, PvMSPS,
PVTRAg_28, PvMSP3.10, PvMSP7) ha demostrado su utilidad para discriminar
exposicion a infecciones por Pv recientes o pasadas en individuos de la Amazonia
peruana que vivian en diferentes areas geograficas, por ejemplo entre distritos de la
periferia de la ciudad de Iquitos, capital de la Amazonia peruanaversus Mazan (un
distrito conformado por comunidades rurales ubicadas a 60 km de la ciudad de
Iquitos y solo accesible de forma fluvial). Los individuos de este estudio con
historial de incidencia de infecciones por Pv, demostraron tener niveles altos de IgG
contra el seromarcador PvRBP2b, durante un seguimiento de 6 meses. Asimismo,
niveles altos de 1gG contra este mismo seromarcador correlacionaron con

incremento en edad en los individuos de estudio (5).
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1.10. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios clinicos conducidos en diferentes areas endémicas de Pv han evidenciado
la existencia de infecciones graves y mortales por Pv (3) Esta evidencia, junto a
preocupaciones sobre la emergente resistencia a medicamentos contra Pv, ha
renovado el interés por esta enfermedad tropical desatendida y promovido
discusiones concertadas sobre estrategias de eliminacion especificas a Pv. El ciclo
de vida biologicamente distinto de Pv, su alto potencial de transmision y el poseer
una etapa hepatica latente (hipnozoito), deja en claro que las estrategias de control
no pueden simplemente transferirse de Pf a Pv (2). Dado que la investigacién en
Pv, esté por detras de Pf en terminos de financiamiento de investigacion, el proyecto
presentado se incluye directamente como prioridad en la agenda de investigacion

para la eliminacion de malaria, por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

La malaria asintomatica representa un obstaculo significativo para los esfuerzos de
su erradicacién y es un problema de salud grave debido que se cree que los
individuos con malaria asintomatica sirven como reservorios de paréasitos, que
permiten mantener la transmision de la enfermedad (22). Esta claro que existe una
respuesta inmune subyacente en malaria asintomatica, no obstante, esta no se
conoce del todo y necesita ser investigada y caracterizada. La respuesta serologica
contra antigenos de Pf ha sido comparada en individuos sintomaticos y
asintomaticos de la Amazonia peruana, no obstante, estos tipos de estudios ain no
se han replicado en malaria vivax (83). El presente estudio propone explorar la
respuesta de anticuerpos en individuos asintomaticos infectados con Pv en la
Amazonia peruana, contra proteinas que han demostrado ser altamente antigénicas

en este contexto epidemioldgico (5,28,84).
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La evaluacion de la respuesta anticuerpos a proteinas de Pv dependiendo del
contexto endémico y poblacion sera Gtil para definir su potencial inclusion o no en
el desarrollo de una vacuna eficaz contra la malaria en el futuro. Méas aun, la
evaluacion de la respuesta de anticuerpos contra proteinas de Pv en individuos
sintomaticos y asintomaticos con infeccion por Pv, también servirian para definir
el rol de proteinas especificas como potenciales biomarcadores del estado inmune
de un individuo y como seromarcadores de infecciones por Pv recientes o pasadas,
para definir la funcion protectora o no de anticuerpos y su correlacion con carga

parasitaria en infecciones.

La caracterizacidn de la respuesta inmune adaptativa a nivel de anticuerpos y la
funcidén que estos ejercen en infecciones asintomaticas, es un componente esencial
en el estudio de la inmunidad a los agentes infecciosos, incluido Plasmodium spp.
Se necesitan mas estudios para desentrafiar el rol que los anticuerpos en malaria en
términos de origen, funcion y la capacidad protectora en individuos expuestos a esta
enfermedad en diferentes areas de transmision, ademas de la funcion que estos
despliegan en individuos asintomaticos. Mas aln, se necesitan investigaciones para
determinar los factores que modulan la generacion y mantenimiento en el tiempo
de anticuerpos contra esta infeccion. Esto involucra realizar estudios para la
caracterizacion funcional de los anticuerpos inducidos por proteinas de Pv que han

demostrado ser antigénicas a la fecha en la Amazonia peruana (5,28,84).
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1.11. JUSTIFICACION

Esta tesis doctoral fue conceptualizada en base a antecedentes de estudios que daban
indicios de la funcion protectora de anticuerpos en individuos con malaria Asin por
Pf, de la Amazonia peruana. Villasis et al., 2012 evidencio que individuos Asin con
infeccion por Pf generaban niveles de anticuerpos 1gG, 1gG1 e 1IgG3 maés altos que
individuos Sin, contra diferentes proteinas del merozoito de Pf, y que estos niveles
de anticuerpos estaban inversamente correlacionados con niveles de parasitemias.
Tres afios mas tarde, Torres et al., 2015 corrobor0 estos resultados a gran escala
evaluando las respuestas 1gG de estos mismos individuos frente a un panel de 800
proteinas de Pf (83,85). Para evaluar si este modelo era reproducible en infecciones
con Pv, el Laboratorio de Malaria de la UPCH, implement6 el sistema de
produccidn eucariota de proteinas recombinantes, Baculovirus, con el fin de estar
en la capacidad de producir grandes cantidades de proteinas de Pv y evaluar sus
posibles funciones (86,87). La seleccidn de proteinas a producirse se basé en los
resultados de una evaluacion a gran escala de las respuestas seroldgicas tipo 1gG,
en individuos con infeccién por Pv de la Amazonia peruana, contra un panel de mas
de 1328 proteinas de Pv usando la plataforma de microarreglos de proteinas. Los
resultados indicaron a la proteina PvMSP8 como a uno de los mejores
seromarcadores para deteccion de infecciones por Pv, para ese contexto endémico

(28).

Con el fin de poder evaluar la existencia de diferencias en la respuesta inmunologica
a nivel adaptativo de anticuerpos entre individuos Sin y Asin con infeccion por Pv
se planted el enrolamiento de individuos con infeccidn por Pv y su clasificacion

como Sin y Asin a partir de estudios transversales realizados por el Centro de
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Excelencia en la Investigacion en Malaria de la Amazonia (ICEMR Amazdnico) en
diferentes comunidades de la Amazonia peruana, llevados a cabo entre los afios
2018 y 2021. Asimismo, se realizaron seguimientos de estos individuos al tercer y
sexto mes post-enrolamiento para la evaluacion de la evolucion de su respuesta
inmune post-tratamiento antimalérico, como parte de un pequefio estudio
longitudinal (88). En paralelo a esta coleccion se realizd el enrolamiento de
individuos sanos, sin historial de infeccién por malaria al menos 3 afios previos al
estudio, y residentes de zonas urbanas de la ciudad de Iquitos, como controles
(5,21). Este disefio de estudio es similar al descrito por Torres et al., 2014, para
evaluacion de respuesta inmunolégica innata y adaptativa en individuos Asin y Sin
con infeccidn por Pf de la Amazonia peruana (89). Lamentablemente debido a las
restricciones de la Pandemia del COVID-19, se perdi6 la oportunidad de realizar
los seguimientos de aproximadamente 85% de los individuos enrolados con

infeccion por Pv, para el estudio longitudinal.

Nuestro estudio clasifico6 como Asin a individuos con infeccion continua por Pv
confirmada por gPCR y carencia de demostracion de sintomas de malaria durante
tres semanas de seguimiento post-enrolamiento (90). Es importante mencionar que
el tiempo promedio de manifestacién de sintomas tras una infeccion por picadura
de mosquito, puede variar entre 7-15 dias en el caso de infecciones por Pv o Pf u
hasta 30 dias en el caso de infecciones P. malariae (2). Al plantear al menos un
esquema de seguimiento de individuos Asin hasta de 21 dias, nuestro estudio trata
de aproximarse a la clasificacion mas correcta de individuos Asin y evitar el sesgo
de enrolar individuos en proceso de incubacion y/o proxima manifestacion de

sintomas como individuos Asin.
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Dado que no existe un consenso general a la fecha sobre la definicion de malaria
asintomatica en la comunidad cientifica (21). ElI primer capitulo tuvo como
objetivo describir a la poblacion de estudio en base a las caracteristicas
epidemioldgicas de las comunidades donde los individuos fueron enrolados,
caracteristicas sociodemograficas, reporte de sintomas, asi como pardmetros de
laboratorio clinico hematoldgicos y bioquimicos (91,92). Siendo este el primer
estudio a la fecha de descripcién y comparacién de esta informacion entre
individuos Sin y Asin con infeccion por Pv, e individuos controles en la Amazonia
peruana (93). De esta forma se quiso responder a la primera seccion de nuestra
hip6tesis general: Individuos asintométicos infectados con Pv presentan diferentes
caracteristicas epidemioldgicas y clinicas en comparacién a individuos Sin, en el

contexto de la Amazonia peruana.

Desarrollamos los capitulos 2 y 3 de la presente tesis con el fin de responder a la
segunda parte de nuestra hipotesis: Los individuos Asin con infeccion por Pv
presentan una respuesta inmune adaptativa a nivel de anticuerpos diferente y
predictiva de inmunidad clinica en comparacién a individuos Sin. La proteina
PvMSP8 producida en nuestro laboratorio fue seleccionada para poder evaluar esta
hipédtesis, ya que habia demostrado ser una proteina altamente antigénica en
muestras de plasma de individuos infectados con Pv de nuestro contexto endémico
en estudios previos a menor escala (28,87). Ademas, en paralelo al desarrollo de
este trabajo se publicaron reportes sobre el buen rendimiento de esta proteina como
seromarcador para deteccion de individuos con historial de exposicion reciente a
infeccion por Pv en otros contextos endémicos como las islas Salomén, Brasil y

Tailandia (94). No obstante, era necesario probar si estos resultados eran replicables
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en nuestro contexto Amazonico mediante un estudio a gran escala. Para ello la
primera parte del capitulo 2, de la presente tesis evalud las respuestas IgG anti-
PvMSP8 como seromarcador a infeccion por Pv a nivel poblacional en la Amazonia
peruana, mediante el uso de 1251 muestras de plasma recolectadas durante un
estudio transversal poblacional realizado en siete comunidades riberefias y
endémicas a malaria en octubre 2018. Asimismo se evalud si esta proteina generaba
reaccion cruzada en muestras de plasma de individuos infectados con Pf, siguiendo
las metodologias descritas por Longley et al., 2021 y Rosas-Aguirre et al., 2021

(62,94).

La segunda parte del capitulo 2, evalud si esta proteina era capaz de producir una
respuesta de anticuerpos IgG diferencial entre individuos Sin y Asin con infeccion
de Pv, en un intento de busqueda de biomarcadores de diferenciacion o predictores
de inmunidad relacionados a proteccién en infecciones Asin por Pv en nuestro
contexto endémico (95). Las respuestas de anticuerpos contra una misma proteina
0 antigeno pueden variar de un individuo a otro en el tiempo o dependiendo del
contexto endémico (21,61). Debido a las limitaciones de actividades que conllevo
la Pandemia del COVID-19, solo pudimos obtener un ndmero limitado de
participantes con seguimientos al tercer y sexto mes post-enrolamiento, de todas
formas, procedimos a usar estas muestras valiosas para evaluar la duracion de

anticuerpos IgG anti-PvMSP8 en nuestros individuos de estudio.

La aproximacion de evaluacion de PvMSP8 como seromarcador para infecciones
por Pv en nuestro contexto endémico siguid el disefio y algoritmo de analisis ya
descrito en estudios similares para otros contextos endémicos (94). El disefio de

estudio, metodologias experimentales para evaluar y comparar niveles de
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anticuerpos entre individuos Sin y Asin con infeccion por Pv, descritos en capitulo
2 y 3 de esta tesis, siguen los algoritmos para evaluacion de proteinas de Pv como
biomarcadores para deteccion de individuos Asin con infeccion por Plasmodium de
acuerdo a Longley et al., 2017, Torres et al., 2015, Finney et al., 2014 y Villasis et

al., 2012 (64,83,85,96).

El capitulo 3, describe la evaluacion del rol de anticuerpos, IgM, 1gG, IgG1, 1gG3,
inducidos por proteinas representativas del estadio de merozoito de Pv y candidatos
a vacunas a infeccion por Pv (PvRBP2b, PvAMA1 y PvVvMSP8 (esta Ultima,
producida en nuestro laboratorio)), en individuos Asin y Sin con infeccion por Pv
de la Amazonia peruana. Asimismo, se evalud la produccion de anticuerpos
funcionales capaces de iniciar la via clasica del sistema de complemento (unién a
la proteina C1q) y con capacidad de union a receptores FcyRI, FcyRII, FeyRIII para
activacion de funciones de células del sistema inmune, inducidos por estas mismas
proteinas. Se realizd esta evaluacion con el fin de poder discriminar la existencia o
no de una respuesta a nivel de anticuerpos funcional y diferencial entre individuos
Asin y Sin con infeccién por Pv, en otro intento también de busqueda de
biomarcadores de diferenciacion de infecciones Asin en nuestro contexto endémico
(93). Las metodologias usadas para el desarrollo de este capitulo son las ultimas
descritas por la comunidad cientifica para la evaluacién de proteinas de Pv, como
candidatos a vacunas (67). Asimismo, se evalud si los participantes del estudio
habian sufrido exposicidn previa a infeccion por Pf. Los experimentos se realizaron
durante una pasantia en el laboratorio del Grupo de Investigacion de Inmunidad y
Vacunas contra Malaria, en el Instituto Burnet (Melbourne, Australia), dirigido por

el Dr. James Beeson, quien a la fecha lidera los estudios de anticuerpos funcionales
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para la vacuna de Pf, RTS, S (72). Siendo este, el primer estudio de este tipo llevado
a cabo en Sudamérica. La pasantia fue ejecutada gracias a una subvencion del
Premio de Becas de Intercambio del Comité Estadounidense de
Inmunoparasitologia Molecular y Celular (ACMCIP) y la Sociedad Estadounidense

de Medicina Tropical e Higiene (ASTMH).
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FIGURA 7. Descripcidn general de la integracion de los objetivos descritos en
los capitulos de la tesis

La informacion obtenida tras el desarrollo de los Capitulos 1, 2 y 3 es
complementaria entre si. Los antecedentes epidemioldgicos y clinicos de los
individuos enrolados y descritos en el Capitulo 1 sirven como contexto para poder
discutir los resultados de la evaluacion de la respuesta de anticuerpos en individuos
Siny Asin con infeccion por Pv (capitulos 2 'y 3), e integrar los resultados al modelo

existente de respuesta inmunoldgica en infecciones por Pv (23,33). Por ultimo, esta
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tesis discute el potencial de los resultados para su aplicacion en plataformas

tecnoldgicas de seroldgicas que apoyen los programas de control y prevencion de

malaria.

1.12. PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢Existen diferentes caracteristicas epidemiologicas, clinicas y una respuesta

diferencial inmune adaptativa a nivel de anticuerpos, predictivos de inmunidad

clinica entre individuos sintométicos y asintomaticos infectados con Pv, en el

contexto de la Amazonia peruana?

1.13. HIPOTESIS:

Individuos asintomaticos infectados con Pv de la Amazonia peruana
presentan diferentes caracteristicas epidemioldgicas, clinicas en
comparacion con individuos sintométicos infectados con Pv.

Individuos asintomaticos infectados con Pv de la Amazonia peruana
presentan una respuesta inmune adaptativa diferente a nivel de anticuerpos,
predictiva de inmunidad clinica en comparacion con individuos

sintomaticos infectados con Pv.
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1.14. OBJETIVOS:

La presente propuesta de investigacion propone el estudio de la respuesta inmune
adaptativa adquirida mediada por anticuerpos funcionales contra proteinas
representativas del merozoito de Pv en individuos Asin infectados con Pv de la
Amazonia peruana. Para esto se realizo lo siguiente: 1) Se disefié e implemento un
estudio para enrolamiento de individuos adultos Sin y Asin con infeccion por Pv e
individuos controles, para descripcion de las caracteristicas de infecciones
asintomaticas por Pv en el Amazonia peruana (Capitulo 1); 2) Se evalu6 al menos
un seromarcador para deteccion de exposicién a infeccién por Pv que pudiera ser
atil a nivel poblacional en la Amazonia peruana y capaz de generar una respuesta
diferencial a nivel de anticuerpos IgG entre individuos Sin y Asin infectados por Pv
(Capitulo 2); 3) Se compard los niveles de las respuesta IgM, 1gG y subclases 1gG1
e 1gG3 en individuos Sin y Asin infectados con Pv, contra proteinas representativas
del estadio de merozoito de Pv (Capitulo 3); y 4) se evalud si individuos Sin y Asin
con infeccion por Pv eran capaces de generar anticuerpos funcionales en el proceso
de activacion de la via clasica del complemento y fijacion a receptores FcyRI,
FcyRII, FeyRIII de células del sistema inmune (Capitulo 3). Los objetivos de esta
tesis pretenden generar nueva informacion sobre ¢, Cudl es la funcion de anticuerpos
en individuos asintomaticos infectados con Pv de la Amazonia peruana?, tanto de

forma descriptiva como funcional.
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CAPITULO 1
Descripcion de infecciones asintomaticas por P. vivax en la Amazonia

peruana

Articulo publicado el 31 de agosto 2022 en Front Cell Infect.
doi: 10.3389/fcimb.2022.901423.

Cita: Villasis E*, Garcia Castillo SS*, Guzman M, Torres J, Gomez J, Garro K,
Cordova AM, Reategui C, Abanto C, Vinetz J, Gamboa D, Torres K.
Epidemiological characteristics of P. vivax asymptomatic infections in the Peruvian
Amazon. Front Cell Infect Microbiol. 2022 Aug 31;12:901423. doi:
10.3389/fcimb.2022.901423. PMID: 36118037; PMCID: PMC9471197. *Autores
comparten la primera autoria.
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l. INTRODUCCION

Plasmodium vivax (Pv) es el paréasito de la malaria humana mas extendido
geogréaficamente. Sin embargo, en comparacion con P. falciparum (Pf), los
esfuerzos mundiales para reducir la carga de Pv han tenido menos éxito, debido a
su biologia Unica y la complejidad de su tratamiento (97). Las caracteristicas
bioldgicas clave de Pv que contribuyen a su capacidad para eludir las herramientas
de control de la malaria existentes incluyen: prevalencia frecuente de baja densidad
parasitaria, que la mayoria de veces solo es detectable mediante herramientas
moleculares y no mediante metodologias estandar como microscopia y pruebas de
diagnostico rapido, utilizadas convencionalmente por los Programas Nacionales de
Control de la Malaria; y la presentacion de estadios hepaticos latentes persistentes
(hipnozoitos) como reservorios, que a la fecha son indetectables, pero que se
reactivan para causar infecciones recurrentes, dificiles de predecir (98-100). La
infeccion por Pv tiene un alto potencial de transmision causado por la produccion
continua y temprana de gametocitos, ademas de una poseer una alta infectividad
para los mosquitos y un ciclo de desarrollo mas corto en el vector en comparacion
con otras especies de Plasmodium (2,101). Aunque se cree gue la infeccion por Pv
causa una infeccion benigna, esta enfermedad afecta de manera desproporcionada
a las personas pobres de regiones rurales remotas, lo que resulta en un impacto

econdmico subestimado pero considerable en la sociedad (101).

El papel de los portadores asintomaticos de Plasmodium spp., en la malaria no se
comprende del todo (21). Las infecciones asintomaticas en malaria conllevan
riesgos para la salud de la persona infectada, incluyendo: anemia crénica, aumento

de los riesgos de mortalidad materna y neonatal, deterioro de la competencia
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inmunoldgica que resulta en coinfecciones con enfermedades bacterianas invasivas
y deterioro cognitivo (29,30). Aun esta en debate si las infecciones asintomaéticas
sirven de reservorio para la transmision del parasito al mosquito. Si bien algunos
estudios han demostrado que las infecciones asintométicas y submicroscopicas
contribuyen a la transmision del parasito a mosquitos, otros estudios han
demostrado que estos tipos de infecciones resultan en una infectividad muy limitada
en los mosquitos (17,22,102). Sin embargo, los portadores asintomaticos pueden

causar malaria importada y malaria por transfusion o trasplante de 6rganos (31).

A la fecha existe una falta de consenso internacional sobre la definicion de malaria
asintomatica (21). Los resultados de estudios transversales y cohorte a gran escala
Ilevados a cabo recientemente por el ICEMR en la Amazonia peruana, destacan la
persistencia y alta prevalencia de infecciones asintomaticas por Pv y han hecho
descripcidn de la heterogeneidad de factores epidemiolégicos asociados a este tipo
de infecciones, que varian dependiendo de la época y comunidad donde se realiza

el estudio (82,90,103,104).

La mayoria de los estudios transversales basan su definicion de infecciones
asintomaticas bajo el concepto de si los participantes del estudio no reportaron
fiebre o malestar general durante la coleccion de muestra entre 7-0 dias antes de la
coleccidn de muestra (79,104), sin embargo, estudios recientes cuestiona el uso de
es0s Unicos sintomas como criterios para definir una infeccién asintomatica ya que
se ha reportado que los sintomas de la malaria pueden diferir segun la regién
endémica, dependiendo de las enfermedades predominantes.(105,106). Muy pocos
estudios han profundizado en la descripcion o caracterizacion de los individuos

asintomaticos, en términos de la evaluacion de presentacion y frecuencia de

45



sintomas comUnmente reportados en malaria u otros menos reportados, y resultados
de medicion de pardmetros de laboratorio clinico bioquimicos y hematoldgicos
(107). A la fecha no hay estudios en el Perd, que reporten la descripcion de
parametros de laboratorio clinico bioquimicos y hematoldgicos en individuos

asintomaticos con infeccion por Pv (108).

Con el fin de describir mejor las infecciones asintométicas y ampliar nuestra
comprension de su proceso bioldgico, el cual es fundamental para la exploracion de
la respuesta inmunoldgica de estos individuos, realizamos once estudios de corte
transversal en un total de trece comunidades de la Amazonia peruana entre los afios
2018 y 2021 para buscar individuos con infeccion por Pv. A partir de los estudios
transversales, se invit6 a participar a individuos sintomaticos (Sin), asintomaticos
(Asin) con infeccion por Pv a un estudio longitudinal durante 6 meses. De igual
forma se procedi6 a enrolar individuos sanos de zonas urbanas y periurbanas de la
ciudad de Iquitos como controles (21). Para este estudio planteamos la hipotesis
que los individuos Asin infectados con Pv presentaban diferentes caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas y/o tienen diferencias de resultados tras la medicion de
diferentes parametros de laboratorio clinico bioquimico y hematoldgico como
consecuencia del desarrollo de inmunidad clinica, en comparacién con individuos

Sin.
I.1. HipAtesis:

Individuos Asin con infecciones por Pv presentan diferentes caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas y/o diferentes parametros de laboratorio clinico
bioquimico y hematoldgico predictivos de inmunidad clinica en comparacién con

individuos Sin.
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1.2. Objetivos

1. Comparar la prevalencia de infecciones Sin y Asin por Pv en 13
comunidades de la Amazonia peruana, sitios de ejecucion de estudios
transversales llevados a cabo entre los afios 2018-2021.

2. Comparar las caracteristicas sociodemograficas y del hogar de individuos
con infecciones Sin y Asin por Pv, en 13 comunidades de la Amazonia
peruana, sitios de ejecucion de estudios transversales llevados a cabo en
los afios 2018-2021.

3. Realizar un andlisis geoespacial para ubicacién de puntos calientes o
concentracion de casos de individuos con infecciones Asin por Pv en en 13
comunidades de la Amazonia peruana, sitios de ejecucion de estudios
transversales llevados a cabo entre los afios 2018-2021.

4. Determinar la evolucion parasitolégica y clinica en individuos con
infeccion Asin por Pv confirmada durante 21 dias

5. Evaluar y comparar parametros de laboratorio clinico bioquimico y
hematoldgico de individuos Sin y Asin con infecciones por Pv de la

Amazonia peruana.
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Il. METODOLOGIA

11.1. Areas de estudio

Se realizaron once tamizajes poblacionales (TP) en trece comunidades riberefias
diferentes de la Amazonia peruana, entre septiembre de 2018 y noviembre de 2021.
Seis ubicadas cerca de la ciudad de lquitos: Tarapoto (-73.4070° O, -3.8046° S),
Santa Rita (3.7321° S, 73.3241° O), San José de Lupuna (3.745° S, 73.323° O),
Llanchama (3.8591° S, 73.4106° O) y San Pedro (3.7508° S, 73.3324° O), ubicadas
en la cuenca del rio Nanay y la comunidad de Centro Fuerte (3.6251° S, 73.3275°
W) ubicada en el rio Momon. Las otras siete comunidades estuvieron ubicadas en
el distrito de Mazén: Libertad (3.496° S, 73.234° O), Primero de Enero (3.479° S,
73.199° O) y Puerto Alegre (3.510° S, 73.116° O) ubicadas en la cuenca del rio
Mazén; y Huaman Urco (-73.2164° O, -3.3150° S), Salvador (-73.1547° O, -
3.4446° S), Urco Mirafio (3.361° S, 73.064° O) y Lago Yuracyacu (3.365° S,
72.989° O) ubicadas en la cuenca del rio Napo (Figura 1). La seleccion de las
comunidades de estudio cumplié con dos criterios principales: 1) reportes de alto
indice de casos de malaria, ocho semanas previas al TP, estos datos fueron
obtenidos a través de la Oficina de Notificacion Semanal de Epidemiologia de la
Direccion Regional de Salud de Loreto (DIRESA) y 2) facil acceso para el

seguimiento de las personas, y coleccién y transporte de muestras.
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FIGURA 1. Areas de estudio en la region Loreto, Amazonia peruana. Se
incluyeron comunidades de cuatro distritos: Llanchama en el distrito de San Juan
Bautista (punto amarillo); Tarapoto, Santa Rita, San José de Lupuna y San Pedro
en el distrito de Iquitos (puntos crema); Centro Fuerte en el distrito de Punchana
(punto naranja); Libertad, Primero de Enero, Puerto Alegre, Huaman Urco,
Salvador, Urco Mirafio y Lago Yuracyacu en el distrito de Mazan (puntos
marrones).

11.2. Estudios transversales

Con el fin de evitar sesgos de muestreo e incluir en el estudio a todos los residentes
de las comunidades, las fechas de ejecucion de los estudios transversales fueron
comunicadas por carta a las autoridades de las comunidades con anticipacion,
previamente a los tamizajes poblacionales (TP). Unos dias antes a los TP, se
realizaron visitas a las comunidades para presentar al equipo de investigacion y
explicar a los miembros de la comunidad sobre la importancia de la ejecucion del
estudio y su participacion. Los tamizajes poblacionales (TP), duraron entre 3 a 5
dias. Durante estos dias se realiz6 la busqueda de los residentes en sus viviendas
casa por casa para enrolar a los participantes, en caso uno 0 mas miembros de la

familia no se encontrasen al momento de la visita, se realizaron dos visitas
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adicionales en un dia y horario diferente con el fin de captar a toda la poblacién.
Todas las personas (>18 afios) que aceptaron participar en el estudio, después de
firmar el consentimiento informado, completaron una encuesta integral relacionada
con su historial y sintomas de malaria, ademas accedieron a dar una muestra de
sangre por puncién digital para deteccién de Plasmodium spp. por microscopia y
gPCR (el dia de la TP también se denomind Dia 0, D0). Para evitar sesgos, a los
individuos no se les dio a escoger alternativas de una lista de sintomas; en cambio,
se registraron los sintomas referidos por cada participante. La deteccién de
Plasmodium spp. por microscopia y gPCR se realiz6 dentro de las 24 horas

posteriores a la coleccion de la muestra de sangre.

Los individuos Sin se clasificaron como personas que presentaban al menos un
sintoma de malaria (fiebre, dolor de cabeza y escalofrios), un resultado de
microscopia positivo o negativo para Pv y/o un resultado de qPCR positivo para Pv
al momento del TP (DO0). Los individuos Pv Asin no presentaron sintomas de
malaria durante los siete dias previos a la TP, tuvieron un resultado de microscopia
positivo o negativo para Pv y un resultado de gPCR positivo para Pv en el momento
del TP (DO0). Tras la coleccién de la muestra para el estudio, los individuos Sin con
infeccion por Plasmodium spp., por microscopia 0 qPCR, fueron derivados a
centros de salud para recibir tratamiento, siguiendo las Directrices del Ministerio
de Salud del Pert (109). Se obtuvieron resultados de microscopia y gPCR para un

total de 2159 individuos.
11.2.1 Coleccion de muestras:

Se colectaron muestras de sangre por puncién digital para elaboracion de laminas

de gota gruesa y frotis sanguineos para analisis microscépico. Durante las primeras
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cuatro TP, se colecto sangre total a partir de puncion digital en papeles filtro para

andlisis por qPCR (62); a partir del quinto TP, se colectaron muestras de sangre

total por puncion digital utilizando microtubos con EDTA para su procesamiento

posterior por qPCR (Vacutest, Kima ®, Padua, Italia). Las muestras de sangre en

microtubos se centrifugaron para separar los globulos rojos del plasma y se

almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento (62). Los gPCR fueron realizados

dentro de las 24 horas posteriores a la coleccion de la muestra (22). La informacion

y muestras colectadas durante los estudios transversales se usaron para el

cumplimiento de los objetivos 1,2 y 3 de este capitulo (Figura 2)

CAPITULO 1 11 Tamizajes poblacionales (TP) 1\’“‘ 1\
Parte 1 13 comunidades riverefias de la T ,H\
Amazonia peruana ,"\ T
N=2159 (> 18 afios) »F
|
[ I
Deteccién de individuos infectados por Encuesta epidemioldgica (Redcap)
P, vivax (Pv) por microscopia y qPCR
= ; .
I
|
SIN (n=82)

gPCR o microscopia*

una semana antes del TP

« Deteccion de infeccion por P vivax (Pv) por
« No presencia de sintomas comunes a malaria
*Todos los individuos asintomaticos con diagnéstico positivo

por microscopia fueron referidos a un centro de salud para
recibir tratamiento antimaldrico, previa toma de muestra para

» Deteccion de infeccion por P vivax (Pv) por gPCR y/o microscopia*
» Reporte de fiebre, dolor de cabeza y escalofrios

*Todos los individuos con sintomas y con diagnéstico positivo por microscopia o gqPCR al
DO fueron referidos a un centro de salud para recibir tratamiento antimalarico, previa toma
de muestra para el estudio.

con infeccion

en las comunidades de estudio

1. Descripcién y comparacion de prevalencias de infecciones SIN y

por Pv

2. Comparacion de caracteristicas sociodemogréficas y condiciones de vivienda
de los participantes de los estudios transversales

3. Andlisis geoespacial para ubicacion de puntos calientes o concentracion de
casos de individuos con infeccién por Pv en comunidades de estudio

por P, vivax a participar de en estudio

el estudio.
ion a individ SIN,
Objetivos longitudinal inmunolégico (Figura 3)

Objetivos

4. Determinar la evolucion parasitolégica y
clinica en individuos con infeccion Asin por Pv
confirmada por gPCR durante dias 21 dias

5. Evaluar y comparar parametros de laboratorio
clinico bioquimico y hematolégico de individuos
Sin y Asin con infecciones por Pv de la
Amazonia peruana.

FIGURA 2: Flujograma de trabajo del estudio epidemiologico a partir de la
informacidn colectada en los estudios transversales o tamizajes poblacionales
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11.3. Enrolamiento de individuos Sintomaticos, Asintométicos con infeccion por Pv

e individuos controles (estudio longitudinal inmunoldgico)

Los participantes de los estudios transversales que fueron clasificados como
individuos Sin'y Asin y con reporte de infeccion por Pv por microscopia o gPCR
fueron invitados a participar en un pequefio estudio longitudinal para seguimiento.
al tercer y sexto mes post-enrolamiento, con el fin de evaluar la evolucion de su

respuesta inmune post-tratamiento antimalarico, (Figura 2).

En paralelo se realiz6 el enrolamiento de individuos sanos residentes de zonas
urbanas de la ciudad de Iquitos como controles. Se us6 este criterio, en base a la
premisa de que no habia forma de corroborar el reporte oral de no historial de
infeccion por malaria suministrada por individuos provenientes de las mismas
comunidades donde se realizaban los estudios transversales. Dado su contexto de
residencia, es probable que estos individuos fueran potencialmente individuos Asin
(capaces de controlar parasitemias debajo del umbral de deteccion de las técnicas
de diagnostico empleadas en el estudio) al momento de la toma de muestra (52).
Por motivos de financiamiento, logistica y duracion de tiempo de la tesis, solo
podiamos realizar seguimientos al tercer y sexto mes, para monitoreo de la
evolucion de infeccion por Plasmodium en estos individuos, y dependiamos de la
informacidn brindada por los participantes durante la encuesta epidemioldgica para
monitorear su historial de exposicion a infeccion. Por tanto, se decidioé usar como
controles a individuos sanos residentes en zonas urbanas de la ciudad de lquitos,
con probabilidades de exposicion a contextos endémico de malaria de acuerdo
actividades o historial de movilizacion, pero con menos riesgo o probabilidad de

tener una infeccion por Plasmodium durante el transcurso del estudio por residir en

52



un area donde no existe transmision activa de malaria. El disefio de estudio es
similar al descrito por Almeida et al., 2021 en base a una decisién en consenso por
parte de los investigadores del proyecto inmunoldgico del ICEMR, con el fin de
hacer los estudios inmunolégicos realizados en Brasil y Peri comparables entre si

(21) (Figura 3).

Los participantes de los TP con resultado positivo a infeccion por Pv por gPCR y/o
microscopia fueron invitados a participar en un estudio longitudinal por 6 meses si
cumplian con los criterios de inclusion. Los criterios generales de exclusion fueron
estar embarazada, diagndstico de infeccion mixta detectados por qPCR o
microscopia, e informe oral de antecedentes de enfermedades crdnicas o infecciosas
comunes como diabetes, HIV o inmunosupresion. Los individuos Pv Asin no
presentaron sintomas comunes de malaria durante los siete dias previos al TP,
tuvieron un resultado de microscopia positivo o negativo a Pv y un resultado de
gPCR positivo a Pv en el momento de la TP (D0) o cualquiera de los dias de
seguimiento (D7, D14, D21), ademas no reportaron antecedentes de tratamiento
antimalarico durante el Gltimo mes (89,90). Los individuos Pv Sin se clasificaron
como personas que presentaban al menos un sintoma de malaria (fiebre, dolor de
cabeza y escalofrios), un resultado de microscopia positivo o negativo para Pv y un
resultado de gPCR positivo para Pv en el momento del TP (DO0) o cualquiera de los

dias de seguimiento (92) (Figura 3).

Los controles sanos fueron individuos con residencia en la ciudad de Iquitos, sin
antecedentes de tratamiento antimalarico o historial de infecciones por malaria

durante los Ultimos tres afios, tuvieron resultados negativos a infeccion por
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Plasmodium spp. por microscopia y qPCR, y durante la entrevista no informaron

de antecedentes de comorbilidades o infecciones crénicas (Figura 3).

El dia de coleccion de muestra, se invit6 a los individuos Sin (n = 49) y Asin (n =
29) con infeccion por Pv e individuos de controles (n = 30) a donar 60 mL de sangre
para ensayos inmunoldgicos, y pruebas de laboratorio clinico bioquimicas
hematoldgicas. Un médico llevé a cabo una evaluacion médica completa antes de
la coleccion de la muestra. Después de la toma de muestra, los individuos Sin con
infeccion por Plasmodium spp., detectados por microscopia 0 gPCR en el DO o
cualquier dia del seguimiento, fueron referidos a los centros de salud para recibir
tratamiento adecuado inmediato, siguiendo las Directrices del Ministerio de Salud
del Pert (109). A todos los individuos Asin se les indicé que buscaran atencién
médica en un centro de salud en caso presentaran sintomas durante el periodo de
seguimiento, las muestras para el estudio fueron colectadas antes de que las
personas recibieran tratamiento antimalarico. Después de la coleccion de muestras,
todos los participantes con resultado positivo a infeccion por Plasmodium por g°PCR
fueron referidos al centro de salud mas cercano para recibir tratamiento
antimalarico siguiendo las Directrices del Ministerio de Salud del Per (109). El
tratamiento por infeccion por Pv de malaria no complicada en adultos fue llevado a
cabo mediante la administracién de Cloroquina 10 mg/Kg los dias 1y 2, y 5 mg/Kg
el dia 3, méas Primaquina 0.5 mg/Kg/dia durante siete dias; la infeccion por Pf en
malaria no complicada en adultos se traté usando Mefloquina 12.5 mg/Kg/dia por
2 dias, mas Artesunato 4 mg/kg/dia por 3 dias, mas Primaquina 0.75 mg/Kg/dia por

1 difa (109).
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Como estrategia paralela para alcanzar nuestro tamafio muestral en un periodo de
tiempo mas corto, también se reclutaron a individuos con infeccion por Pv Sin
mediante deteccion pasiva de casos en diferentes centros de salud de la ciudad de
Iquitos (n = 10/49). Luego de la toma de muestra para el estudio, los participantes
recibieron atencion inmediata y el tratamiento adecuado en los centros de salud,

siguiendo las Directrices del Ministerio de Salud del Per( (109).

Adicionalmente los participantes del estudio fueron seguidos al mes 3 (M3) y mes
6 (M6) post-enrolamiento. Durante estos puntos de seguimiento se colecté 20 mL
de sangre total por individuo para monitoreo de infeccidn por Pv por microscopia
y gPCR vy estudios inmunoldgicos. Debido a la pandemia del COVID-19, los
seguimientos se vieron interrumpidos drasticamente. En total, solo se pudo realizar
seguimientos al M3 a 22 individuos y 21 individuos al M6 (Tabla 1). Todos los
individuos a los cuales pudimos realizar los seguimientos no tuvieron sintomas y
no se les detectd infeccién por Plasmodium spp. por microscopia o gPCR al
momento de toma de muestra a excepcion de uno como indicado en la Tabla 1. No
se pudo realizar coleccidn de muestras correspondiente al sequimiento de M3 a los
individuos controles debido a restricciones de actividades por la pandemia del

COVID-19 (Tabla 1).
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CAPITULO 1(Parte 2): Criterios de enrolamiento de individuos SIN, ASIN con infeccion por P. vivax
(Pv) e individuos Controles endémicos para estudio longitudinal inmunoldgico

Criterios de exclusion

SIN (n=49)
« Deteccion de infeccion por P vivax (Pv) por + Embarazo P "
gPCR y/o microscopia* « Deteccion gle infeccion mixta por Plasmodium spp. por gPCR y
microscopia

« Reporte de fiebre, dolor de cabeza y escalofrios -

+ Reporte oral de enfermedades cronicas
*Todos los individuos con sintomas y con diagnéstico positivo por (Diabetes, VIH, inmunosupresion)
microscopia o qPCR al DO o durante los seguimientos fueron
referidos a un centro de salud para recihir tratamiento antimalérico,
previa toma de muestra para el estudio.

Procedimientos de seguimientos
(estudio longitudinal inmunolégico)

Dia de

« Deteccion de infeccion por P vivax (Pv) por tami;aje — L
gPCR y/o microscopia poblacional / Seguimientos Seguimientos /511/
* No presencia de sintomas comunes a malaria (TP)

SIN/CONTROLES
« Seguimiento una vez por semana hasta DIA

21(D21)
.
*Todos los individuos asintométicos con diagndstico positivo por

microscopia o que se volvieron sintométicos durante los

seguimientos y con diagnéstico positivo por microscopia o gPCR Encuesta Microscopia qPCR
fueron referidos a un centro de salud para recibir tratamiento Redcap
antimalarico, previa toma de muestra para el estudic. -
S
e u
*Los individuos que permanecieron asintomaticos durante todos S’ .. .
los seguimientos, y con diagndstico positivo a malaria por gPCR, p—— 1 \ \

fueron referidos a un centro de salud para recibir tratamiento [ .—l
antimaldrico, previa toma de muestra para el estudio.

Toma de muestrade  Toma de muestra de

60 mL de sangre 20 mL por
Controles Iquitos (n=30) total por participante  participante para
para estudios estudios
« Diagnostico negativo a malaria por microscopia bioquimicos/ inmunolégicos
y qPCR hematoldgicos e
+ No reportes de malaria durante los dltimos 3 inmunolégicos

afios
+ No reportaron historial de cormobiridades

FIGURA 3: Esquema resumen de los criterios de inclusion y exclusién para el
enrolamiento de individuos Sin, Asin con infeccion por P. vivax e individuos
controles.

Tabla 1. Tabla resumen del nUmero de individuos con seguimientos realizados
durante el estudio longitudinal.

Estatus
participante

MES 3 post-
enrolamiento
(M3)

MES 6 post-
enrolamiento
(Mo)

ASIN (n =29)
SIN (n =49)

Controles Iquitos
(n=30)

TOTAL

13
9

0

22

6*
3

12

21

* 1 de los 6 individuos con seguimiento al sexto mes post-enrolamiento, se le
detecto infeccion por Pv al momento de la coleccion de muestra. El resto de los
individuos a los cuales pudimos realizar los seguimientos no tuvieron sintomas y
no se les detecto infeccién por Plasmodium spp. por microscopia o qPCR al
momento de toma de muestra.
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I11.4. Procedimientos de laboratorio

11.4.1. Microscopia Optica: Las Id&minas de gota gruesa y frotis sanguineo fueron
fijadas en metanol y tefiidas durante 10 minutos con solucion de Giemsa al 10 %.
La densidad de parésitos se calculd después de contar el nimero de parésitos en un
total de 200 glébulos blancos en la gota gruesa, asumiendo una concentracion de
8000 globulos blancos/uL. Las laminas fueron leidas en el sitio de coleccion y luego
nuevamente por un experto en microscopia en nuestro laboratorio satélite en la
ciudad de Iquitos. Una lamina se declaraba negativa si no se encontraban parasitos
de malaria después de examinar 200 campos (110). Se realiz6 un control de calidad
a ciegas para todas las ldminas positivas y el 10% de ld&minas negativas elegidas al
azar, por un microscopista experto del Laboratorio de Referencia de la Direccion
Regional de Salud de Loreto (DIRESA). Los resultados discordantes fueron

reevaluados por un segundo microscopista experto senior.

11.4.2. PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR): Se uso6 el Kit E.Z.N.A.® Blood
DNA Mini Kit (Omega Bio-tek®, Georgia, EE. UU.) para extraer ADN gendémico
de 40 pL de paquete globular con EDTA o 0.72 cm? de papel de filtro impregnado
con sangre total, usando las instrucciones del fabricante con ligeras modificaciones
(adicion de tampén TEN (20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 2 mM EDTA, pH 8.0; 0.2 M
NaCl) complementado con SDS 10 % p/v). EI ADN extraido se almacend a 4 °C

para su uso inmediato y a -20 °C para analisis posteriores.

La deteccion de Plasmodium spp. en las muestras de papel filtro y paquete globular
se realiz6 mediante una qPCR dirigida a la deteccion del gen mitocondrial
citocromo oxidasa 111 (COX-I1I) (216 pb) de Plasmodium spp. mediante SYBR

Green. Brevemente, se mezclaron 5 pL. de ADN extraido con 0.2 uM de los
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siguientes cebadores COXIIIF: 5’-CGGTAGATAGGGAACAAACT-3’ vy
COXIIIR: 5’-CTTTGCCTGGAGGTTACG-3’; 12.5 pL de PerfeCTa® SYBR®
Green FastMix® y 6.5 puL de agua de grado PCR por reaccion. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador Real-Time PCR CFX96TM Bio-Rad (Bio-Rad,
EE. UU.) utilizando las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 3 min, seguida de una amplificacion durante 45 ciclos de 15 s a 95 °C, 15
sa60°C, y 15 sa 68°C, y una extension final de 3 min a 70°C. A la amplificacion
le siguié inmediatamente un programa de fusion que consistia en un aumento
gradual de la temperatura de 70 °C a 90 °C con un aumento de 0.5 °C/s hasta un
total de 5 s. Se agregaron controles positivos, negativos y blancos a cada placa. Se
afiadio el mismo control positivo a cada placa para garantizar la comparabilidad
entre ensayos. El analisis de las diferencias en las curvas de fusién proporcion6 una

diferenciacion precisa entre muestras positivas y negativas a Plasmodium spp.

Las muestras positivas a Plasmodium spp. fueron procesadas luego en otro g°PCR
para la identificacion de especies Pv y Pf mediante la deteccion de la subunidad
pequefia del ARNTr (18S) de las mismas, usando las sondas descritas anteriormente
con pequefias modificaciones (111,112). Brevemente, se mezclaron 5 pL. de ADN
extraido con 0.1 uM de los cebadores 5'- GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA
-3'y 5 - AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA - 3. Ademas, se agregaron
las siguientes sondas Tagman especificas de especie en reacciones separadas: Pv 5’
VIC — AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT- QSY 3’y Pf
5" FAM - AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT — Q SY 3" a una
concentracion de 0.08 puM. Finalmente, se agregaron 10 uL de TagMan™

Environmental Master Mix 2.0 (Applied Biosystems) y 4.44 uL de agua de grado
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molecular por reaccion. Las reacciones se realizaron en un termociclador Real-
Time PCR CFX96TM Bio-Rad (Bio-Rad, EE. UU.) utilizando las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 min y una amplificacion
durante 45 ciclos de 15 s a 95 °C, 60 s a 60°C. Se prepararon diluciones en serie a
partir de muestras estandares de pacientes con diagnostico confirmado por mono-
infeccion de Pfy Pv (producidos y distribuidos por la OMS y el Instituto Nacional
de Estandares Bioldgicos y Control (Potters Bar, Hertfordshire, Inglaterra, 3QG)) a
cinco concentraciones entre 20 y 2 par/uL. Se utiliz6 una curva estandar para

calcular el numero de par/uL en una muestra de sangre (22,113).
11.4.3. Laboratorio clinico:

Se evaluaron los siguientes pardmetros de laboratorio clinico hematoldgico:
leucocitos, glébulos rojos (GR), hemoglobina (Hb), hematocrito, plaquetas,
volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM),
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), neutréfilos, linfocitos,
monocitos, eosindfilos y basofilos. También se evalu6 los siguientes parametros
clinicos bioquimicos: alanina transaminasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST), urea, creatinina, fosfatasa alcalina (FA), bilirrubina, bilirrubina directa,
bilirrubina indirecta, gamma-glutamil transpeptidasa, glucosa, proteinas, potasio, y
sodio. El analizador hematoldgico automatizado Pentra 60C (Horiba, Kioto, Japon)
y el analizador automatizado Cobas c311 (Laboratorios Roche, Basilea, Suiza)
fueron usados para medir los analitos hematoldgicos y biogquimicos,
respectivamente. Los 26 analitos se midieron utilizando Kkits comerciales

recomendados para la misma marca de analizadores automatizados. Para la
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evaluacion se aplicaron valores de referencias internacionales. Todos los

procedimientos siguieron las normas de control de calidad de laboratorio clinico.
I1.5. Andlisis de datos

Los datos se analizaron utilizando el software estadistico R (Version 4.0.0) y el
software RStudio (Version 1.2.5042) y los paquetes de modelos "rstatix", "stats",
"epiR"y "UTPetR". Para todos los andlisis, los valores de p < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos. Para los estudios transversales, se utilizé la prueba
exacta de Fisher para evaluar las diferencias en la proporcion de casos de malaria
en los momentos de TP en las comunidades con més de una TP. Los analisis
univariados y multivariados se ajustaron a variables socio demograficas como:
sexo, edad, tipo de infeccidn, estacionalidad, historial de viajes y ocupacion; y de
caracteristicas de vivienda: como estacion, numero de dormitorios, tipo de material
de construccion en techo y piso, fuente agua, ultima fumigacion y uso de
mosquiteros impregnado o no impregnado. El andlisis de regresion logistica
multivariable solo incluyé factores del analisis univariable con resultados
significativos de valor p <0.25 (103). Los modelos predictivos finales mostraron
todas las variables potenciales significativamente asociadas con infeccién Asin por
Pv (valores p <0.05). Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para comparar los
resultados entre los grupos de estado clinico (Asin, Sin y controles), y la prueba de

Dunn y post-hoc cuando era necesario.

El andlisis geografico se realiz utilizando el programa QGis (v. 3.03) y los
paquetes de R 'sp', 'spdep' y 'sf'. Primero, se construyeron mapas de calor con el
namero de casos de malaria Pv Sin y Pv Asin confirmados por gPCR por casa en

cada comunidad empleando una estimacién de densidad kernel (KDE) en QGis. Se
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evaluo la autocorrelacion espacial global del nimero de casos Asin en cada sitio
mediante el calcul6 del | Global de Moran. Se uso el | Local de Moran y Getis Ord
para evaluar la autocorrelacion espacial local del nimero de casos Asin en cada
sitio (114). Si una comunidad tenia més de una visita, se calcularon los indices para
cada una de ellas. Como nuestro conjunto de datos estaba compuesto por
coordenadas, definimos a los vecinos por la distancia entre ellos. Para evitar hogares
aislados (sin vecinos), calculamos la distancia umbral a la que se encontraba
cualquier punto que tuviera al menos un vecino dentro de su propia comunidad. A
partir de aqui, realizamos 99 999 permutaciones de la cadena de Markov Monte
Carlo (MCMC) para evaluar la significancia de nuestro indice global de Moran.
Finalmente, para evaluar la autocorrelacion espacial local, calculamos el I local de
Moran y Getis Ord utilizando la misma distancia minima para cada comunidad y
corrigiendo por la razén de descubrimientos falsos (FDR). Este proceso nos
permitio clasificar las casas en cinco categorias: Alto - Alto, casas con un alto
naimero de casos Asin rodeadas de un alto nimero de Asin; Bajo - Bajo, casas con
bajo nimero de casos Asin rodeadas de casas con bajo numero de Asin, valores

atipicos, Alto — Bajo, Bajo — Alto y no significativo (ns) (82,103).

11.6. Etica:

Los estudios con participantes humanos fueron revisados y aprobados por el Comité
de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Lima, Per(). Los
participantes dieron su consentimiento informado por escrito al inicio del estudio
durante los TP (cddigo SIDISI 101518 aprobado el 27/10/2017) y para participar

en el estudio longitudinal (cddigo SIDISI 101497 aprobado el 26/10/2017).
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I11.  RESULTADOS

I11.1. Caracteristicas sociodemograficas y del hogar de la poblacion

Un total de 2159 personas (>18 afios) y 688 hogares de 13 comunidades, con
diferentes condiciones de vida de la Amazonia peruana (Anexo 1y 2) participaron
en los 11 estudios transversales realizados entre 2018 y 2021. EI 50.7% (1094/2159)
eran mujeres, la mediana de edad de los participantes fue 43 afios (IQR = 31 — 57
afios). EI 50.4 % (1088/2159) reporto tener educacion primaria, oscilando entre el
33.8% y el 71.7% en las comunidades, y el 34.0 % educacion secundaria
(734/2159). Mas de la mitad de los participantes (57.2 %, 1236/2159) reportaron
trabajar en actividades al aire libre, como la tala, la pesca o la agricultura. La
mayoria de los participantes no informaron el historial de viajes fuera de sus

comunidades durante el mes anterior al TP (66.9%, 1444/2159) (Anexo 1).

Mas de la mitad de los hogares seleccionados tenian la caracteristica de tener al
menos una habitacion con cuatro paredes y un techo (62.9 %, 433/688), poseian al
menos un dormitorio (52.6 %, 362/688) y no mas de dos camas (53.1 %, 365/688)
por casa. EI material predominante para paredes y pisos fue la madera en 91.9%
(632/688) y 57.6% (396/688), respectivamente; los techos eran principalmente de
calamina o estafio (69.6%, 479/688). La disponibilidad de agua potable era escasa
en la mayoria de las comunidades (4.1 %, 28/688), y la principal fuente de agua
para beber se obtenia de los rios adjuntos o de la lluvia (53.1 %, 365/688). La
proporcion de hogares que poseian mas de un mosquitero tratado con insecticida
fue alta (80.4 %, 553/688), y una baja proporcién de residentes informd que sus

casas fueron rociadas con insecticida (34.0 %, 234/688) (Anexo 2).
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I11.2. Las infecciones asintomaticas por Pv son predominantes y no se detectan en

los diagnosticos rutinarios para deteccion de malaria

A lo largo del estudio, el diagndstico microscépico subestimé el nimero de
infecciones por Pv hasta en seis veces en comparacion a los resultados obtenidos
por gPCR (2% (45/2159) frente a 11.4% (246/2159)); por lo tanto, gPCR fue usado
como método de referencia para la confirmacion de infecciones por Pv para todos
los andlisis (Figura 4, Anexo 3). En general, dos de cada tres infecciones detectadas
por gPCR fueron Asin (66.7%, 164/246). Las infecciones Asin se detectaron
principalmente durante la estacion seca o vaciante de rios 70.7% (116/164).
Curiosamente, la mayoria de los individuos Asin fueron del sexo masculino 53.7%
(88/164), mayores de 48 afios (30.5%, 50/164), y presentaron parasitemias

submicroscopicas 82.9% (136/164).

San José de Lupuna fue la comunidad con mayor nimero de infecciones por Pv
(25.4% (31/122), en junio/julio de 2019); sin embargo, seis meses después, entre
enero/febrero de 2020, esta prevalencia disminuyé significativamente al 11.5%
(15/130) (prueba exacta de Fisher, p = 0.005) (Figura 4, Anexo 3). La proporcién
de infecciones Asin detectadas por gPCR disminuyé (77.4% (24/31) frente a 60%
(9/15)) durante el altimo TP, y la proporcion de infecciones Sin se duplicé (22.6%
(7/31) frente a 40% (6/15)) (Anexo 3). EI nimero de infecciones por Pv en la
comunidad Libertad también disminuy6 significativamente desde septiembre de
2019 (23.4%, 22/94) a octubre de 2021 (2.6%, 3/114) (prueba exacta de Fisher, p <
0.001) (Figura 4). Sin embargo, la proporcion de infecciones Asin (64%, 14/22 y
67%, 2/3) y Sin (36.4, 8/22 y 33%, 1/3) detectadas por qPCR permanecieron

constantes durante el primer y el ultimo TP respectivamente (Anexo 3). La misma
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tendencia se observd en la comunidad de Urco Mirafio, manteniéndose un alto
porcentaje de infecciones Asin (86%, 6/7 y 100%, 5/5) en noviembre/diciembre

2019 y marzo 2020 respectivamente (Figura 4, Anexo 3).

Es de notar que el porcentaje de infecciones por Pv apenas se redujo en la
comunidad de Santa Rita, de acuerdo a los resultados de los TP realizados entre
noviembre/diciembre de 2018 (23.3%, 32/137), junio/julio de 2019 (22.7%,
25/119) y enero/ febrero de 2020 (19.9%, 29/146) (prueba exacta de Fisher, p =
0.7902), demostrdndose la persistencia de transmision de malaria en esta
comunidad especifica en comparacion a las otras comunidades (Figura 4). La
proporcion de infecciones Sin y Asin fue mas dinamica en esta comunidad,
variando en un rango de 59.4% (19/32) a 72% (18/25) a 48.3% (14/29) para Asin 'y
de 40.6% (13/32) a 28% (7/25) a 51.7% (15/29) en el caso de infecciones Sin
(Anexo 3). Debido a los criterios de seleccion de los sitios de estudio y las
restricciones de la pandemia de COVID-19, solo pudimos realizar un TP para el
resto de las comunidades. Las comunidades de Primero de Enero (100%, 5/5),
Huaman Urco (77,8%, 14/18) y Llanchama (42.9%, 9/21) presentaron la mayor
prevalencia de infecciones Asin (Anexo 3). En general, durante este estudio, las
infecciones Pv fueron de prevalencia baja, predominantemente submicroscopicas

(82.9%, 201/246), y asintomaticas (66.7%, 164/246) (Anexo 3).
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FIGURA 4. Porcentajes de infecciones por P. vivax y sus respectivos intervalos de
confianza al 95%, segun el método de deteccion [qPCR (A) y microscopia (B)] y de
acuerdo con estado clinico (Asin y Sin) de las comunidades con multiples TP durante
todo el estudio. En corchetes se visualizan los resultados de las comparaciones entre
las mismas categorias por TP *p<0.,05, **p<0.,01, ****p<0.,0001, ns, no
significativo, prueba de Kruskal Wallis, pos hoc: prueba de Dunn. TLL, temporada de
lluvias; TS, temporada seca.

Los analisis espaciales usando el | Global de Moran no revelaron la presencia de puntos
calientes o agrupacion geoespacial de individuos Asin con infeccion por Pv durante los
TP (Tabla 2). Los analisis geoespaciales locales usando Getis-Ord, revelaron la
ubicacién de solo un punto caliente de casos Asin en la comunidad de Urco Mirafio
durante el TP8 (Anexo 4). Los analisis geoespaciales usando el indice local de Moran
identificaron puntos criticos visuales, pero no significativos de casos Asin por casa en
comunidades como Santa Rita (TP2, TP4 y TP7), San José de Lupuna (TP4 y TP7),
San Pedro (TP7) y Libertad (TP5y TP11). Simultdneamente, Urco Mirafio, Tarapoto,
Llanchama, Primero de Enero, Puerto Alegre, Huaman Urco y Centro Fuerte mostraron
una distribucion uniforme de estos casos, con puntos discretos a lo largo de la extension
de la comunidad. La comunidad Lago Yurac Yacu no presentd ningun caso Asin

durante el octavo TP (TP8) (93).
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TABLA 2. Resultados de la autocorrelacion espacial global sobre el nUmero de
casos asintomaticos de P. vivax por vivienda

Comunidad | TP | Fechas N° Distancia | Global valor p
Casas | umbral Moran's |
(m)

Tarapoto 1 | Agosto- 33 284 -0,051751 | 0.6826
Setiembre
2018

Santa Rita 2 | Agosto- 66 76 -0.088259 | 0.8673
Setiembre
2018

Llanchama 3 Abril-Mayo | 35 337 -0.088146 | 0.8871
2019

Santa Rita 4 Junio-Julio | 56 68 0.052678 0.1716
2019

San José de |4 | Junio-Julio |58 154 -0.087922 | 0.9618

Lupuna 2019

Libertad 5 Setiembre 43 1148 -0.09498 0.8593
2019

Primero de |5 Setiembre 16 241 -0.055455 | 0.4788

Enero 2019

Puerto Alegre | 5 | Setiembre | 29 293 -0.035856 | 0.6352
2019

Huaman Urco | 6 Noviembre- | 54 409 -0.018318 | 0.4184
diciembre
2019

Urco Mirafio | 6 Noviembre- | 49 98 -0.071699 | 0.7115
diciembre
2019

San José de |7 Enero- 64 63 -0.061181 | 0.672

Lupuna febrero
2020

Santa Rita 7 Enero- 69 114 -0.017692 | 0.4703
febrero
2020

San Pedro 7 Enero- 46 58 0.00027952 | 0.3839
febrero
2020

Salvador * 8 Marzo 2020 | 80 - - -
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Lago 8 | Marzo 2020 | 29 - - -

Yuracyacu *

Urco Mirafio | 8 Marzo 2020 | 48 107 -0.04413 0.5558

Libertad * 9 Junio-Julio | 56 - - -
2021

Urco Mirafio |9 Junio-Julio | 51 215 -0.011814 | 0.09763
2021

Centro Fuerte | 10 | Setiembre 37 1266 -0.043627 | 0.8889
2021

Libertad 11 | Octubre 54 1148 -0.029374 | 0.8627
2021

*No se detectaron casos asintométicos durante los TP, por tanto, no fue posible
realizar el analisis de autocorrelacién espacial

I11.3. Factores sociodemograficos asociados a infeccion asintomatica por Pv

Se realiz6 un analisis multivariable ajustado para determinar la asociacion de
factores como: estacion, sexo, edad, estado de diagndstico, antecedentes de viaje y
ocupacion, a infeccion Asin por Pv. Encontramos que las infecciones de Asin no
estaban asociadas a la época de lluvias (odds ratio ajustado [AOR] = 0.56, IC del
95% [0.32 - 0.96], p=0.370). Tampoco encontramos asociacion con variables como
sexo, edad, ocupacion, ni antecedentes de viaje en el mes anterior. Ademas,
abordamos la relevancia de las caracteristicas del hogar para la presencia de al
menos un miembro de la familia Asin por casa mediante la realizacion de un
segundo andlisis multivariable ajustado. Los individuos Asin se encontraron
principalmente en casas con paredes de madera (AOR = 6.07, 95% CI [1.81 -
21.44], p=0.004). Curiosamente, incluso el tener un mosquitero sin insecticida
ejercio un efecto protector en las casas ya que estas familias tenian un 56% menos
de probabilidad de presentar un miembro de la familia Asin (AOR = 0.44, 95 % CI

[0.20 — 0.94], p=0.039).
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I11.4. Evolucion de las caracteristicas clinicas de las infecciones sintomaticas y

asintomaticas por P. vivax en la Amazonia peruana

De las 82 infecciones Sin identificadas durante el estudio transversal, el 91.5%
(75/82) de las personas experimentaron dolores de cabeza (Kruskal wallis test, p
<0.0001) vy solo el 23.2% (19/82) informaron fiebre; el 18.3% (15/82) informo
mareos y el 17.1% (14/82) dolor muscular. Otros también informaron malestar
general (17.1%, 14/82) y escalofrios (14.6%, 12/82), y sintomas como pérdida de
apetito, dolor abdominal, fatiga, dolor de estémago, diarrea y dolor en los ojos. El
86% (141/164) de los participantes Asin no reportaron sintomas cominmente
asociados con malaria; sin embargo, reportaron sintomas como dolor muscular
(6.7%, 11/164), mareos (4.3%, 7/164), malestar general (2.44%, 4/164) y dolor

ocular.

De los 246 individuos infectados con Pv detectados por gPCR durante las TP (D0),
solo 78 individuos aceptaron participar en el estudio y donar sangre ultimo dia de
seguimiento para ensayos inmunolégicos, hematoldgicos y bioquimicos. EI 44.9%
(35/78) se clasificaron como Sin en DO; sin embargo, el 17.9% (14/78) de los
individuos Asin clasificados como tal el DO experimentaron sintomas de malaria
durante las semanas de seguimiento (28.6% (4/78) en el D7, 21.4% (3/14) en el
D14, 21.4% (3/14) en el D21) y 28.6% (4/14) en el ultimo dia de coleccién de
muestras y, por tanto, fueron agregados al grupo sintomatico. El 37% (29/78) de los
individuos permanecieron Asin durante todos los seguimientos; dentro de este
grupo, cinco infecciones (17.2 % (5/29)) se volvieron detectables por microscopia
(40% (2/5) en el D7y 60% (3/5) en el D14) (Tabla 3). En resumen, se enrolaron 29

individuos Asin, 49 Sin'y 30 controles.
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Tabla 3. Resumen de cambio de estatus de individuos Asin a Sin en el transcurso
de los 21 dias de seguimiento

Estatus | DO (%) D7 (%) D14 (%) | D21 (%) | Ultimo diade
seguimiento
Sin 35 (45%) | 39(50%) | 42 (54%) | 45 (58%) 49 (63%)
Asin 43 (55%) | 39 (50%) | 36 (46%) | 33 (42%) 29 (37%)
Total | 78 (100%) | 78 (100%) | 78 (100%) | 78 (100%) 78 (100%)
ElI DO, los individuos con infecciones Asin demostraron parasitemia

significativamente menores por qPCR (mediana=1.22 par/uL, 1QR:0.31-5.58) en
comparacion con las infecciones Sin (mediana=31.49 par /uL, IQR:6.01-5268.62)
(prueba Kruskal-Wallis, p<0.001). Otro hallazgo clave fue la fluctuacion de la
parasitemia en los individuos Asin durante el seguimiento. EI 17.2% (5/29) de las
infecciones Asin por Pv detectadas inicialmente por qPCR durante los seguimientos
se volvieron detectables por microscopia, pero siguieron siendo Asin. Los
individuos que permanecieron Asin durante todas las semanas de seguimiento (n =
29) presentaron una parasitemia significativamente menor (mediana=0.79 par/uL,
IQR:0.27-2.74) por gPCR en comparacién con los individuos gque se volvieron Sin
(n = 49, mediana=54.55 par/pL, IQR:6.49 -6432.33) el dltimo dia de toma de
muestra (prueba de Kruskal-Wallis, p<0.001). Solo se detectaron gametocitos en
infecciones por Pv Sin por microscopia (mediana = 1862.1 par/uL, IQR: 841 —
4043.55). La falta de deteccidn de gametocitos para infecciones por Asin se debid
a que estas parasitemias estaban por debajo del umbral normal de cuantificacion
microscopica. Durante este estudio, no se realiz6 RT-qPCR para cuantificacion de

ARNmM de gametocitos Pv (115).
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I11.5. Caracteristicas bioquimicas y hematologicas de individuos infectados por P.

vivax

Se evaluaron trece analitos clinicos bioquimicos y trece hematolégicos para los
individuos Sin (n = 49) y Asin (n = 29) con infeccidn por Pv e individuos controles
(n = 30). La mayoria de los valores de medianas de estos parametros mostraron
diferencias significativas entre los grupos de estudio, sin embargo, los resultados
estuvieron dentro del rango normal y no demostraron tener relevancia clinica
(Anexo 5, 6 y 7). En contraste, los valores de la enzima hepatica gamma-glutamil
transpeptidasa, bilirrubina total y bilirrubina directa fueron més altos y fuera del
rango normal para los individuos Sin en comparacion con los individuos Asin
(p<0.05) (Figura 5, Anexo 7). Los individuos Asin mostraron valores
significativamente més bajos y fuera del rango normal para los analitos clinicos de
hematocrito y hemoglobina (Figura 5). Estos valores fueron ain mas bajos en el
caso de las mujeres Asin en comparacién con los otros grupos de estudio (p <0.01)
(Figura 5). Se observaron niveles altos de eosinofilos para los individuos Asin en
comparacion con los individuos Sin (p <0.01) y los individuos de control (p <0.001)

(Figura 5) (93)
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FIGURA 5. Resultados maés relevantes de la comparacion de analitos clinicos
bioquimicos 'y hematoldgicos de individuos por grupo de estudio
(Sin/Asin/Controles). El area gris representa los valores de rango normal. En la
grafica se observan las medianas y Q1 y Q3 del rango interquantil (R1Q). En
corchetes se visualizan los resultados de las comparaciones por grupos de estudio
*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001, ns, no significativo, prueba de Kruskal
Wallis, pos hoc: prueba de Dunn. Sexo Masculino (M) y Femenino (F)

IV. DISCUSION

Se realizaron once tamizajes poblacionales en trece comunidades de la Amazonia
peruana entre 2018 y 2021 en busca de individuos Asin con infeccion por Pv. Los
resultados revelaron una prevalencia heterogénea de infecciones por Pv en las
comunidades [0.8% - 25.4%], donde la mayoria de las infecciones fueron Asin (66.7

%) y submicroscopicas (82.9 %).

Los resultados de los TP en las comunidades de Santa Rita, San José de Lupunay
San Pedro, ubicadas en la cuenca del rio Nanay, mostraron una mediana de
prevalencia de infecciones por Pv por qPCR de 21.3% (IC 95% [11.5 — 254]) y
1.25 % (IC 95 % [0 — 10.6]) por microscopia, donde la prevalencia mas alta se
encontrd en junio-julio de 2019 y la mé&s baja en enero-febrero de 2020. Las
proporciones de individuos Asin versus Sin infectados con Pv mostraron un

incremento del 2019 (~3.0) al 2020 (~4.5). Ademas, el anélisis de estos resultados
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revel6 un cambio del 2018 al 2020 en Santa Rita, donde la prevalencia de Pv
encontrada por gPCR disminuyd solo en un 15%, mientras que la prevalencia de Pv
encontrada por microscopia disminuy0 a la mitad. La evaluacion de las infecciones
por Pv en las comunidades de Tarapoto y Llanchama, también ubicadas cerca de la
cuenca del rio Napo, y la comunidad de Centro Fuerte (cerca del rio Momon)
mostraron resultados similares, baja prevalencia de infecciones por Pv y altas
proporciones de individuos Asin. La evaluacion de la prevalencia de malaria en
comunidades del distrito de Mazan, como Libertad, Primero de Enero y Urco
Mirafio halladas en este estudio junto con sus registros historicos (82,104,116)
también han demostrado que aunque la cantidad de infecciones por Pv detectadas
por microscopia han disminuido desde 2017, los casos de Pv detectados por gPCR
pueden ser hasta cuatro veces mas altos, siendo estos Asin y submicroscopicos. Una
contribucidn de este estudio fue la inclusion de comunidades del distrito de Mazéan
como Puerto Alegre, Huaman Urco, Salvador y Lago Yuracyacu, donde

encontramos la misma tendencia de resultados.

Debido a la falta de consenso internacional sobre la definicion de malaria
asintomatica (117), decidimos reevaluar la frecuencia y el orden de los sintomas
reportados por individuos Sin y Asin con infeccion por Pv. Un hallazgo principal
de este estudio fue que una alta proporcion de individuos reporto dolor de cabeza
como el sintoma principal, seguido de fiebre, mareos, dolor muscular, malestar
general y escalofrios. Sin embargo, la mayoria de los estudios utilizan la fiebre
como criterio principal para clasificar a los individuos sintomaticos con malaria
(106). El dolor de cabeza ha sido reportado como un sintoma clave asociado con

recurrencias de infeccién por Plasmodium ssp. en individuos del oeste de Tailandia
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(118). La mayoria de las personas Asin no informaron ningdn sintoma el DO o
durante los seguimientos, pero algunos desarrollaron sintomas como mareos, dolor
muscular y malestar general, los cuales no formaban parte de nuestros criterios de
definicién para infecciones Sin; a pesar de estos sintomas, estas personas aun

podian realizar actividades diarias.

En general, los individuos Asin mostraron una parasitemia mas baja que los
individuos Sin por gPCR (mediana = 0.79 par/pL frente a 54.55 par/pL). Resultados
de estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion en las mismas
comunidades en el 2015 estimaron una media geométrica de parasitemia de
infecciones por Pv de 90 par/uL (IC 95 % [42-190]) donde el 50 % de ellos tenia
menos de 10 par /ul (19), indicandose asi una aparente tendencia a la baja de
parasitemias en los ultimos afios en la Amazonia peruana. Las infecciones por Pv
son capaces de inducir una adquisicion méas temprana de la inmunidad clinica y un
control mas eficaz de la parasitemia en comparacion con las infecciones por Pf.
(119). Las bajas densidades de parasitos de Pv también pueden explicarse por la
preferencia de Pv de invadir reticulocitos, los cuales representan menos del 1% del
recuento total de glébulos rojos en torrente sanguineo (120). Sin embargo, trabajos
recientes también han demostrado la presencia de una proporcion sustancial de
biomasa de trofozoitos y esquizontes de Pv en los espacios extravasculares de la
médula, el bazo y el higado, lo que podria promover la condicion de malaria crénica
asintomatica (121-123). La baja prevalencia y parasitemia encontradas en la
mayoria de los sitios de estudio en este trabajo respaldan el uso de la serologia como
el siguiente paso para monitorear la prevalencia de malaria en la Amazonia peruana

a medida que trabajamos hacia la eliminacion de esta enfermedad en el Per( (124).
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Un 44.9% (35/78) de las personas fueron clasificadas como Sin el DO. EIl 17.9 %
(14/78) de las personas clasificadas como Asin al DO experimentaron sintomas de
malaria durante las semanas de seguimiento y, por lo tanto, fueron agregadas al
grupo de Sin (49/78), soloun 37% (29/78) permanecio Asin a lo largo de todos los
seguimientos. Ademas, el 17.2% (5/29) de las infecciones Asin detectadas por
gPCR se volvieron detectables por microscopia, pero permanecieron Asiny solo el
6.1 % (3/49) se convirtieron en Sin en el ultimo dia de seguimiento. Pocos estudios
longitudinales en la Amazonia han reportado datos sobre la evolucion clinica de la
parasitemias Asin (21,125,126). Lamentablemente, no pudimos alcanzar el tamafio
muestral originalmente calculado, debido a las limitaciones de trabajo de campo a
causa de la Pandemia del COVID-19. Sin embargo, hallazgos similares a los
nuestros fueron previamente reportados por Moreno-Gutierrez et al., 2018 en un
estudio llevado a cabo durante junio y julio de 2015 en el distrito de Mazan. Este
estudio encontrd que de 179 personas infectadas con Pv por gPCR, el 16.8% de las
personas Asin experimentaron sintomas de malaria durante el seguimiento. El
40.8% permanecio Asin durante todos los seguimientos, y una pequefia proporcion
(13.8%) de las infecciones submicroscépicas con resultados gPCR positivo pero
negativas por microscopia se hicieron patentes y detectables por microscopia en
visitas posteriores, lo que sugiere la persistencia de portadores submicroscopicos
del parasito (90). Durante este estudio, las densidades de parasitos en individuos Pv
Asin a menudo fluctuaron entre bajas e indetectables (29,120,127). Se requiere mas
investigacion sobre la evolucidn clinica de las infecciones Asin para aclarar el papel

de la inmunidad en estos individuos, la proteccion contra la malaria clinica y los
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mecanismos involucrados en la regulacion de infecciones subclinicas y eventos de

eliminacion esponténea del parasito (22,128).

En este estudio, las infecciones Asin prevalecieron durante la estacion seca o de
menos lluvia o llamada también vaciante de rios. Otros estudios cohorte a gran
escala también han reportado con frecuencia una alta prevalencia de infecciones
Asin por Pv durante la estacion seca con una duracion de hasta 9 meses, y
parasitemias oscilantes entre densidades ultra bajas y altas que pueden durar méas
alla de la estacion seca y que podrian convertirse en una fuente potencial de
transmision durante la temporada de lluvias (29). Dado que las personas Asin no
acuden a los centros de salud, la busqueda de portadores Asin durante la estacion
de vaciante de rios mediante herramientas seroldgicas podria ayudar en el redisefio

de estrategias mas efectivas de control y/o eliminacion de la malaria (117,129).

Se encontraron mas individuos Asin en casas con paredes de madera, y la posesion
de al menos un mosquitero no impregnado tuvo un efecto protector en la casa.
Nuestros resultados son similares a los de un estudio realizado en 2009 en personas
que vivian en el bosque del centro de Vietnam, con condiciones de vida similares a
las de los participantes de nuestro estudio (130). No obstante, en este estudio las
casas de madera fueron construidas por el gobierno, lo cual no necesariamente
reflejaba el estado socioecondmico real de los habitantes de Vietnam (130). En
nuestros sitios de estudio, las casas estan hechas principalmente de paredes de
madera, techo de hojalata y pisos de tierra, lo que refleja el bajo nivel
socioecondmico de sus habitantes, sin embargo, las paredes de madera fueron el
unico material de la casa asociado a la infeccion por malaria Asin. Curiosamente,

incluso tener un mosquitero sin insecticida por casa mostro un efecto protector de
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tener un miembro de la familia Asin, destacando nuevamente el uso adecuado de
los mosquiteros como medida de proteccion contra infeccion por malaria (130). Los
estudios actuales, llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, estan
explorando méas en detalle las caracteristicas sociodemogréficas y el
comportamiento o habitos de estos individuos en la busqueda de otros factores

asociados a la malaria Asin.

También exploramos las caracteristicas clinicas entre individuos Asin y Sin
infectados con Pv comparando sus parametros bioquimicos y hematoldgicos
Estudios previos han reportado diferentes niveles de parametros clinicos
hematoldgicos y bioquimicos en infecciones agudas por Pv, la mayoria de estos
parametros regresaron a valores normales durante la convalecencia o después de la
administracion del tratamiento antimalarico (131-137). Individuos con malaria
Asin han reportado bajo recuentos de plaquetas (<150 x 10%L) y niveles elevados
de proteina C reactiva (138,139). Recientemente, Almeida et al. 2021, no encontrd
alteraciones relevantes de parametros hematologicos y bioguimicos entre
individuos Sin 'y Asin con infeccion por Pv e individuos controles de Brasil, excepto
signos de linfopenia y trombocitopenia junto con altos niveles de Proteina C
Reactiva, asi como niveles mas bajos de colesterol en individuos Sin (21). Los
valores como plaquetas (=185 000 células/pL), proteina C reactiva (<2 mg/dL) y
bilirrubina total (<0.28 mg/dL) se han sugerido como una herramienta
complementaria para estimar la probabilidad de tener un diagndéstico microscopico

negativo a malaria (140)

Este es el primer estudio que evalta indicadores de laboratorio hematoldgicos y

bioquimicos en individuos Sin y Asin infectados con Pv de la Amazonia peruana
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versus individuos controles. Uno de los hallazgos clave fue que los individuos Asin
mostraron valores bajos de hematocrito y hemoglobina, y estos valores fueron adn
mas bajos en mujeres Asin (media Hb = 11.25 g/dL; parasitemia: mediana = 1.54
par/uL), categorizdndolas con anemia leve (141), sin embargo, no podemos
demostrar esto de manera concluyente debido al bajo tamafio muestral (n=4). La
presencia de anemia en mujeres adultas con infeccion submicroscépica por Pf ha
sido reportada previamente (142,143), sin embargo, esto aln debe investigarse para
las infecciones submicroscépicas por Pv e individuos Asin. Los altos niveles de
eosindfilos encontrados en los individuos de este estudio podrian también estar
asociados con los reportes orales de los mismos individuos de diagndstico de
parasitos intestinales en el 35 % y el 53 % de los individuos Asin y Sin
respectivamente (144). Los valores de enzima hepatica gamma-glutamil
transpeptidasa y bilirrubina fueron mas altos y estaban fuera del rango normal en el
caso de los individuos Sin en comparacién con los individuos Asin (p<0.05). Se
han reportado niveles altos de las enzimas hepéatica gamma-glutamil transpeptidasa
y fosfatasa alcalina en relacion con lesion hepética en malaria no complicada (145).
Ademas, se ha sugerido que la bilirrubinemia es un marcador comun de infeccion

aguda por Pv y un predictor de la gravedad de la infeccion (21,136,146).

Los resultados adicionales de las evaluaciones fisicas de los participantes mostraron
un indice de masa corporal normal y no se informaron higados y bazos palpables
(datos no mostrados). Por tanto, las infecciones Asin por Pv podrian pasar
desapercibidas en los examenes de rutina de laboratorio o durante evaluacion
clinica (21). Los parametros clinicos hematoldgicos y bioquimicos fuera del rango

normal en los individuos infectados con Pv pueden ser atribuibles también a las
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condiciones de vida especificas en estas areas endémicas, estado nutricional u otras
comorbilidades no reportadas por los participantes porque no lo sabian en el
momento del estudio. Este estudio demuestra que los individuos Asin aun siendo
portadores silenciosos de bajas parasitemias presentan condiciones de enfermedad.
Aunque el estudio tiene limitaciones de tamafo muestral, los resultados demuestran
la importancia de la busqueda e identificacion de individuos Asin, la cual deberia

ser incluida en los programas nacionales de control y eliminacion de la malaria.

Estudios futuros asociaran los resultados de pardmetros clinicos hematolégicos y
bioquimicos con biomarcadores de respuesta inmune innata y adaptativa en
infeccion por Pv. La generacion de més resultados sobre parametros de laboratorio
clinico hematolégicos y bioquimicos en infecciones por malaria Asin serén utiles
para su incorporacion en el disefio de algoritmos para su diagndstico, seguimiento
en la respuesta a tratamiento y diferenciacion de otras enfermedades febriles agudas

en estos entornos endémicos (107).

Una de las principales limitaciones de este estudio fue la ausencia de pruebas de
laboratorio para deteccion de otros patdgenos, la exploracién de las deficiencias de
micronutrientes y los antecedentes inmunoldgicos y genéticos de los participantes.
Esta informacién sélo fue registrada por entrevista y pudo haber sido fundamental
para la interpretacion de los parametros clinicos hematoldgicos y bioguimicos entre
individuos Sin y Asin. Estudios futuros integraran los datos epidemioldgicos con
los resultados de estudios inmunoldgicos en muestras de PBMC, plasma y suero de
los mismos individuos para caracterizar mejor la respuesta inmunolégica innata y

adquirida de los individuos Sin y Asin con infeccion por Pv en la Amazonia
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peruana. Esta informacion es relevante para aumentar el conocimiento general de

la condicién asintomética en enfermedades infecciosas.
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CAPITULO 2

Evaluacion de PvMSP8 como nuevo seromarcador de infecciones de

Plasmodium vivax en la Amazonia peruana

Articulo publicado el 2 marzo 2021 en Pathogens. doi:
10.3390/pathogens10030282.

Cita: Villasis E*, Garro K*, Rosas-Aguirre A*, Rodriguez P, Rosado J, Gave A,
Guzman-Guzman M, Manrique P, White M, Speybroeck N, Vinetz JM, Torres K,
Gamboa D. PvMSP8 as a Novel Plasmodium vivax Malaria Sero-Marker for the
Peruvian Amazon. Pathogens. 2021 Mar 2;10(3):282. doi:
10.3390/pathogens10030282. PMID: 33801386; PMCID: PMC7999794.
*Autores comparten la primera autoria
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I. INTRODUCCION:

En diferentes paises donde la malaria es endémica, se pueden lograr reducciones
importantes en la incidencia de la malaria con medidas de control intensivas e
integrales (147). Sin embargo, estas reducciones a menudo no son homogeneas en
los paises co-endémicos con infeccion por Pfy Pv, observandose cominmente un
impacto mayor y mas rapido de disminucién de casos de Pf en comparacion con Pv
(6). En linea con los objetivos de eliminacion de malaria establecidos por la OMS,
el Gobierno Peruano, ha decidido implementar él “Plan hacia la eliminacion de la

Malaria en el Per(”, con la meta de eliminar la malaria en el pais para el 2030 (148).

Desde 2017, el MINSA viene implementado medidas de control intensivas (entrega
de mosquiteros con insecticidas de larga duracion, fumigacion de casas, DAC y
tratamiento de personas con infecciones microscopicamente confirmadas) en varias
comunidades de la Amazonia peruana, con el objetivo de reducir la incidencia de
la malaria en méas del 70% (primera fase del plan). Notoriamente, el nUmero de
casos de malaria notificados en 2019 disminuy6 casi un 47% en comparacion con
el 2018, observandose un aumento en la relacion entre los casos de Pv y Pf de 3.6/1

en 2018 a 4.6/1.9 en 2019 (149,150).

No obstante, la transmision de parasitos Pv persiste en la Amazonia peruana, esto
se atribuye al porcentaje de infecciones asintomaticas y submicroscopicas aun
detectadas a la fecha, por estudios epidemiolégicos que usan herramientas
moleculares (93). Por tanto, urge la busqueda de biomarcadores de infecciones
asintomaticas/submicroscopicas que puedan ser implementadas en plataformas de

uso pragmatico como ELISAS o de punto de contacto como pruebas seroldgicas de
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diagndstico rapido, y que sirvan como herramientas complementarias de ayuda a
los Programas Nacionales de Control de la Malaria (PNCM). Recientemente,
Longley et al., 2017, haciendo uso de una plataforma seroldgica a gran escala
(Luminex®), reporto niveles de anticuerpos 1gG mas altos en 22 individuos Asin
con infeccion por Pv, enrolados en un estudio transversal en una provincia de baja
endemicidad de malaria de Tailandia, para nueve antigenos de Pv (PVX_081550,

GAMA, P12, P41, RBP1ay b, RBP2a, RBP2cNB y RBP2-P2) (64).

Dado que los anticuerpos contra las proteinas del parasito pueden persistir en la
sangre (incluso después de toma tratamiento antimalarico), estos pueden usarse
como marcadores de exposicion seroldgica (MES) para identificar infecciones en
curso y pasadas. La medicion de la exposicién reciente a malaria usando
anticuerpos podrian apoyar la toma de decisiones para mejorar o reorientar la
ejecucion de estrategias de control de malaria de forma mas eficiente (39). Los
PNCM podrian usar los MES para documentar la ausencia de transmision de
malaria en areas definidas, estratificar el riesgo de transmisiéon, evaluar el efecto de
las intervenciones, informar sobre una respuesta inmediata a los equipos de control
de malaria en el campo, e identificar potencialmente a individuos que portan

hipnozoitos de Pv y darles tratamiento (seroTAT) (94).

El primer estudio a gran escala para identificar MES para deteccion de infecciones
por Pv para el contexto de Amazonia peruana, evaluo las respuestas de anticuerpos
IgG contra més de 1328 antigenos de Pv, en muestras de plasma de individuos
sintomaticos infectados con Pv, haciendo uso de la metodologia de microarreglos
de proteinas. Los resultados apuntaron a la Proteina de Superficie del Merozoito 8

(PvMSP8) entre las cinco proteinas mas seroreactivas para esta poblacion (28).
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Tomando en cuenta estos antecedentes, para este capitulo de la tesis, decidimos
evaluar las respuestas 1gG a la proteina recombinante PvMSP8 como MES a
infeccion por Pv a nivel poblacional en la Amazonia peruana, para lo cual se usaron
1251 muestras de plasma colectadas durante un estudio transversal poblacional
realizado en siete comunidades riberefias y endémicas a malaria de la Amazonia

peruana en octubre 2018.

Asimismo, en un intento de blsqueda de biomarcadores de diferenciacion de
individuos con infeccion Asin por Pv en el contexto de la Amazonia peruana, se
decidid evaluar el posible rol de PvMSP8, como proteina capaz de generar una
respuesta diferencial de anticuerpos IgG entre individuos Sin vs Asin (43). Paraello
se procedio a evaluar la respuesta IgG en muestras de plasma de individuos Sin (n=
49) y Asin (n=29) infectados por Pv e individuos controles (n= 30), de la Amazonia
peruana, cuyas caracteristicas se describieron en detalle en el primer capitulo de la
tesis (93). Més aun, se procedi6 a evaluar la duracion de las respuestas 1gG anti-
PVMSP8 en estos individuos al tercer (n= 22) y sexto mes (n= 21) post-

enrolamiento.
I.1. Hipdtesis

La respuesta de anticuerpos IgG contra la proteina recombinante PvMSP8
producida en el sistema de expresién de proteinas eucariota, Baculovirus, sirve
como biomarcador de exposicion a infeccion por Pv y/o para distinciéon de

infecciones Sin vs Asin por Pv en la Amazonia peruana.
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1.2. Objetivos

1. Evaluar la capacidad discriminatoria de las respuestas IgG anti-PvMSP8
(medida por ELISA) como MES para deteccion de individuos con
exposicion a infeccion por Pv, a nivel de poblacional, utilizando 1251
muestras de plasma recolectadas durante un estudio transversal poblacional
en siete comunidades riberefias y endémicas a malaria en la Amazonia
peruana.

2. Evaluar la reaccion cruzada de anticuerpos IgG anti-PvMSP8 en muestras
de plasmas de individuos infectados con Pf

3. Evaluar larespuesta diferencial y duracion de anticuerpos IgG anti-PvMSP8
(medida por ELISA) entre individuos Asin vs Sin con infeccién por Py,
enrolados en un estudio longitudinal provenientes de diferentes

comunidades de la Amazonia peruana.

Il. METODOLOGIA
11.1 Poblacion, muestra u objeto de estudio

I1.1.1. Estudio transversal poblacional para evaluacion de PvMSP8 como MES a

infeccion por P. vivax en la Amazonia peruana:

En octubre de 2018 se realiz6 un estudio transversal poblacional en siete
comunidades del distrito de Mazan, que incluy6 a todos los individuos mayores de
tres afios que consintieron participar en el estudio. Las comunidades donde se
ejecuto el estudio fueron: Gamitanacocha (3.428° S, 73.318° O), Libertad (3.496°

S, 73.234° 0O), Primero de Enero (3.479° S, 73.199° O), Urco Mirafio (3.361° S,

85



73.064° 0O), Yuracyacu (3.365° S, 72.989° O), Salvador (3.444° S, 73.155° O) y
Puerto Alegre (3.510° S, 73.116° O) (Figura 1). La transmisién en el distrito de
Mazén es inestable y estacional, con picos de malaria entre mayo y septiembre
ypredominan los casos de Pv sobre los de Pf (relacion Pv/Pf: 3.5/1). En 2018 se

notifico un total de 1360 casos de malaria en este distrito (82,150).
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FIGURA 1: Mapa de las comunidades del estudio transversal
11.2 Procedimientos y técnicas
I1.2.1 Toma de muestra durante el estudio transversal poblacional

Durante el estudio transversal, a los participantes se les procedio a medir la
temperatura axilar y registrar sintomas compatibles con malaria mediante encuesta.
Luego se colectaron muestras de sangre total por puncién digital en microtubos con
EDTA (Vacutest, Kima®, Padua, Italia) para la deteccion de infeccion por

Plasmodium spp. por microscopia y gPCR. La muestra de sangre total se centrifugo
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para separar los glébulos rojos del plasma, y ambos componentes se transportaron
a4 °C desde las comunidades al laboratorio satélite de la ciudad de Iquitos, para ser
almacenados a -20 °C hasta su procesamiento. Las muestras de plasma solo se
descongelaron una vez para el inventario y una segunda vez para el procesamiento
ELISA. Un total de 1251 individuos tuvieron resultados disponibles para

microscopia, gPCR y ELISA.
11.2.2 Microscopia

Las laminas de gota gruesa y frotis sanguineo se tifieron durante 10 min con
solucién de Giemsa al 10 %. La densidad de parasitaria (parasitemia) se calculd
después de contar el nimero de parasitos asexuales en un total de 200 glébulos
blancos (GB) en la gota gruesa, y asumiendo una concentracion de 8000 GB/uL.
Las laminas de microscopia fueron leidas por un microscopista el mismo dia de
coleccion en las comunidades y luego nuevamente por un experto en microscopia
en nuestro laboratorio satélite en la ciudad de lquitos. Una lamina era declarada
como negativa si en ella no se encontraba parasitos después de examinar 100
campos (110). Un microscopista experto del Laboratorio de Referencia de la
DIRESA realizé un control de calidad a ciegas a todas las laminas positivas y el
10% de laminas negativas elegidas al azar. Los resultados discordantes fueron

reevaluados por un segundo microscopista experto senior.
11.2.3 PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR)

Se usé el kit E.Z.N.A.® Blood DNA (Omega Bio-tek®, Norcross, GA, EE. UU.)
para extraer ADN de gldébulos rojos siguiendo las instrucciones del fabricante con

ligeras modificaciones (adicion de tampon TEN (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; EDTA

87



2 mM, pH 8,0; NaCl 0,2 M) suplementado con SDS al 10 % p/v). EI ADN extraido

se almacen0 a 4 °C para uso inmediato y a -20 °C para analisis posteriores.

La deteccion molecular de Plasmodium spp., se realizé mediante un método de PCR
cuantitativo en tiempo real dirigido a la region del gen 18s rRNA del parasito,
siguiendo el protocolo reportado previamente por Manrique et al. (151). Se
utilizaron como cebadores: 5-TAACGAACGAGATCTTAA-3" 'y 5'-
GTTCCTCTAAGAAGCTTT-3'". Las condiciones de qPCR consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min, seguida de una amplificacion
durante 45 ciclos de 20 sa 95 °C,20sa 52 °Cy 30 s a 68 °C. La amplificacion fue
seguida inmediatamente por un programa de fusién que constaba de 5s a 65 °C y
un aumento gradual de la temperatura de 0.5 °C/s hasta 95 °C. El andlisis de las
diferencias en las curvas de fusidén proporcion6 una diferenciacion precisa entre las

especies de Plasmodium spp.
11.2.4 Proteina recombinante

PVMSP8 es una proteina inmunogénica conservada y codificada por un gen de una
sola copia (acceso GenBank PV X _097625) y expresada en los estadios sanguineos
asexuales de todas las especies de Plasmodium spp (152). La expresion de PvMPS8
sigui6 los procedimientos descritos previamente por Bendezu et al., (86) y no

incluyo los dominios de sefial y transmembrana.
11.2.5 ELISA

Se detectaron los niveles de 1gG total contra la proteina PvMSP8 en las muestras
de plasma colectadas durante estudio transversal utilizando el protocolo ELISA

descrito previamente (86) con ligeras modificaciones. Los pocillos de las placas de
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ELISA (Costar® High Binding), fueron recubiertos con 0.5 ug/mL de proteina
PvMSP8 en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7.4 toda la noche a
4°C. Al dia siguiente se lavo la placa una vez con 200 pL/pocillo de PBS-T (0.05%
Tween 20), se agreg6 200 pL/pocillo de solucion de bloqueo (PBS 0.1% BSA) y se
incubd por una hora a temperatura ambiente (TA). Luego, se lavaron las placas con
PBS-T tres veces y se agreg6 100 uL/pocillo de los plasmas a una dilucién 1/400
en solucion AB (0.15 M NaH 2 PO 4 (dibésico); 0.15 M Na 2 HPO 4 (monobaésico),
0.5 M NaCl; 0.05% Tween 20, 0.05% BSA, 1.5% Leche descremada) por
duplicado, y se dejé incubar las muestras por dos horas a TA. Las placas se lavaron
cuatro veces con solucién PBS-T, se adiciond el conjugado IgG total anti-Humano
con HRP (Jackson Immuno Research, West Grove, PA, EE. UU.; Cat # 109-035-
098) a dilucion 1/2000 v/v en solucion AB) y se incubd a TA protegido de la luz.
Se lavaron las placas tres veces con solucion PBS-T y se usdé como sustrato de
revelado 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina (TMB, BD OptEIA) por 7 minutos. Los
valores de densidad Optica (DO) de los pocillos se leyeron a 450 nm (en el lector de
microplacas ELISA iMARK, BioRad) y se corrigieron restando de ellos la media
de los valores de DO en pocillos en blanco (donde las muestras de plasma se

reemplazaron con solucion AB).

Los plasmas de dos individuos infectados confirmados (por mono infeccion por Pv
o Pf) se usaron como control positivo. Como control negativo se us6 una mezcla de
plasmas de cinco individuos sanos sin exposicion previa a la malaria (no
provenientes de areas no endémicas, sin historial de viajes a areas endémicas y con

resultados negativos a infeccion por Plasmodium spp. confirmados por gPCR).

11.2.6. Muestras:
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La antigenicidad de PvMSP8 se evalu6 de forma preliminar utilizando 40 muestras
de individuos con mono-infeccion por Pv confirmada mediante qPCR de la
Amazonia peruana, y se comparé con 40 muestras de individuos sanos sin
antecedentes de infeccion por Plasmodium spp., y gPCR negativa a Plasmodium
spp.

Para evaluar el rendimiento de PvMSP8 como MES (Objetivo 1) para deteccion de
individuos con exposicién a infeccion por Pv, a nivel de poblacional en la Amazonia
peruana, se procesaron mediante ELISA las 1251 muestras de plasma colectadas
durante el estudio transversal poblacional llevado a cabo en siete comunidades
riberefias y endémicas a malaria de la Amazonia peruana en el afio 2018, descritas

en las secciones de metodologia y de procedimientos de este capitulo

Con el fin de cumplir el objetivo 2, se realizé un ensayo para evaluar la posible
generacion de reactividad cruzada de anticuerpos 1gG contra la proteina
recombinante PvMSP8 en plasmas de individuos con mono-infeccién con Pf. Los
niveles 1gG anti-PvMSP8 obtenidos tras la evaluacion por ELISA de 20 muestras
de plasma de sujetos adultos senegaleses con mono-infeccién documentada por Pf
en los Gltimos 2 a 3 meses se compararon con los obtenidos en 20 muestras de
plasma de individuos de la Amazonia peruana infectados con Pf, 20 muestras de
individuos de la Amazonia peruana con infeccion por Pv confirmados por g°PCR y

20 muestras de individuos sanos.

Para el objetivo 3, se procesaron las muestras de suero colectadas durante el estudio
longitudinal descritos en el capitulo 1, y disponibles a la fecha de marzo 2022: 29
muestras de sueros de individuos Asin, 49 de individuos Sin, 30 controles de la

ciudad amazonica de Iquitos, y 22 'y 21 muestras de correspondientes a seguimiento
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al tercer (M3) y sexto mes (M6) post-enrolamiento respectivamente. Todas las
muestras correspondientes a los seguimientos tuvieron un diagnostico negativo por
microscopia y qPCR negativo a deteccion de Plasmodium spp., a excepcion una
muestra correspondiente al sexto mes post-enrolamiento, que luego fue excluida del
andlisis.

I1.3 Consideraciones éticas

El estudio se realiz6 de acuerdo con la Declaracion de Helsinki, y el protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia,
Lima, Peru (cédigos SIDISI = 101518 aprobado el 10/ 27/2017 y 101497 aprobado

el 26/10/2017).
11.4. Plan de analisis

Los datos demograficos, parasitolégicos y serologicos se ingresaron dos veces y se
cotejaron en Excel (Microsoft Corp., Seattle, WA, EE. UU.). Los andlisis se
realizaron con el software R v.2.15 (R Development Core Team, R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria) y GraphPad Prism v. 8.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.).

Para la evaluacion de muestras del estudio transversal poblacional, la exposicién a
Pv se definié como un individuo con resultado parasitolégico positivo para Pv por
microscopia y/o gPCR en el momento de la toma de muestra y en el Ultimo mes

antes de la toma de muestra (antecedente de malaria).

Se usaron modelos logisticos de validacion cruzada para evaluar la relacion entre
las respuestas antigeno-anticuerpo (es decir, DO) y el historial de exposicion a Pv

(expuesto/no expuesto) utilizando un método de remuestreo (100 veces), mediante
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el cual dos tercios de las muestras de plasma fueron seleccionado al azar para
entrenamiento del modelo, y el tercio restante para evaluacion. La validacion
cruzada de las curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) se
promediaron utilizando el paquete ROCR en R para caracterizar las
compensaciones de sensibilidad/especificidad del clasificador binario. Las &reas
bajo la curva (AUC) con el correspondiente 95 % de DeLong IC [62] evaluaron la

eficiencia discriminatoria del modelo.

Para cada muestra, se calculé la diferencia entre la DO de cada muestra y la media
de la DO de los controles negativos (mezcla de plasmas de cinco individuos sanos
sin historial de malaria y con resultados negativos a infeccion por Plasmodium spp.
confirmados por gPCR). Se uso el valor de tres desviaciones estandar (DE) del valor
medio correspondiente de los controles negativos, para la clasificacion
dicotomizada de las muestras como seropositivas (mayor que o igual al limite de 3
DE, valor de corte DO > 1.0) y seronegativas (menor que el limite de 3 SD) (62).
Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para evaluar las diferencias en los valores de
DO entre los grupos para la evaluacion de antigenicidad de la proteina PvMSP8 y
reaccion cruzada. Las diferencias de niveles de anticuerpos entre individuos Sin,
Asin y controles y seguimientos al mes 3 y mes 6 post-enrolamiento se evalud
mediante las pruebas de Kruskal-Wallis, la prueba de Dunn y post-hoc cuando era
necesario. Los datos con un valor de p < 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.

Se calcularon los indicadores de rendimiento de los resultados seroldgicos
dicotomizados (seropositivos 0 seronegativos) para la identificacion de la

exposicion a la malaria (es decir, sensibilidad (Sn), especificidad (Sp), valor
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predictivo positivo (PPV) y valor predictivo negativo (NPV)), y sus intervalos de
confianza (IC) bilaterales del 95% estimados mediante el método de puntuacion de

Wilson.
I1l. RESULTADOS

I11.1. Evaluacion de antigenicidad y reaccion cruzada de la proteina PvMSP8

producida en el sistema de expresion Baculovirus

La proteina recombinante PvMSP8 fue producida en el Laboratorio de Malaria de
la UPCH utilizando el sistema de expresion de proteinas eucariote, Baculovirus.
Los ensayos de inmunotransferencia de la proteina o western blots, utilizando un
anticuerpo de deteccion anti-His, confirmaron la presencia de una banda de ~ 54
kDa, correspondiente al peso molecular de PvMSP8 (Figura 2A). Se obtuvo 0.428
mg/mL de proteina en un volumen de cultivo celular de Spodoptera frugiperda (Sf9)
de 170 mL. Mediante ensayo de ELISA se detectaron valores de densidad Optica
(DO) de anticuerpos IgG mas altos en individuos infectados con mono-infeccion
por Pv (n = 40) confirmado por gPCR, en comparacién a muestras de plasma de
individuos sanos o controles. (n = 40) (Prueba de Mann-Whitney p < 0.05) (Figura

2B).

Dado que las infecciones por Pfy Pv coexisten en la regiébn Amazonica peruana, se
realizd un ensayo de ELISA para evaluar la posible reactividad cruzada de la
proteina recombinante PvMSP8 en muestras de plasma de individuos infectados
por Pf de Senegal (pais que reporta solo prevalencia de infecciones por Pf) y en
muestras de plasma de individuos infectados con Pf de la Amazonia peruana. Los

valores de DO de anticuerpos IgG anti-PvMSP8, no fueron diferentes entre sujetos
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senegaleses infectados con Pf (n = 20) e individuos sanos (p = 0.91). Sin embargo,
cuando se compararon las muestras de individuos infectados por Pf (n = 20) e
individuos infectados por Pv de la Amazonia peruana (n = 20) versus controles
negativos, se observaron mayores valores de DO en los individuos infectados por
Pv de Amazonia peruana en comparacion con lo infectados con Pf del mismo

contexto endémico (p < 0.001) (Figura 2C).
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FIGURA 2. Evaluacion de antigenicidad de proteina PvMSP8. (A) Produccion
de proteina recombinante PvMSP8. La proteina recombinante se purificd por
cromatografia de afinidad con niquel a partir de sobrenadantes de cultivo. El
analisis del SDS-PAGE (con tincion con azul de Coomassie) y Western blot
(usando anticuerpo monoclonal anti-His6) demostré la proteina del tamafio
esperado (54 kDa). (B) Evaluacion de las respuestas de 1gG frente a la proteina
recombinante PvMSP8 mediante ELISA. Niveles totales de 1gG de muestras de
plasma de individuos con infeccion confirmada por Pv (controles positivos) en
comparacion con individuos sanos. (C) Ensayos de reactividad cruzada para la
evaluacion de respuestas de anticuerpos IgG especificas a PvMSP8 mediante
ELISA. Niveles totales de IgG en muestras de plasma de sujetos senegaleses
infectados con Pf (Pf Senegal), individuos infectados con Pf de la Amazonia
peruana (Pf Pert), individuos infectados con Pv de la Amazonia peruana (Pv Peru)
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e individuos sanos (controles negativos) frente a PvMSP8. La linea horizontal de
cada grupo muestra la mediana. La significancia estadistica de una diferencia entre
grupos se indica en corchetes. * p < 0,05, *** p < 0,001; **** p < 0,0001, ns no
significativo.

I11.2. Evaluacion de PvMSP8 como seromarcador de exposicién a infeccion por P.

vivax

Las muestras de plasma colectadas durante el estudio transversal poblacional en
siete comunidades del distrito de Mazan (realizado en octubre de 2018) fueron
analizadas por ELISA para medir las respuestas de anticuerpos IgG especificos a la
proteina PvMSP8 producida en el sistema baculovirus. Las caracteristicas de
referencia de los 1251 participantes encuestados se muestran en la Tabla 1. La
proporcion de mujeres superd ligeramente a los hombres (proporcion
mujeres/hombres = 1.06); y la mitad (50.8%, 634/1251) de la poblacién tenia menos

de 15 afos.

Solo 6.5% (81/1251 /) participantes tuvieron diagnéstico confirmado de infeccion
por Pv por microscopia y/o gPCR en el momento de la coleccién de la muestra de
plasma (primera definicion de exposicion Pv). Treinta (2.4%, 30/1251)
participantes adicionales informaron haber tenido un episodio de malaria por Pv
confirmado microscopicamente en el ultimo mes, lo que sumado al grupo
anteriormente descrito conformo un total de 111 individuos expuestos a Pv segln
diagnostico parasitologico en el momento de la toma de muestra y/o antecedentes
de malaria en el ultimo mes (segunda definicion de exposicion a Pv). La
composicion de los grupos expuestos y no expuestos segun las dos definiciones

utilizadas para la exposicion a Pv se muestra en la Tabla 2.
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TABLA 1. Caracteristicas basales de los participantes del estudio transversal (N=1,251)

Primero de Urco Libertad Puerto  Salvador Gamitanac Lago
Enero Mirano Alegre ocha Yuracyacu
Tota % n=93 % n=2 % n=2 % n=19 % n=3 % n=70 % n=109 %
I 23 30 2 34
Género
Mujer 643 51 41 441 109 48. 112 48 98 51. 182 54 44 629 57 523
4 9 T 0 5
Hombre 608 48 52 559 114 51. 118 51 94 49. 152 45 26 371 52 417
.6 1 3 0 5
Grupo etario
(afos)
<15 634 50 45 484 117 52. 101 43 103 53. 178 53 33 471 57 523
T 5 9 6 3
>15 617 49 48 516 106 47. 129 56 89 46. 156 46 37 529 52 4717
3 5 A 4 g
Ocupacién principal
(>18 afnos)
Ninguna 257 20 15 16.1 43 19. 65 28 29 15 61 18 19 271 25 229
5 3 3 1 3
Obrero 1 0. 0 0.0 0O 00 0 O 0O 00 0 O 0 0.0 1 0.9
1 0 0
Lefador 6 0. 1 1.1 0O 00 2 O 3 16 0 O 0 0.0 0 0.0
5 9 0
Pescador 16 1 0 0.0 0O 00 3 1 3 16 0 O 0 0.0 10 9.2
3 3 0
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Ganadero
Granjero
Comerciante
Ama de casa
Estudiante

Otro

1 0. 0 0.0 0O 00 O O 0 00 0 O 0 0.0 1 0.9
1 0 0

435 34 35 376 76 34. 95 41 68 35 111 33 29 414 21 193
8 1 3 4 2

5 0. 0 0.0 0O 00 O O 1 05 2 0. 0 0.0 2 1.8
4 0 6

53 4. 3 3.2 4 18 14 6. 8 42 15 4. 2 2.9 7 6.4
2 1 5

465 37 38 409 97 43. 49 21 79 41. 141 42 20 286 41 376
2 5 3 1 2

12 1 1 11 3 13 2 0. 1 05 4 1. 0 0.0 1 0.9
0 9 2
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TABLA 2. Participantes del estudio transversal clasificados por grupos de edad y condicion de exposicion a P. vivax

(N=1,251)
Primero de Urco Liberta  Puerto Salvado Gamitana Lago
Enero Mirano d Alegre r cocha Yuracyacu
To % n=93 % n=2 % n=2 % n=1 % n=3 % n=7 % n=10 %
tal 23 30 92 34 0 9
Grupo Primera
etarios definicion*
(afos)
<15 No-expuesto 60 48 42 452 115 51 85 37 100 52. 176 52 28 40. 57 52,
3 2 .6 0 1 N 0 3
Expuesto 31 2 3 3.2 2 0. 1 7. 3 16 2 O 5 7.1 0 0.0
5 9 0 6
>15 No-expuesto 56 45 44 473 103 46 109 47 83 43. 1 45 28 40. 49 45,
7 3 2 4 2 51 2 0 0
Expuesto 50 4. 4 4.3 3 1. 20 8 6 31 5 1. 9 12. 3 2.8
0 3 7 5 9
Segunda
definicién®
<15 No-expuesto 58 46 40 430 115 51 76 33 100 52. 176 52 24 34. 56 51
7 9 .6 0 1 T 3 4
Expuesto 47 3. 5 54 2 0. 25 10 3 16 2 O 9 12. 1 0.9
8 9 9 6 9
>15 No-expuesto 55 44 40 430 103 46 104 45 80 41. 151 45 27 38. 48 44,
3 2 2 2 7 2 6 0
Expuesto 64 5. 8 8.6 3 1. 25 10 9 47 5 1. 10 14, 4 3.7
1 3 9 5 3
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Antecedente

de malaria
(mes previo
atomade
muestra)
<15 No 61 49 43 46.2 117 52 90 39 103 53. 178 53 29 41. 56  51.
6 .2 .5 A 6 3 4 4
Si 18 1. 2 2.2 0 0. 11 4. 0 00 0 o 4 5.7 1 0.9
4 0 8 0
>15 No 60 48 44 473 106 47 124 53 86 44. 156 46 36  51. 51  46.
3 2 5 9 8 T 4 8
Si 14 1. 4 4.3 0 0. 5 2 3 16 0 O 1 1.4 1 0.9
1 0 2 0

* La primera definicion de exposicion a Pv estuvo basada en el reporte de un resultado positivo de infeccién por Pv (por microscopia

y/o PCR) en el momento de la coleccion de la muestra de plasma

° La segunda definicion incluy6 individuos con resultado positivo y/o antecedente de infeccidn por Pv en el Gltimo mes
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Las respuestas 1gG anti-PvMSP8 para discriminar entre individuos expuestos y no
expuestos a infeccion por Pv arrojaron un AUC de 0.76 ([1C 95 % = 0.70-0.81]) cuando
se utilizo la primera definicion de exposicion, y un AUC de 0.79 ([IC 95 % = 0.74-

0.83]) cuando se utilizé la segunda definicién (p > 0.05) (Figura 3).

100%
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FIGURA 3. Curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) validadas de
forma cruzada y areas bajo la curva (AUC) de las respuestas seroldgicas IgG anti-
PvMSP8 para detectar la exposicion a infeccion por P. vivax. Las respuestas
serologicas contra PvMSP8 se midieron por ELISA en una poblacién de 1251
individuos de comunidades riberefias del distrito de Mazan. Una primera definicion de
exposicion a Pv fue tener un resultado positivo de Pv (por microscopia y/o qPCR) en
el momento de la coleccion de la muestra (linea azul), mientras que una segunda
definicion incluyd individuos con un resultado positivo y/o el antecedente de infeccion
por Pv en el dltimo mes (linea roja). No se encontraron diferencias significativas entre
los resultados (p > 0.05).
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Ademas, los andlisis de la curva ROC por grupos de edad (manteniendo la segunda
definicién de exposicion a Pv) mostraron que las respuestas IgG anti-PvMSP8
discriminaron mejor entre individuos expuestos y no expuestos entre los participantes

<15 afios (AUC =0.843 [IC 95% = 0.768— 0.914]) que en los > 15 afios (AUC =0.711

[IC 95% = 0.746-0.780]) (Figura 4)
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FIGURA 4. Curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) validadas de
forma cruzada y areas bajo la curva (AUC) de las respuestas seroldgicas contra
PvMSP8 para detectar exposicion a malaria por Pv entre individuos < 15 afios y entre
aquellos > 15 afios. Se encontraron diferencias significativas entre los resultados (p =
0.01). La exposicion se definio mediante un diagnostico confirmado de Pv por g°PCR
y/o microscopia al colectarse la muestra de plasma y el antecedente de infeccion por
Pv en el altimo mes (segunda definicion).
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Las DO IgG anti-PvMSP8 corregidas fueron significativamente mayores en las
personas expuestas (mediana = 1.78 y IQR = 1.37) en comparacion con las personas
sin historial de exposicion (mediana = 0.48 y IQR = 0.80) y personas sanas o controles
negativos (mediana = 0.34 y IQR = 0.32) (prueba de Kruskal-Wallis, p < 0.001). De
manera similar, la seropositividad a PvMSP8 fue significativamente mayor en el grupo
expuesto (77%, IC 95 % = 67-84) en comparacion con el grupo no expuesto (31%, IC

95 % =29-34) (p < 0.001) (Figura 5).
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FIGURA 5. Respuestas seroldgicas contra PYMSP8 en individuos expuestos y no
expuestos de las comunidades de Mazan. (A) Diagramas de caja (percentiles 25 a 75)
de valores de densidad Optica corregidos (DO) para 1gG anti-PvMSP8. Las barras
horizontales dentro de los cuadros representan la mediana de los valores DO en cada
grupo; (B) Gréaficos de puntos de la sensibilidad de los resultados seroldgicos
dicotomizados para PvMSP8 en la deteccion de exposicion a infeccion por Pv,
mostrando la media y los limites de confianza del 95% en cada grupo estimados por el
método de puntuacion de Wilson. La exposicion se definio como un diagnostico
confirmado de Pv por gPCR y/o microscopia y antecedente de infeccion por Pv en el
ultimo mes (segunda definicion).
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I11.3. PvMSP8 no genero respuesta diferencial de anticuerpos 1gG entre individuos Sin
y Asin

No se encontraron diferencias significativas de niveles de anticuerpos 1gG anti-
PvMSP8 entre individuos Sin (mediana = 1.61 y RIQ =1.57) y Asin (mediana=1.9y
RIQ = 1.35) (prueba de Kruskal-Wallis, p < 0.84), pero si al comparar ambos grupos
versus los controles de Iquitos (mediana = 1.8 y RIQ = 0.65) (prueba de Kruskal-
Wallis, p < 0.01). Los niveles de anticuerpos 1gG anti-PvMSP8 descendieron
significativamente al sexto mes post-enrolamiento (prueba de Kruskal-Wallis, p <

0.01) (Figura 6).
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FIGURA 6. Respuesta de anticuerpos IgG anti Pv-MSP8 en individuos Sin (puntos
azules), Asin (puntos amarillos) infectados con P. vivax y controles de la ciudad
amazonica de lquitos (puntos plomo) (A), y seguimientos al tercer y sexto mes post-
enrolamiento (B). En corchetes se visualizan las comparaciones de niveles de
anticuerpos entre dos grupos con diferencias significativas. (** p < 0.01, *** p <
0.001). Las lineas rojas se representa la mediana de valores de DO y rango interquantil
(R1Q) para los grupos de estudio evaluados

V. DISCUSION

En este estudio se demostro que la respuesta IgG humana especifica contra la proteina
recombinante de Plasmodium vivax PvMSP8, expresada en nuestro laboratorio, resulto
ser un MES (til, especifico y eficaz para identificar infecciones recientes por Pv en la
Amazonia peruana. Por tanto, sugerimos el uso potencial de las respuestas de

anticuerpos IgG contra PvMSP8 como un marcador de vigilancia serologica de
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aexposicion reciente a Pv en entornos co-endémicos y de transmision baja a moderada

como el de la Amazonia peruana.

Durante el estudio transversal poblacional, el desempefio de PvMSP8 como marcador
de exposicion reciente de infeccion por Pv en individuos con antecedente de infeccion
por Pv en el ultimo mes y con diagndstico por microscopia y/o qPCR a infeccion por
Pv en el momento de la toma de muestras, mostré un valor aceptable (AUC = 0.79).
Nuestros resultados fueron similares a los informados por Longley et al., en 2020, quien
haciendo uso de una plataforma seroldgica a gran escala (Luminex®), demostré el buen
desempefio de la proteina recombinante PvMSP8 (AUC = 0.69) expresada en el sistema
de produccion de proteinas, sin celulas, basado en germen de trigo (WGCF), como
parte de un panel validado de MES para la deteccion de infecciones recientes por Pv
(menor a 9 meses).En ese mismo estudio, PvMSP8 mostrd un buen desempefio como
MES en tres estudios cohortes observacionales longitudinales, realizados en Tailandia
(AUC = 0.76), Brasil (AUC = 0.72) e Islas Salomén (AUC = 0.69) (94). Mas auln, el
rendimiento de PvMSP8 junto con otros siete MES (RBP2b, RAMA, MSP1-19, Pv-
fam-a, PvTRAg_28, EBPIlI y MSP3.10) alcanzd una sensibilidad y especificidad del

80% para deteccidn de individuos con infeccion reciente por Pv (94).

La intensidad de las respuestas seroldgicas en infecciones por malaria tiende a
aumentar con la edad como resultado de la exposicién acumulativa en personas que
viven en areas endémicas. Si esta exposicion es continua y frecuente, los niveles de
anticuerpos pueden llegar a una meseta (94). Este fenémeno podria explicar el buen

desempefio de serologia para discriminar exposicion a malaria en areas de baja
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transmision en comparacion a los resultados obtenidos en areas de transmision
moderada a alta (donde las sefiales de anticuerpos podrian ser altas y duraderas para
todas las edades) (94,153). Debido a esto las respuestas serologicas 1gG anti-PvMSP8
fueron mas discriminantes en menores de edad que en adultos en el &rea de transmision

moderada a alta de Mazén (5).

Resultados previos de la evaluacion del rendimiento de PvMSP8 en un estudio cohorte
del ICEMR, llevado a cabo desde setiembre 2012 a enero 2013, que evalud la dinamica
de anticuerpos IgG mediante (Luminex®) contra esta proteina en 422 individuos con
infeccion en el momento de la toma de muestras o historial de infeccion por Pv durante
el transcurso del estudio cohorte, demostré que la sensibilidad de PvMSP8 como MES
para deteccion de exposicion a Pv fue mas alta en individuos con infecciones que
ocurrieron de siete a 30 dias (79%) antes de la coleccién de plasma, en comparacion
con individuos con infecciones que ocurrieron >60 dias (59%). Los niveles altos de
anticuerpos IgG anti-PvMSP8 duraron menos de 6 meses, lo que indica una posible
diferencia de la cinética de anticuerpos entre esta proteina y otras, que debera
investigarse en proximos estudios que incluyan el seguimiento de individuos infectados
con Pv durante un periodo de tiempo mas largo y muestreos en intervalos de tiempo

mas cortos (95).

En el futuro, esperamos mejorar el desempefio de PvMSP8 como MES en combinacién
con otras proteinas que ya demostraron ser altamente seroreactivas en individuos
infectados por Pv de la Amazonia peruana, como PvMSP4, PvMSP7, Pv-fam-a y

PVAMAL, o PvRPBP2 (5,28). Durante este estudio optamos por el uso de la técnica
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ELISA para la evaluaciéon de PvMSP8 como MES a nivel poblacional, en un primer
paso para evaluar la potencial implementacion de esta plataforma en establecimientos

de centros de salud de la Amazonia peruana.

PvMSP8 fue descrito por primera vez por Pérez-Leal y colaboradores en 2004 y desde
entonces solo unos pocos estudios han evaluado su antigenicidad (154). Cheng et al.,
en 2017, produjo esta proteina en el sistema WGCF y demostro el buen rendimiento de
anticuerpos IgG contra la misma para discriminar a individuos sintomaticos infectados
con Pv de Myanmar y Tailandia usando la metodologia de microarreglo de proteinas
(73.2% de sensibilidad y 96.2% de especificidad) (66). Luego demostraron que la
respuesta de anticuerpos 1gG anti-PvMSP8, en residentes de Myanmar, se
incrementaba hasta siete dias después de la primera toma de muestra y disminuia
ligeramente tras un mes. Asimismo se ha detectado respuestas de anticuerpos IgG y
celulas B de memoria (CBM) especificas a PvMSP8 en individuos de Tailandia hasta
cuatro afios post-infeccion por Pv (155). La quimera PvMSP8-PVMSP19, también se

postula como candidato a vacuna (156)

No encontramos una respuesta diferencial 1gG anti-PvMSP8 entre individuos Sin (n =
49) y Asin (n = 29) con infeccion por Pv de la Amazonia peruana. Estos resultados son
diferentes a los reportados por Longley et., al 2017, quien demostro altos niveles de
anticuerpo IgG para las proteinas (PVX_ 081550, GAMA, P12, P41, RBPla y b,
RBP2a, RBP2cNB y RBP2-P2) en individuos Asin (n = 22) (47), sin embargo, durante
este estudio no se evalu6 a la proteina PvMSP8. Estos resultados marcan un inicio en

la exploracion de respuestas de anticuerpos diferenciales frente a proteinas de Pv en
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individuos Asin de la Amazonia peruana. La disminucidn significativa de anticuerpos
IgG anti-PvMSP8 al 6to mes post-enrolamiento (n = 21 ), confirma la caracteristica de

esta proteina de inducir anticuerpos de duracion menor a 9 meses (94).

No se detectaron anticuerpos IgG contra PvMSP8 en muestras de plasma de individuos
infectados por Pf de Senegal, lo que indica la especificidad de esta proteina para la
deteccion de infecciones por Pv. Se detect6 anticuerpos 1gG anti-PvMSP8 en algunas
muestras de plasma de individuos infectados por Pf de la Amazonia peruana; siendo
estos niveles de anticuerpos significativamente menores en comparacion a los hallados
en individuos con infeccion por Pv de este mismo contexto co-endémico, apuntando
asi la probable presencia de anticuerpos circulantes resultantes de una exposicion
previa a Pv en individuos con infeccion reciente por Pf (62,86). Desafortunadamente,
una de las limitaciones de este estudio fue la falta de informacién de antecedentes de
infecciones previas por Pv para los individuos con infeccion por Pf de la Amazonia
peruana, ademas del pequefio tamafio muestral, debido a la baja prevalencia de

infeccion por Pf en esta region.

Estudios futuros incluiran la evaluacion de las respuestas funcionales IgM e IgG y de
subclases IgG, ademas de las respuestas de células B de memoria contra esta proteina,
y su papel, si lo hay, en la proteccion contra la infeccion. El estudio de fragmentos de
esta proteina o de péptidos, diversidad antigénica y mejora del rendimiento de este
MES junto con otros MES en términos de sensibilidad y especificidad en base a su
aplicacion a diferentes escenarios de uso (prevalencia) serdn motivo para otros

estudios. Por ultimo, seria interesante también evaluar el papel funcional de los
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anticuerpos contra estas proteinas en estudios de invasion ex vivo de Pv e in vitro de

Pf.
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CAPITULO 3
Caracterizacion de la funcion de anticuerpos de individuos infectados con P.

vivax en la Amazonia peruana

Antibody parameters of P. vivax asymptomatic infections in the Peruvian Amazon.
Elizabeth Villasis, Katherine Garro, Kaitlin Pekin, Mitchel Guzman, Julian Torres,
Joseph Vinetz, Dionicia Gamboa, Herbert Opi, James Besson y Katherine Torres.
Resumen ganador de beca de viaje para presentacion de poster en la
conferencia: Molecular Approaches to Malaria 2024 (MAM2024) “Malaria in a
Changing World”. 18-22 febrero 2024 Lorne, Victoria, Australia.
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INTRODUCCION

Los anticuerpos juegan un papel crucial en la inmunidad, proteccién contra infeccion,
desarrollo de enfermedad y reduccion de parasitemia y la transmision de la malaria
(85,157). La mayoria de los estudios de anticuerpos en Pv a la fecha se ha centrado en
gran medida en la cuantificacién de respuestas IgG a antigenos de Pv usando las
técnicas de ELISA y la evaluacién de anticuerpos, sobre todo IgG, frente a paneles
grandes de proteinas usando las plataformas tecnoldgicas de matrices de proteinas o

ensayos seroldgicos a gran escala basados en perlas acopladas a antigenos (38).

Estudios de revision reportan consistentemente la asociacion de niveles de 1gG contra
las proteinas PvAMA1, PvMSP1, PvMSP3, PvMSP9, PvRBP2b y PvDBP, con
proteccion a malaria clinica por Pv (43,55); sin embargo, los mecanismos de accién de
los anticuerpos contra estas proteinas del parasito no son del todo conocidos. Dada la
limitacion de cultivos a largo plazo de Pv in vitro, solo se ha reportado la inhibicién
del proceso de invasion ex vivo de merozoitos a glébulos rojos y/o reticulocitos
mediante el uso de anticuerpos 1gG contra las proteinas PvDBP, PvAMA1 y PvRBP2b,
asimismo se ha reportado la capacidad bloqueo de transmisidn de gametocitos de Pv a

mosquitos mediante anticuerpos dirigidos a la proteina Pvs25 (67)

Similar a Pf, los anticuerpos IgG de Pv se caracterizan principalmente por ser tipo IgG1
e 1gG3, por lo tanto, se cree que podrian activar el sistema de complemento y mediar
funciones de células del sistema inmune via receptores Fcy. Sin embargo, hasta la
fecha, sélo se ha podido evaluar la activacion de la via clasica del sistema complemento

mediante anticuerpos IgG e IgM inducidos por las proteinas PvMSP3a y PVRBP2P1
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(158,159). El uso de los ensayos de cuantificacion de inhibicion directa del proceso de
invasion mediada por anticuerpos (GIA) o ensayos complementarios mediante el uso
de plataformas ELISA, para medicion de anticuerpos con capacidad de fijacion a
proteinas recombinantes del sistema del complemento y receptores Fcy, podria en gran
medida ampliar nuestra comprension de los mecanismos de accion de anticuerpos
protectores contra Pv y la seleccion de proteinas candidatas para el desarrollo de

vacunas contra Pv (67).

Las infecciones Asin por Pv son muy comunes en la Amazonia peruana, especialmente
durante la estacion seca o vaciantes de rios, son de baja parasitemia, y solo detectables
por herramientas moleculares (93). Los individuos asintomaticos son mayoritariamente
adultos con historial de episodios previos de malaria y residencia en lugares endémicos
(160). En la Amazonia, la adquisicion de inmunidad clinica contra infeccion por Pv,
puede desarrollarse de forma rapida (en dos afos), especialmente en adultos, y puede
requerir pocas infecciones. Aunque la inmunidad a malaria clinica no es esterilizante
puede desarrollarse en regiones de baja transmision. Comprender los mecanismos
inmunitarios mediante los cuales los seres humanos infectados controlan la parasitemia
en ausencia de sintomas tiene implicaciones importantes para el desarrollo de
estrategias de vacunas contra la malaria y para la compresion de la bioldgica basica de

las infecciones asintomaticas (85).

Estudios llevados a cabo en la Amazonia peruana, usando matrices de proteinas y
ensayos a gran escala basados en perlas acopladas a antigenos indican que la proteina

de superficie del merozoito 8 (PvMSP8) y la proteina de unién al reticulocito 2b
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(PvRBP2b) son seromarcadores potenciales para la deteccion de individuos expuestos
a infecciones por Pv en este contexto endémico. Estas proteinas también han sido
asociadas a la generacion de adquisicién de inmunidad clinica y por lo tanto son
candidatas para el disefio de una vacuna contra Pv (46,47). Queda por elucidar si estos
antigenos son fundamentales para el proceso de invasion en los parésitos Pv de la
Amazonia peruanay si provocan la induccién de anticuerpos funcionales y protectores

en individuos con infeccion por Pv.

Como altimo capitulo de la tesis, se evalu6 la funcionalidad de los anticuerpos
generados en individuos Sin y Asin infectados con Pv contra dos de las proteinas
candidatas a vacuna mas importantes del estadio eritrocitario de Pv (PvAMAL y
PVRBP2b) (43) para su comparacion con la capacidad funcional de anticuerpos
generados por la proteina producida en nuestro laboratorio, PvMSP8. Para ello se
evaluaron los niveles de las respuestas IgM, IgG, y subclases 1gG1 e 1gG3 generados
por estas proteinas y la capacidad funcional de estos anticuerpos de unirse a las
proteinas recombinantes C1q para activacion de la via clasica de complemento y a
receptores Fcy de células del sistema inmune efectoras. Ademaés, evaluamos la
exposicion previa de individuos con infeccion por Pv a infeccidén por Pf mediante la
evaluacion de anticuerpos IgG contra la proteina de superficie de merozoito 2

(PfMSP2) especifica de Pf.
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1.1 Hipotesis

Los individuos asintomaticos infectados con Pv de la Amazonia peruana presentan
diferentes niveles de anticuerpos funcionales en comparacion a individuos sintométicos

infectados con Pv.

1.2. Objetivos

1. Evaluar y comparar los niveles de anticuerpos IgM, IgG y subclases IgG1l e
IgG3 contra las proteinas PvRBP2b, PvMSP8 y PvAMAL en individuos Asin
y Sin infectados con Pv de la Amazonia peruana.

2. Evaluar y comparar la capacidad de anticuerpos contra las proteinas PvRBP2b,
PvMSP8 y PvAMAL de fijarse a la proteina activadora de la via clésica de
complemento C1q en individuos Asin y Sin infectados con Pv de la Amazonia
peruana.

3. Evaluar y comparar la capacidad de anticuerpos IgG contra las proteinas
PVRBP2b, PvMSP8 y PVAMAL de unirse a los receptores FcyRI, FcyRII,
FcyRIII en individuos Asin y Sin infectados con Pv de la Amazonia peruana.

4. Evaluar la exposicién previa a infecciones por Pf, mediante la deteccion de
anticuerpos IgG anti-PfMSP2 en individuos Asin y Sin infectados con Pv de la

Amazonia peruana
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Il. METODOLOGIA:
11.1. Poblacién, muestra u objeto de estudio

Para este estudio se usaron las muestras de suero de los individuos Sin y Asin con
infeccion por Pv e individuos controles (lquitos) colectadas durante el estudio
longitudinal descrito en el capitulo 1. La parte experimental se realizé en el
Laboratorio de Inmunidad y Vacunas contra la Malaria del Instituto Burnet
(Melbourne, Australia), que a la fecha lidera los estudios de evaluacion de anticuerpos
funcionales para el candidato a vacuna de Pf, RTS, S. Por motivos logisticos y de
presupuesto solo se llegaron a procesar las siguientes muestras: (28/29) muestras de
sueros de individuos Asin, (30/49) de individuos Sin, (30/30) individuos controles de
la ciudad Amazénica de lquitos, (8/9) muestras de sueros de individuos con
seguimiento completo hasta el sexto mes post-enrolamiento y 21 muestras de
individuos australianos sanos sin historial de exposicion a malaria, como controles

negativos
11.2. Procedimientos y técnicas
I1. 2.1. Proteinas

11.2.1.1. PvAMAL: EIl antigeno de la membrana apical 1 (AMA-1) es una proteina 66
kDa (83 kDa en Pf), ubicada en las micronemas, sintetizada durante las ultimas 4 horas
de la fase eritrocitica de especies de Plasmodium y otros parasitos apicomplexan, y
desempefia un papel importante en el proceso de invasion del parasito a sus células

huésped. AMA-1 es una proteina de membrana integral de 556-563 aminoéacidos y 16
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residuos de cisteina, tiene un dominio ectoplasmatico, un dominio transmembrana, un
dominio C-terminal, y un dominio citoplasmatico basado en patron de enlaces
disulfuro. PvAMA-1 es una proteina capaz de inducir respuestas celulares y humorales
notables en humanos, por lo que es un candidato ideal a vacuna contra malaria vivax
(42). Para este estudio se us6 la proteina completa PvAMAL producida en sistema E.
coli descrito en (161) (NUmero de acceso GenBank: VUZ96005.1), por el Grupo de
Investigacion de Inmunidad y Vacunas contra la Malaria, del Instituto Burnet

(Melbourne, Australia) liderado por el Dr. James Beeson.

11.2.1.2. PvRBP2b: Proteina miembro de la familia de proteinas de union a reticulocitos
de Pv (PvRBP). Tiene un peso molecular aproximado de 280 kDa (1-2806 aa), posee
un peptido sefial en el extremo N-terminal (169-470 aa) y un supuesto dominio
transmembrana en el extremo C-terminal. Las regiones de unién al reticulocito se
encuentran a lado de la region N-terminal (161-1454 aa). Estudios recientes muestran
que el Receptor de transferrina 1 (TfR1) se une a PvRBP2b para mediar una via critica
de unidn hacia los reticulocitos. Para este estudio se utilizo el fragmento de proteina
161-1454 aa, producido en el sistema de expresion E. coli, descrito en (74) (NGmero
de acceso GenBank PVX_094225B), por el Laboratorio de la Dra. Wai Hong Tham,

en el Instituto Médico de Investigacion Walter y Eliza Hall (Melbourne, Australia).

11.2.1.3. PvMSP8: Proteina inmunogénica conservada y codificada por un gen de una
sola copia (NUmero de acceso GenBank PV X _097625) y expresada en los estadios
sanguineos asexuales de todas las especies de Plasmodium spp (152). La proteina

PvMSP8 fue producida en el sistema de expresion de proteinas eucariote, Baculovirus,
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en el Laboratorio de Malaria de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, de acuerdo
a los procedimientos descritos previamente (86). La produccion no incluyo los
dominios de sefial y transmembrana. Recientemente esta proteina ha demostrado su
capacidad de detectar exposicion reciente a infecciones de Pv a nivel poblacional en la

Amazonia peruana (95).

11.2.1.4. PfIMSP2: La proteina de superficie de merozoito de 2 (MSP2), Unicamente
expresada en Pf, es una proteina anclada en glicosilfosfatidilinositol (GPI) presente en
la superficie del merozoito que consta de aproximadamente de 200 a 250 aminoacidos,
codificados por un solo exdn en el cromosoma 2. Contiene regiones conservadas N- y
C-terminal (C) que flanquean una region altamente polimérfica de repeticion central.
Una region dimorfica (D) semiconservada no repetida define las dos familias alélicas
de MSP2: 3D7 y FC27. Se ha demostrado que los anticuerpos contra la proteina MSP2
son predominantemente citofilicos. Por lo tanto, se cree que estos anticuerpos
desempefian un papel importante en los mecanismos de eliminacion de parasitos
mediados por anticuerpos. Asimismo, esta proteina es postulada como candidato a
vacuna contra Pf (162). Para este estudio se usaron las proteinas PFIMSP2 alelo 3D7 y
PfMSP2 alelo FC27 descritas en (163) (NUmero de acceso Gene bank N248383 y
JN248384 respectivamente), y producidas por Grupo de Investigacion de Inmunidad y
Vacunas contra la Malaria, en el Instituto Burnet (Melbourne, Australia) liderado por

el Dr. James Beeson.
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11.2.2. ELISAs indirectos
11.2.2.1. ELISAs IgM y 1gG:

Para todos los ELISAs indirectos, placas de 96 pocillos de fondo plano MaxiSorp
(Nunc, EE. UU) se recubrieron de forma individual con 50 pL de antigenos
recombinantes PvRBP2b, PvMSP8 y PVAMAL [1 pug/mL] en PBS 1X durante toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente las placas se lavaron tres veces con 200 uL/pocillo de
PBS-Tween al 0.05% y se bloquearon con 200 L de caseina al 0.1% (Sigma-Aldrich,
EE. UU) en PBS 1X durante 2 horas a 37 °C. 50 pL de muestras de suero (dilucién
1:100) se incubaron en caseina al 0.1% durante 2 horas a temperatura ambiente, luego
las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween al 0.05%. A continuacién, se agregd
50 pL de anticuerpo secundario proveniente de cabra para deteccion de IgM (Millipore,
EE. UU) o 1gG humano conjugado con HRP (Invitrogen, EE. UU) diluido a 1/2500 y
a 1/1000 en caseina al 0.1% respectivamente. Las placas fueron incubadas durante 1
hora a temperatura ambiente, y lavadas tres veces con PBS-Tween al 0.05%. La
reaccion fue revelada usando 50 pL de sustrato ABTS para HRP (Life technologies,
EE. UU), y las DO leidas a 405 nm usando un fotémetro (Thermo Fischer, EE. UU)
tras 1 hora de reaccidn. Siguiendo este mismo protocolo, se midieron las respuestas
IgG anti-PfMSP2 (3D7) y PfMSP2 (FC27) [1 pg/mL] (163), con el fin evaluar la
exposicion previa de individuos Asin y Sin infectados con Pv de la Amazonia peruana

a infecciones por Pf en ese contexto co-endémico (47).
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11.2.2.2. ELISAs 1gG1, 19gG3

Placas de 96 pocillos de fondo plano MaxiSorp (Nunc®, EE. UU) se recubrieron de
forma individual con 50 pL de antigenos recombinantes PvRBP2b, PVvMSP8 y
PVAMAL [1 pg/mL] en PBS durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron
tres veces con 200 pL/pocillo con PBS-Tween al 0.05% y se bloquearon con 200 pL
de caseina al 0.1% (Sigma-Aldrich®, EE. UU) en PBS durante 2 horas a 37 °C. 50 puL
de muestras de suero (dilucion 1:100) se incubaron en caseina al 0.1% durante 2 horas
a temperatura ambiente, luego las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween 0.05%.
A continuacién, se agreg6 50 pL de anticuerpo secundario proveniente de ratdn para
deteccion de 1gG1l (Invitrogen, EE. UU) o 1gG3 humana conjugado con HRP
(Invitrogen, EE. UU) diluidos 1/1000 respectivamente. Las placas fueron incubadas
durante 1 hora a temperatura ambiente, y lavadas tres veces con PBS-Tween 0.05 %.
Para deteccion de esta reaccion se agrego (50 pl/pocillo) de un anticuerpo IgG anti-
raton proveniente de cabra conjugado con HRP (Millipore, EE. UU) a dilucién 1/1000
en caseina 0.1% Yy se procedio a incubar las placas 1 hora a temperatura ambiente. La
reaccion fue revelada usando 50 pL de sustrato ABTS para HRP (Life technologies,
EE. UU), y las DO leidas a 405 nm usando un fotdbmetro (Thermo Fischer, EE. UU)

tras 1 hora de reaccion (71)

11.2.2.3. ELISAs para deteccion de fijaciébn de anticuerpos a la proteina de

complemento C1q

Placas de 96 pocillos de fondo plano MaxiSorp (Nunc®, EE. UU) se recubrieron de

forma individual con 50 pL de antigenos recombinantes PvRBP2b, PvMSP8 y
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PVAMAL [1 pg/mL] en PBS 1X durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se
lavaron tres veces con 200 pL/pocillo PBS-Tween al 0.05% Yy se bloquearon con 200
pL de caseina al 1 % (Sigma-Aldrich, EE. UU) en PBS 1X durante 2 horas a 37 °C. 50
pL de muestras de suero (dilucién 1:100) se incubaron en caseina al 0.1% durante 2
horas a temperatura ambiente, luego las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween
0.05%. A continuacién, se agregd 30 L de proteina purificada humana C1q (Millipore,
EE. UU) a concentracion final [10 pg/mL] en caseina 0.1%. Las placas fueron
incubadas durante 30 min hora a temperatura ambiente y luego lavadas tres veces con
PBS-Tween 0.05 %. Luego se agregd un anticuerpo anti-C1g proveniente de raton
(DAKO®, EE. UU) y se procedi6 a incubar las placas 1 hora a temperatura ambiente,
para luego lavarlas tres veces con PBS-Tween 0.05%. Para deteccion de esta reaccion
se uso (50 ul/pocillo) un anticuerpo IgG anti-ratén proveniente de cabra conjugado con
HRP (Biorad, EE. UU) a dilucién 1/3000 en caseina 0.1% y se procedié a incubar las
placas 1 hora a temperatura ambiente. Por Gltimo, se agregd 50 pL de sustrato TMB
para HRP (Life technologies, EE. UU ), la reaccion fue detenida con 50 uL 1M H2S04
y las DO leidas a 450 nm usando un fotometro (Thermo Fischer, EE. UU) tras 1 hora

de reaccion (47).

11.2.2.4. ELISAs para deteccion de union de anticuerpos a proteinas recombinantes

FeyRI, FeyRIN, FeyRINI

Placas de 96 pocillos de fondo plano MaxiSorp (Nunc®, EE. UU) se recubrieron de
forma individual con 50 pL de antigenos recombinantes PvRBP2b, PvMSP8 y

PvAMALI [1 pg/mL] para deteccion de FcyRI 'y con 50 uL de PvRBP2b y PvAMAL [1
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pg/mL] en PBS 1X durante toda la noche a 4°C, para deteccion de FcyRIla y FcyRIlIla
(no hubo suficiente volumen de proteina PvMSP8 para su uso). Al dia siguiente se
lavaron tres veces con 200 pL/pocillo PBS-Tween al 0.05% Yy se bloquearon con 200
uL de caseina al 0.1% (Sigma-Aldrich, EE. UU) en PBS 1X durante 2 horas a 37 °C.
Se incubd 50 pL de muestras de suero a dilucion 1:250 para deteccion de FcyRI. Se
uso una dilucion 1:100 para las reacciones correspondientes a FcyRIIa y FeyRIIIa. Los
sueros fueron diluidos en 1% BSA diluido en PBS 1X durante 2 horas a temperatura
ambiente, luego las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween al 0.05%. A
continuacion, se agregé 50 pL de las proteinas recombinantes FcyRI o CDé64a
(SinoBiological, China) a concentracion final [0.125 pg/mL] o FcyRIla o CD32a
(producida en el Instituto Burnet, Melbourne, Australia) a concentracion final [0.2
ug/mL] o FcyRIIla o CD16a (producida en el Instituto Burnet, Melbourne, Australia)
a concentracion final [0.1 pg/mL] en 1% BSA. Se procedi6 a incubar las placas por 1
hora a 37°C, luego las placas fueron lavadas con PBS-Tween 0.05%. Se agreg6 un
conjugado de estreptavidina-HRP de alta sensibilidad (Thermo Scientific™, EE. UU)
diluido 1/10000 en 1% BSA y se procedid a incubar las placas 1 hora a temperatura a
37°C, protegida de la luz. Por altimo, se agreg6 50 pL de sustrato TMB para HRP (Life
technologies, EE. UU).La reaccion fue detenida con 50 uL. 1M H2S04 y las DO leidas

a 450 nm usando un fotometro (Thermo Fischer, EE. UU) tras 30 min de reaccion (72).

Las DO de los pocillos blancos (pocillos sin plasma, solo conteniendo la solucién de
dilucién de las muestras de suero) se restaron de todos los valores de los demas pocillos.

Como controles positivos en cada placa se usdé un grupo de sueros de individuos
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infectados con Pv de la Amazonia peruana, con resultados altamente seroreactivos para
IgG total. Se usaron como controles negativos muestras de suero de residentes de
Australia, sin historial de malaria o viajes a zonas endémicas (n=21) (47). El valor de
corte se fijé en 3 desviaciones estandar por encima de la media de la DO de sueros de
individuos controles negativos (Melbourne, Australia) e individuos controles de la

ciudad Amazédnica de lquitos ( Peru) (21,79).

11.3. Consideraciones éticas: Como se describié en el capitulo 1, el estudio fue
revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia (Lima, Pert). Codigo SIDISI 101497 aprobado el 26/10/2017
11.4. Plan de anélisis

Se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn’s para comparaciones
multiples con el fin de hallar diferencias de niveles de anticuerpos entre los grupos de
estudio. Se utilizd la prueba exacta de Fisher (tablas de contingencia 2x2) para
comparar las diferencias de proporciones de seropositivos entre los grupos de estudio.
Se utilizé el coeficiente de correlacion de rangos de Spearman para evaluar las
correlaciones entre niveles de anticuerpos y parasitemias (164). Un valor de p < 0.05
se considerd estadisticamente significativo. Los analisis estadisticos se realizaron en

GraphPad Prism v. 10.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.).
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I11. RESULTADOS

I11. 1. Respuesta de anticuerpos IgM, IgG y subclases IgG1 e 1gG3

En total se evaluaron 30 sueros de individuos Sin y 28 individuos Asin con infeccién
por Pv confirmada por qPCR, 8 sueros de individuos con seguimiento al 6to mes post-
enrolamiento (M6), 30 individuos controles de Iquitos y 21 individuos de Australia
como controles negativos. Los individuos Sin y Asin no mostraron diferencias
significativas de niveles IgG y subclases 1gG1 e IgG3 para los antigenos evaluados
(Tabla 1), pero si fueron significativamente méas altos en comparacion a los controles
de Iquitos y negativos (p < 0.05) (Figura 1). No hubo diferencias de niveles de
anticuerpos IgM anti-PvAMAL o seropositividad entre los grupos de estudios (Tabla 1
y 2). La mayoria de los niveles de anticuerpos evaluados en individuos Sin y Asin
inducidos por las proteinas PvAMAL y PvRBP2b se mantuvieron hasta el sexto mes
post-enrolamiento a excepcién de anticuerpos IgG3 anti-PvAMALl y IgM anti-
PVRBP2b (Figura 1). Todos los niveles de anticuerpos descendieron significativamente
para PvMSP8 (p < 0.01) (Figura 1A). No se encontraron correlaciones significativas
entre los niveles de anticuerpo IgG e IgM (Figura 1D) pero si se encontr6 una
correlacion moderada entre niveles IgG1 e 1gG3 para las proteinas evaluadas (Figura
1E). Se observo mas porcentaje de individuos Sin seropositivos para anticuerpos IgM
anti-PvMSP8 (27.0%, 8/30%) (p = 0.04) (Tabla 2). Notablemente, se observé mas

porcentaje de individuos Asin seropositivos para anticuerpos 1gG3 anti-PvMSP8 (71%,

20/28) (p = 0.0001) y anti-PVAMAL (75%21/28) (p = 0.002) (Tabla 2).
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TABLA 1. Valores de niveles anticuerpos en densidad optica (DO) obtenidos mediante
ELISAs para las proteinas PvAMAL, PvRBP2b y PvMSP8. Se utilizaron las pruebas
de Kruskal-Wallis y el test de Dunn’s para calcular las diferencias de DO entre grupos
(* p<0.05, ** p<0.01). RIQ abreviatura de Rango interquantil
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PVvAMAL1 PVRBP2b PvMSPS8
Contr Sequi Contr Sequi Cont Sequi
oles . . egut oles . . egul roles . . egul
lquito AsIn Sin miento lquito AsIn Sin  miento lquit Asin Sin  miento
9 Me Me  d M6
SS S 0S
(n= (= (n= _ (n= (= (n= _ (n= (= (n= _
300 280 30 78 30 28 30 "7 35 29 30 =9
IgM 'i\gr?g 0.96 1.18 1.1 0.91 0.73 149 1.63 0.45 0.98 1.4 1.69 0.63
[RI 081- 1.05- 083- 054- 0495 125- 11- 0.203- 0.75- 123- 137- 0.25-
Q] 1.19 1.47 1.3 1.08 -097 195 197 1.25 119 171 1.9 1.07
Sin vs
Asin ns ns ns
valor p
19G Ii\gr?g 0.11 0.98 0.93 0.39 0.15 149 1.35 0.32 025 062 059 0.23
[RI  009- 03- 031- 01- 012- 1.18- 1.04- 0.13- 0.19- 050- 041- 0.20-
Q] 0.178 1.49 1.44 1.44 0.28 1.64 1.67 1.47 034 092 095 0.35
Sin vs
Asin ns ns ns
valor p
IgG1 Ii\gr?g 0.03 0.26 0.29 0.09 0035 148 1.74 0.29 0.02 0105 0.1 0.025
[RI  0.02- 0.05- 0.047 0- 0.027 1.00- 097- 0.072 0.02- 0.07- 0.06- 0.02-
Q] 0.04 136 -1.06 0.77 -0.1 2 231 —-229 005 015 0.20 0.06
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TABLA 2. Porcentajes de individuos seropositivos mediante ELISAs. (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). nd, no

determinado

PvAMAL PvRBP2b PvMSP8
. Segu .
ELIS Controles . . Sggw Contro Asi . imie  Controles . . Se_gw
. Asin  Sin miento les Sin . Asin  Sin mient
A Iquitos . nto lquitos
M6 lquitos M6 o M6
00 0.0 36 143 27.0
IgM % 0.0% % % 0.0% 0.0% % 50% 13% 0.0% % % 13%
Seropositivos  0/30  0/28 0/30  0/8  0/30 12%’ 1%’3 18 0/30  4/28 8/30 1/8
Valor de 20 16 19
corte
Sin vs Asin
p (Prueba ns ns 0.04*
Fisher)
100 100
190G % 3% 68% 67% 50% 3.0% % % 38% 3.00% 43% 50% 0%
Seropositivos ~ 1/30 192 208 4 qmp 280 308 g qmg qopg BB g
8 0 28 0 0
Valor de 0.58 0.55 0.6
corte
Sin vs Asin
p (Prueba ns ns ns
Fisher)
1gG1 % 3% 57% 63% 38% 300 96 97% 38% 7% 39% 33% 0.00
% % %
Seropositivos 1/30 1672 1973 3/8 1/30 21/ 2913 3/8 2/30 11/28 1073 0/8
8 0 28 0 0
Valor de 0.18 0.45 0.1
corte
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Sin vs Asin

p (Prueba ns ns ns
Fisher)
19G3 % 3.00%  75% 53% 25%  0.0% Z/i 60%  38% 3% 71%  43% 0%
Seropositivos ~ 1/30  2M2 1608 55 gzp 200 183 g 130 2028 B o
8 0 28 0 0
Valor de 0.02 0.08 0.13
corte
Sin vs Asin
p (Prueba 0.002** ns 0.0001***
Fisher)
1250 000 21 37.50
C1q % 300%  25% 23% 58 0 or 23w D0 300%  18% 33% 0%
Seropositivos  1/30  7/28 7/30 18  0/30 642 7130 3/8 130  5/28 1%’3 0/8
Valor de 0.2 0.37 0.27
corte

Sin vs Asin

p (Prueba ns ns 0.02*
Fisher)

FCIVR % 0.0%  32% 20%  25% 0(;20 %2 27% 25%  000%  11% 17% 0%
Seropositivos /30 9/28 6/30  2/8  0/30 8!32 8/30 2/8 0/30 328 5/30 0/8
Valor de 2.9 27 3

corte
Sin vs Asin

p (Prueba ns ns ns
Fisher)

129



92

FlclyaR % 00%  46% 30% 50% 7% . 87% 38% nd nd nd nd
Seropositivos 0/30 1?;3/2 9/30 4/8 2/30 22%/ 2%/3 3/8
Valor de 0.67 0.18
corte
Sin vs Asin
p (Prueba ns ns
Fisher)
Flcl’l’s % 7%  57% 60% 50% 7% 2/3’ 90%  38% nd nd nd nd
.. 16/2 18/3 26/ 2713
Seropositivos 2/30 8 0 4/8 2/30 28 0 3/8
Valor de 0.44 0.41
corte
Sin vs Asin
p (Prueba ns ns
Fisher)
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FIGURA 1. Respuesta de anticuerpos IgM, IgG y subclases IgG1 e IgG3 en individuos
Sin, Asin infectados con P. vivax y controles generados por las proteinas PvMSP8 (A),
PVAMAL (B) y PvRBP2b (C) y correlaciones entre niveles de anticuerpos IgM/1gG
(D) e 1g1/1gG3 (E). En corchetes se visualizan las comparaciones de niveles de
anticuerpos entre dos grupos con diferencias significativas y los asteriscos encima de
una linea recta muestran las diferencias significativas entre los grupos Sin 'y Asin versus
los seguimientos al M6 o grupos control. (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001; ****
p <0.0001). La linea roja representa la mediana de valores de DO para los grupos de
estudio evaluados. rs, abreviatura de coeficiente de correlacion de Spearman y valor p.

I11. 2. Respuesta de funcional de anticuerpos fijadores de proteina C1q en individuos

con infeccién por P. vivax

Medimos la capacidad de las proteinas PvAMAL, PvRBP2b y PvMSP8 de inducir
anticuerpos capaces de fijarse a la proteina recombinante C1q (como primer paso en la
activacion de la via clasica del complemento). No se encontraron diferencias
significativas de niveles de anticuerpos fijadores de la proteina C1q entre individuos
Siny Asin para los antigenos evaluados, solo hubo diferencias significativas de niveles
de anticuerpos entre individuos Sin 'y Asin en comparacién con los individuos controles
de lquitos y negativos (Tabla 1). Sin embargo, se observé mas porcentaje de individuos
Sin con anticuerpos anti-PvMSP8 con capacidad de fijacion de la proteina Clq
(33%,10/30) (p = 0.02) (Tabla 2). Los niveles de anticuerpos funcionales fijadores de
C1q solo descendieron significativamente para la proteina PvMSP8, tras 6 meses post-
infeccion (p <0.01) (Figura 2A). La fijacion de la proteina Cql depende de anticuerpos
IgM y/o 1gG vy subclases IgG, por tanto, exploramos las asociaciones entre niveles de
anticuerpos IgM e IgG vy subclases 1gG con niveles de anticuerpos fijadores de C1q.
No encontramos correlaciones entre niveles de anticuerpos IgM con anticuerpos

fijadores de C1q para las proteinas evaluadas. Se evidencio una correlacion fuerte entre
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anticuerpos 1gG/IgG1 anti-PvAMAL (Figura 3B) y anticuerpos 1gG1 anti-PvRBP2b

con anticuerpos con capacidad de fijacién a C1q (Figura 3C).
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FIGURA 2. Induccion de anticuerpos fijadores de C1q por las proteinas PvMSP8
(A), PPvAMAL(B) y PvRBP2b (C), y correlacidn con niveles de anticuerpos anti-
C1q con anticuerpos IgM, 1gG, 1gG1 e 1gG3. Niveles de anticuerpos fijadores de
Clq en individuos Sin, Asin infectados con Pv y controles de la Amazonia peruana.
Una linea recta muestra las diferencias significativas entre los grupos Sin 'y Asin versus
los seguimientos al M6 o grupos control (* p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001; ****
p < 0.0001). La linea roja representa la mediana de valores de DO para los grupos de
estudio evaluados rs, abreviatura de coeficiente de correlacion de Spearman y valor p.

I11. 3. Respuesta de anticuerpos de unién a receptores FcyRIl, FeyRllay FeyRllla en

individuos infectados con P. vivax

Medimos la capacidad de las proteinas PvAMAL, PvRBP2b y PvMSP8 de inducir
anticuerpos capaces de unirse a las proteinas recombinantes FcyRIa, FcyRlIla y
FcyRIIla y potencialmente provocar diversas respuestas efectoras en células del
sistema inmune. No se encontraron diferencias significativas de niveles de anticuerpos
con capacidad de union a receptores FcyRI, FcyRIla 'y FcyRIlla o de seropositividad
entre individuos Sin y Asin para los antigenos evaluados (Tabla 1, 2 y Figura 3). Sin
embargo, se observo una alta proporcion de individuos Sin y Asin con capacidad de
producir anticuerpos anti- PvRBP2b de union a FcyRlIla (87% y 92%) y FcyRlIlla (90%
y 93%) (Tabla 2). Los niveles de anticuerpos anti-PvRBP2b con capacidad de union al
receptor FcyRIlla disminuyeron significativamente tras 6 meses post-enrolamiento
(Figura 3A 'y 3C). Los receptores FcyR reconocen la porcién Fc de los anticuerpos 1gG
y en el caso de FcyRa con mayor afinidad a las subclases IgG1 e 1gG3, por tanto,
exploramos las asociaciones entre niveles de anticuerpos 1gG y las subclases IgG1 e
IgG3 con niveles de anticuerpos con capacidad de unidén a receptores FcyR.

Notablemente, se evidenciaron correlaciones positivamente fuertes entre anticuerpos
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IgG e IgG1l anti-PvAMAL y FcyRI e FeyRlIlla (P < 0.0001, Figura 3B); y la de

anticuerpos IgG1 anti-PvRBP2b y FcyRIla (P <0.0001, rs = 0.8348, Figura 3C).
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y FeyRlIIla inducidos por las proteinas PvMSP8 (A), PvAMAL (B), y PvRBP2b
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I11. 4. Correlacion entre niveles de anticuerpos y parasitemias en individuos infectados

con P. vivax

Se exploro la asociacion entre todos los niveles de anticuerpos en individuos infectados
con Pv y parasitemias determinadas por qPCR (Par/uL [Log]). En general no se
encontrd asociaciones entre niveles de anticuerpos y parasitemias. Sin embargo, los
niveles de anticuerpos con capacidad de unién a FcyRllla, inducidos por la proteina
PVRBP2b estuvieron negativa y significativamente asociados a bajas parasitemias (P =
0.01, rs = -0.34), mientras que los niveles de anticuerpos funcionales con capacidad de
union a FeyRl, inducidos por la proteina PvMSP8, estuvieron positivamente asociados

a incremento de parasitemia (p = 0.01, rs = 0.3227) (Figura 4).
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FIGURA 4. Correlacion entre niveles de anticuerpos (DO) generados por las
proteinas PvAMAL (A), PvRBP2b (B), y PvMSP8 (C) y parasitemias en
individuos infectados con P. vivax de la Amazonia peruana. La parasitemia se
determind por gPCR y se expres6 como Par/uL [Log]. rs, abreviatura de coeficiente
de correlacion de Spearman y valor p

I11. 5. Exposicion a infeccion por Pf

Ademas, con el fin evaluar la exposicion previa de individuos Asin y Sin infectados
con Pv de la Amazonia peruana a infecciones por Pf en este contexto co-endémico,
se evaluaron las respuestas de anticuerpos IgG contra las proteinas PFMSP2 (cepa
3D7) y PfMSP2 (cepa FC27), proteinas Unicamente expresada en la especie Pf
(163). Se observaron altos niveles de anticuerpos 1gG frente a las proteinas PFMSP2
(cepa FC27) y PfMSP2 (cepa 3D7) en individuos con infeccién por Pv en
comparacion con los individuos controles (p < 0.0001) (Figura 5A y B). También
se observé a una proporcién mayor de individuos Asin con anticuerpos 1gG anti-
PfMSP2 (cepa FC27) (82%, 23/28) en comparacion de individuos Sin (53%, 16/30)
(p <0.0001). Asimismo, los niveles de anticuerpos 1gG anti - PFMSP2 (cepa FC27)
estuvieron negativamente pero débilmente asociados a parasitemia (p < 0.01, rs = -
0.3203) (Figura 5A). Los niveles de anticuerpos 1gG contra la proteina PFMSP2 en
individuos Sin y Asin con infeccion por Pv no disminuyeron significativamente al
sexto mes post-infeccion (Figura 5A y B). En base a esta informacion podriamos
concluir que los participantes con infeccién por Pv de nuestro estudio tenian

historial de exposicion previa a infeccion por Pf (Figura 5).
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FIGURA 5. Respuesta de anticuerpos 1gG contra las proteinas: A) PFMSP2
(cepa FC27) y B) PfIMSP2 (cepa 3D7), en individuos infectados con P. vivax y
controles y correlacion entre niveles de anticuerpos y parasitemias en
individuos infectados. Una linea recta muestra las diferencias significativas entre
los grupos Sin y Asin versus los seguimientos al M6 o grupos control (* p < 0.05,
**p <0.01, *** p <0.001; **** p <0.0001). La parasitemia se determino por
gPCRy se expreso como Par/pL [Log]. rs, abreviatura de coeficiente de correlacion
de Spearman y valor p. La linea roja representa la mediana de valores de DO para
los grupos de estudio evaluados

IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que individuos infectados con
Pv de Amazonia peruana producen mayores niveles de anticuerpos IgM, IgG, IgG1
e 1IgG3 y anticuerpos promotores de la activacion de la via clasica de complemento
y con capacidad de union a receptores FcyRI, FcyRIla y FcyRlIlIla, contra las

proteinas candidatas a vacunas PvAMA1, PvRBP2b y PvMSP8, en comparacion
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con individuos controles (no infectados). No se observaron diferencias
significativas de niveles de anticuerpos entre individuos Sin y Asin infectados con

Pv.

La proteina PvMSP8 indujo mayores niveles de anticuerpos IgM, IgG, IgG1, 1gG3,
anticuerpos de unién a C1q y anticuerpos de union a FcyRI en individuos con
infeccion aguda por Pv en comparacion a individuos controles (por limitaciones en
la produccién de proteina no se pudo realizar ELISAs para la evaluacion de FeyRlla
y FcyRlIlla). Todos los niveles de anticuerpos disminuyeron significativamente al
6to mes post-enrolamiento, a excepcién de anticuerpos de union a FcyRI. Estos
resultados en conjunto con los demostrados y discutidos en el capitulo 2 de esta
tesis, confirman el rol de esta proteina como MES para deteccion de individuos con
historial de infeccidn reciente por Pv en nuestro contexto endémico dado que esta
proteina es capaz de generar anticuerpos IgG de duracion menor a 9 meses (38,94).
Sin embargo, también se han detectado respuestas 1gG anti-PvMSP8 en individuos
de China tras 12 afios post-infeccion (66). Asimismo se ha detectado respuestas de
anticuerpos IgG y células B de memoria (CBM) especificas a PvMSP8 hasta cuatro
afios post-infeccién en individuos de Tailandia (155). A la fecha, la quimera

PvMSP8- PvMSP119 se po6stula como candidato a vacuna para Pv (156).

PVAMAL, indujo anticuerpos de larga duracion (a excepcion de 1gG3) en
individuos infectados con Pv. Asimismo, se evidencio correlaciones positivas
fuertes entre anticuerpos fijadores de C1qy niveles de anticuerpos 1gG e IgG1. Méas
aan, anticuerpos I1gG1l anti-PvAMA1 e I1gG3 anti-PvAMAL evidenciaron
correlaciones fuertemente positivas con anticuerpos de union a FcyRI e FcyRllla

respectivamente. La proteina AMAL, es uno de los mas candidatos a vacuna méas

143



prometedores para prevenir la infeccion por Pv y Pf. Se ha descrito que AMAL se
asocia al complejo de proteinas de cuello de la rotfria (RON) el cual se une a la
proteina RON2, interaccion esencial para la invasion del merozoito a su célula
huésped. Es conocido que los niveles de anticuerpo IgG anti - AMAL pueden durar
por largo tiempo (> 6 meses) y estan asociados a proteccion de enfermedad. Sin
embargo, una de las limitaciones es que la generacion de inmunidad contra esta
proteina es dependiente de la cepa del parasito que la induce (42). Se ha reportado
que PfAMAL induce anticuerpos fijadores de C1q asociados a proteccion de

enfermedad en nifios de un estudio cohorte en PNG (71).

PVRBP2b gener6 anticuerpos de larga duracion (a excepcion de IgM y anticuerpos
de unién a FcyRllla). Se encontré una correlacion fuerte y positiva entre
anticuerpos fijadores de proteina C1q e IgG1 y entre anticuerpos de union a FcyRlla
e IgG1. PvRBP2b es capaz de mediar una via fundamental de unién de merozoitos
a reticulocitos via el Receptor de transferrina 1 (TfR1) (74). Al igual que PvAMAL,
altos niveles de anticuerpos 1gG anti-PvRBP2b han sido asociados a proteccion de
enfermedad en nifios de PNG, en individuos con infeccion por Pv en Brasil a nivel
poblacional, y en individuos con historial de incidencia de infecciones por Pv en
un estudio cohorte en Per( (una caracteristica comun de individuos Asin) (5,78,80).
Ademas, PvVRBP2b encabez6 la lista de proteinas mas seroreactivas en un estudio
de dinamica de anticuerpos 1gG en individuos Asin que fueron seguidos por mas de
10 meses en una zona hipoendemica de Tailandia (79). PvRBP2b y PvMSP8
forman parte de un panel de seromarcadores validado para deteccion de individuos

con exposicidn a infeccidn reciente por Pv y de posibles portadores de hipnozoitos
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(94). Asimismo, PvRBP2b y PvAMA1 también son consideradas como candidatos

a vacunas para su inclusion en una vacuna de maltiepitopica contra Pv (42).

Los estudios que han evaluado la respuesta IgM en infecciones por Pv y han
demostrado que dependiendo del antigeno, las respuestas IgM son comparables a
las de anticuerpos 1gG y que los anticuerpos IgM pueden ser mantenidos en el
tiempo tras una infeccion (48-52). Los niveles de anticuerpos PvAMAL en sueros
de individuos Sin, Asin y sus respectivos seguimientos al M6 vs controles no fueron
significativamente diferentes. Esto no es sorprendente dados los reportes de alto
niveles de anticuerpos IgM en muestras de controles endémicos (165) y larga
duracién de respuesta de anticuerpos IgM anti-PvAMAL en individuos con
infeccion por Pv en India (166). PvRBP2b y PvMSP8 fueron capaces de generar
altos niveles de anticuerpos IgM en la fase aguda de infeccidn en los participantes,
sin embargo, estos niveles decayeron al sexto mes de seguimiento. Asimismo,
reportamos un mayor porcentaje de individuos Sin con anticuerpos IgM anti-
PvVMSP8. Recientemente Longley et al., 2021, propusieron a las respuestas IgM
contra un panel de 20 antigenos de Pv (incluyendo PvMSP8 y PvRBP2b) como
seromarcadores de exposicion a infeccidn a Pv mas reciente, por ser estas respuestas
de menor longevidad (duracion de 1 a 6 meses post-infeccion) en comparacion a

las de anticuerpos IgG (hasta 9 meses post-infeccién) (165).

Liuetal., 2022, a la fecha ha publicado el tnico estudio que ha evaluado la dindAmica
de anticuerpos IgG contra proteinas de Pv en individuos Asin (n=30), como
continuacion del estudio descrito previamente por Longley et al., 2017 (64,79).
Durante este estudio, individuos Asin fueron seguidos por un afio (2013-2014), y

se procedio a realizar tomas de muestras para medicidn de anticuerpos en intervalos
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de 2 - 4 semanas. Al final del estudio cada individuo Asin tuvo al menos 10
muestras para seguimiento, sin reportes de infeccion por Plasmodium spp. por
gPCR. El anélisis de niveles de anticuerpos 1gG se establecid sobre un punto de
corte generado en base al promedio de niveles de anticuerpo 1gG (>1DS) de una
mezcla de controles negativos, compuesta de muestras de plasmas de individuos sin
historial de malaria de la Cruz Roja de Tailandia y Australia. Los resultados
evidenciaron una mayor produccién de anticuerpos 1gG en individuos Asin contra
21/27 proteinas de Pv (incluyendo PvMSP8 y PvRBP2b). Entre las cinco proteinas
mas seroreactivas para individuos Asin estuvieron: PvRBP2b (PVX_094255A),
antigeno de membrana asociado a rotfria (PVX_087885), antigeno rico en
triptéfano (Pv-fam-a, PVX_090265), MSP1-19 (PVX_099980) y la proteina de
interaccion con Rh5 (PVX_095055). En comparacién, los individuos Sin (n = 34)
demostraron seroreactividad a 25/27 proteinas del panel y la duracion de sus
anticuerpos decay0 drasticamente después del tercer mes de seguimiento. Entre las
proteinas mas inmunogénicas para individuos Sin estuvieron el antigeno rico en
triptéfano (Pv-fam-a, PVX_090265) y dos proteinas hipotéticas (PVX_097715 y

PV/X_090970) (79).

A diferencia de este estudio, nuestros resultados no demostraron respuestas
diferenciales a nivel de anticuerpos IgG entre individuos Sin (n = 30) y Asin (n =
28) mediante la técnica de ELISA. Futuros estudios profundizaran en la evaluacién
de respuesta diferencial de anticuerpos entre individuos Asin y Sin descritas en este
estudio haciendo uso de plataformas seroldgicas mas sensibles y a gran escala y un

namero mayor de proteinas de Pv.
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Los estudios de respuestas de anticuerpos de subclases IgG contra proteinas de Pv
son importantes con el fin de caracterizar la respuesta funcional que estas proteinas
pueden inducir en individuos infectados (63,167-169). Notablemente,
identificamos a un porcentaje significativamente mayor de individuos Asin
seropositivos a anticuerpos 1gG3 anti-PvMSP8 y anti-PvAMAL. Solo un estudio ha
explorado la respuesta 1gG3 en individuos con infeccion por Pv de la Amazonia
peruana, bajo la premisa que estos serian mejores seromarcadores de exposicion
reciente a infeccion por Pv en comparacion a las respuestas 1gG. Tras la evaluacion
de respuestas 1gG3 contra un panel de 29 proteinas (incluyendo PvMSP8, PvAMA1
y PVRBP2b), se observo que los niveles de anticuerpos IgG3 anti-PvMSP8 y anti-
PVAMA1 aumentaban con la edad en hombres con historial de méas de tres
infecciones por Pv (frecuentemente Asin), enrolados en un estudio longitudinal
cohorte, llevado a cabo durante 13 meses (diciembre 2014 y diciembre 2015) (52).
El anélisis de estos resultados en conjunto con los nuestros nos induce a considerar
la seropositividad a anticuerpos IgG3 contra las proteinas PvMSP8 y PvAMAL,
como posibles biomarcadores de diferenciacion de individuos Asin, en el contexto
endémico de la Amazonia peruana y de ampliar los estudios de estas subclases de

anticuerpos frente a otros paneles de proteinas.

A la fecha solo existen dos estudios que han explorado la respuesta funcional de
anticuerpos en la activacion del sistema de complemento en infecciones por Pv.
Oyong et al., 2019 reportd una alta seroprevalencia de anticuerpos contra la regién
central de la proteina PvMSP3a con capacidad para fijacion de la proteina C1q, en
nifios y adultos de un estudio cohorte en Malasia. Ademas, niveles de anticuerpos

IgG1, IgG3 e IgM correlacionaron significativamente con niveles de anticuerpos
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con capacidad de fijacion a C1g. Los niveles de anticuerpos fijadores a C1q fueron
similares entre los grupos de edad, sin embargo, la respuesta de anticuerpos IgM
predominé en nifios y la de 1gG3 en los adultos. Asimismo, se observo que los
niveles de anticuerpos fijadores de C1q aumentaron después de la infeccién aguda
hasta los 7 dias posteriores a tratamiento con antimalaricos y disminuyeron
rdpidamente al dia 28 (158). Hietanen et al., 2021 report6 que individuos con
infeccion Asin por Pv, participantes de un estudio cohorte en Tailandia, también
produjeron anticuerpos con capacidad de unirse a la proteina C1q, contra un nuevo
miembro de la familia de proteinas de union a reticulocito de Pv (PvRBP2P1) (159).
Observandose una correlacion débil positiva pero significativa entre niveles de
anticuerpos IgG1 y niveles de anticuerpos fijadores de la proteina C1q (159). Es de
destacar que ambos estudios hicieron uso del mismo protocolo de ELISA descrito

para esta tesis.

En nuestro estudio, observamos que adultos con infeccion por Pv producian
anticuerpos con capacidad de fijacion a la proteina Clg, contra las proteinas
PVAMAL1 y PVRBP2b hasta el sexto mes post-infeccidn, a excepcion de PvMSP8.
Asimismo, observamos un porcentaje de individuos Sin seropositivos a anticuerpos
anti-PvMSP8 con capacidad de fijacion a la proteina C1q significativamente mayor
en comparacion a individuos Asin. También, se demostrd una correlacién fuerte
entre anticuerpos IgG1l anti-PvAMAL y anti-PvRBP2b con anticuerpos con
capacidad de fijacion a la proteina C1q, y para todas las proteinas evaluadas se
observd un valor de correlacion moderado con niveles de anticuerpos 1gG3 (rs =
0.64, p< 0.0001). En el futuro esperamos evaluar mas profundamente el rol

funcional de anticuerpos purificados IgG e IgM de individuos Sin y Asin con
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infeccion por Pv y el de la activacion del sistema de complemento en ensayos de
inhibicion del proceso de ingreso del merozoito al reticulocito/eritrocito en cultivos

ex vivo/in vitro de Pv y/o P. knowlesi y/o Pf (47).

Los anticuerpos con capacidad de unién a receptores Fc actian como un puente
entre la respuesta inmunoldgica adaptativa y la innata, donde el anticuerpo
proporciona la especificidad del sistema inmune adaptativo (a través de sus regiones
Fab), y la union de la regién Fc a receptores Fc en células del sistema inmune activa
la respuesta inmune innata (170). Hasta donde tenemos conocimiento este es el
primer estudio que evalGa la presencia de anticuerpos con capacidad de unién a
FcyRI, FcyRlIla, FeyRIIla en individuos con infeccion con Pv de la Amazonia
peruana. No se observaron altas proporciones de individuos con infeccién por Pv
seropositivos con capacidad de producir anticuerpos de union a FcyRI, sin embargo,
se observé una alta proporcién de individuos Sin y Asin con capacidad de producir
anticuerpos anti-PvRBP2b de union a FcyRIla y FeyRIIla. Asimismo, observamos
una fuerte correlacion de anticuerpos IgG1 con anticuerpos anti-FcyRI y FeyRIIla
inducidos por la proteina PvAMAL vy anticuerpos 1gG1 con anticuerpos anti-
FcyRlIlIa inducidos por la proteina PvRBP2Db. La plataforma ELISA usada para la
ejecucion de estos experimentos también han sido usada para deteccion de estos
tipos de anticuerpos en participantes de ensayos clinicos para evaluacion del
rendimiento de la vacuna contra Pf RTS, S, ya aprobada para su uso en nifios en
Africa por la OMS (72,171). Siendo este estudio uno de los primeros intentos de
desentrafiar la funcion de estos anticuerpos dentro del modelo de respuesta

inmunoldgica descrita a la fecha para Pv.
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Los individuos Asin presentaron parasitemias significativamente menores por
microscopia y qPCR en comparacion a los individuos Sin. Por tanto, se decidio
evaluar la posible correlacion entre niveles de anticuerpos con parasitemias en los
individuos infectados con Pv. Los resultados demostraron que para la mayoria de
las proteinas evaluadas no hubo correlacion entre niveles de anticuerpos y
parasitemias. Solo se hall6 una correlacion negativamente débil entre niveles de
anticuerpos con capacidad de unién a FcyRIlla inducidos por la proteina PvRBP2b
(p < 0.01, rs = -0.33) y una correlacién débil pero positiva entre niveles de
anticuerpos con capacidad de union a FcyRI inducidos por la proteina PvMSP8 (P
< 0.01, rs = 0.32), asociados a incremento de parasitemia. Estos resultados son
diferentes a los reportados por Villasis et al., 2012, quien reporté altos niveles de
anticuerpos 1gG, IgG1 e 1gG3 contra las proteinas PfRh1, PfRh2ay b, PfRh5, EBA-
175, EBA-181 y PfMSP-119, y una correlacion negativa de grado débil a moderado
asociados a bajas parasitemias detectadas por microscopia, en individuos Asin con
infeccion por Pf de la Amazonia peruana (85). Hasta donde sabemos, no se han
reportado otros resultados de asociacidn de niveles de anticuerpos con parasitemias
en infecciones por Pv. En el futuro, evaluaremos las asociaciones de los niveles de
anticuerpos encontrados con otras variables epidemiolégicas descritas en este

estudio.

La evaluacidn de anticuerpos IgG anti-PfMSP2 en los individuos infectados con Pv
de nuestro estudio, demostrd la exposicion previa de estos a infecciones por Pf. Mas
aun, se evidencio a un porcentaje significativo de individuos Asin con anticuerpos
IgG anti- PFMSP2 (cepa FC27). Por ultimo, también se hallé una correlacion

significativa, negativa pero débil entre anticuerpos IgG anti-PfMSP2 (cepa FC27)
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con parasitemias. Esta evaluacion es el primer paso en el inicio de estudios de
proteinas de Pf capaces de inducir una respuesta posiblemente protectora y/o
funcional en individuos infectados con Pv, en contexto co-endémicos de estas

especies, como la Amazonia peruana (172,173).
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DISCUSION GENERAL

El primer capitulo de la tesis describe las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas,
hematoldgicas y bioquimicas de individuos Sin y Asin con infeccion por Pv, e
individuos control de la Amazonia peruana, en la busqueda de biomarcadores de

inmunidad clinica a infeccién por Pv (93).

Nuestros datos revelaron una prevalencia de Pv baja, pero heterogénea en las
diferentes comunidades donde se enrolo a los participantes del estudio. La mayoria
de las infecciones fueron Asin y submicroscépicas, y mas frecuentes durante la
temporada de vaciante de rios (93). Estos resultados respaldan los hallazgos previos
reportados por ICEMR durante los Gltimos 10 afios en la Amazonia peruana, donde
la tendencia fue encontrar una predominancia de infecciones submicroscopicas y
asintomaéticas independientemente del disefio o tamafio de estudio llevado a cabo

(23,104).

En general, los individuos Pv Asin mostraron una parasitemia mas baja que los
individuos Pv Sin por gPCR (mediana = 0.79 par/uL frente a 54.55 par/pL).
Durante las tres semanas de seguimientos de individuos Asin, el 37% (29/78)
permanecid Asin, reportando parasitemias fluctuantes entre niveles bajos e
indetectables por qPCR. Solo una pequefia proporcion de los individuos
originalmente enrolados como Asin durante los tamizajes poblacionales se
volvieron detectables por microscopia (17.2%, 5/29) o Sin (17.9%, 14/78) (93). De
manera similar a nuestros hallazgos, un estudio anterior realizado por Moreno-
Gutierrez et al., 2018 entre junio y julio de 2015 en el distrito de Mazén, encontro

que de 179 personas infectadas con Pv por gPCR, el 40.8% permanecid Asin
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durante todos los seguimientos, el 16.8% de las personas inicialmente clasificadas
como Asin luego experimentaron sintomas de malaria en el transcurso de los
seguimientos, y de este grupo una pequefia proporcién (13.8%) de las infecciones
submicroscépicas se volvieron detectables por microscopia en visitas posteriores
(90). Una limitante de nuestro estudio es que solo pudimos seguir a los individuos
Asin durante tres semanas consecutivas tras su enrolamiento y solo tener 2 puntos
de seguimiento post-enrolamiento (al tercer y sexto mes) para los individuos que

decidieron participar en el estudio longitudinal.

Uno de los estudios cohortes mas grandes para seguimientos de individuos Asin
con infeccion por Pv fue realizado Vietnam (313 participantes fueron seguidos por
2 afnos). En él se reportd una mediana de duracién de infeccion Asin por Pv de 6
meses (de 3-9 meses), con densidades de parasitos oscilantes entre ultrabajas
(detectadas solo por PCR ultransensible) a indetectables. La mayoria de las
infecciones sintométicas se desarrollaron con frecuencia en individuos con
parasitemias de alta densidad. Asimismo se reporté que las infecciones Asin pueden
durar mas alla de la estacion seca y que podrian convertirse en una fuente potencial
de transmision durante la temporada de lluvias (29). Aun asi, se requiere mas
investigacion sobre la evolucidn clinica de las infecciones Asin para aclarar el papel
de la inmunidad en estos individuos, proteccion contra malaria clinica y los
mecanismos involucrados en la regulacion de infecciones subclinicas y eventos de
eliminacién espontanea del parasito (29,128). Dado que las personas Asin no
buscaran tratamiento, la busqueda de portadores Asin durante la estacién de
vaciante de rios o seca mediante uso de herramientas seroldgicas en nuestro

contexto epidemioldgico sera de gran ayuda para el redisefio de estrategias mas
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efectivas de control y/o eliminacién de la malaria (117,124,129). Esta necesidad fue

un importante antecedente para el desarrollo del capitulo 2.

La mayoria de los estudios utilizan la fiebre como criterio principal para clasificar
a los individuos sintomaticos con malaria (106). Sin embargo, durante la ejecucion
de nuestros estudios transversales para la busqueda activa de participantes, la
mayoria de los individuos report6 dolor de cabeza como sintoma principal (93).
Mas aun, resultados de analisis de encuestas de sintomas en individuos enrolados
durante un estudio cohorte a gran escala llevado a cabo por el ICEMR durante los
afios 2011-2015 (104), en nuestra misma region de estudio también reportaron

como sintoma principal el dolor de cabeza (Torres et al., manuscrito en revisién)

También en el capitulo 1, describimos que las infecciones por Pv Asin no generan
cambios drasticos en niveles de la mayoria de los pardmetros hematologicos y
bioquimicos clinicos en comparacion a los controles de la ciudad amazonica de
Iquitos. Estos resultados son comparables a los obtenidos por nuestros
colaboradores en Brasil (21). Al igual que Almeida et al., 2021 en nuestro estudio
evidenciamos signos de trombocitopenia y linfopenia en individuos Sin en
comparacion con individuos Asin. Sin embargo, en nuestro estudio, las medianas
de estos parametros hematoldgicos estaban dentro del rango normal. Ambos
estudios reportaron altos niveles de bilirrubina en individuos. Nuestro estudio
también evidencid que los individuos Asin tiene mayores niveles de eosindfilos y
menores niveles de hemoglobina, mas notorio aun en mujeres, en comparacion a
individuos Sin. Sin embargo, es dificil de inferir mas conclusiones sobre este ltimo
hallazgo debido al pequefio tamafio muestral para el grupo de mujeres Asin (n=4)

(93). Esperamos que estos resultados sean de utilidad a los programas nacionales
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de control de enfermedades febriles, para el disefio de algoritmos de diagndstico y
seguimiento de respuesta a tratamiento de enfermedades infecciosas Yy
diferenciacion entre enfermedades febriles en entornos co-endémicos como el de la

Amazonia peruana (Figura 1) (91,92,107).

En el capitulo 2, evaluamos a nivel poblacional el rol de la proteina PvMSP8,
sintetizada en nuestro laboratorio mediante el sistema de expresion eucariote
Baculovirus, como seromarcador de infecciones por Pv en la Amazonia peruana,
usando un protocolo de ELISA indirecto, también estandarizado en nuestro
laboratorio (86,87). Posteriormente se usO esta metodologia para evaluar la
respuesta de anticuerpos 1gG entre individuos Sin y Asin con infeccion por Pv, en
una primera aproximacion de busqueda de biomarcadores para diferenciacion entre

individuos Sin y Asin con infeccion por Pv.
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FIGURA 1. Resumen de los principales hallazgos descritos en el Capitulo 1

A la fecha la comunidad cientifica se encuentra en proceso de descubrimiento de
nuevas proteinas de Pv y la evaluacion de su potencial rol aplicativo en diferentes
contextos endémicos (38). Es importante mencionar que dependiendo del sistema
de produccion de proteinas y la metodologia usada para medir los niveles de
anticuerpos, los resultados pueden variar. Debido a ello la comunidad cientifica esta
haciendo grandes esfuerzos para estandarizar estas metodologias a escala mundial
y estar en la capacidad de evaluar la seroreactividad de antigenos de Plasmodium
en condiciones reproducibles, en donde la Unica variable seria el origen de la

muestra a ser evaluada (61).

Longley et al. 2017 comparo la respuesta seroldgica (IgG) contra un panel de 307
proteinas de Pv producidas en el sistema de produccidn de proteinas WGCF, usando
muestras de individuos sintomaticos con infeccion por Pv de PNG (n=524),
Tailandia (n=57) y de Brasil (n=91), colectadas en estudios cohortes.
Independientemente del contexto endémico se observd que la mayoria de las
proteinas seroreactivas en todos los sitios de estudio, indujeron respuestas de
anticuerpos de corta duracién con vidas medias estimadas menor a 6 meses,
reflejandose asi las caracteristicas individuales de las proteinas. No obstante,
también se observd respuestas de mayor duracion para otras proteinas. Tal fue el
caso por ejemplo de las proteinas de circunesporozoito (PVX_086150) y antigeno
rico en triptéfano (Pv-fam-a) (PVX_112670), con tiempo de duracién de
anticuerpos de 713 y 650 dias para individuos de un contexto endémico de baja

transmision de Tailandia y de 346 y 317 dias respectivamente, para individuos de
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un contexto endémico de baja transmision de Brasil. Estos resultados enfatizan la
reevaluacion de las caracteristicas de las proteinas de Pv, de acuerdo a zona
endémica, en términos de tasas de seropositividad y capacidad de generar
anticuerpos en el tiempo (longevidad) para futuros usos aplicativos, ya que los
resultados publicados en una determinada &rea endémica de malaria no

necesariamente seran reproducibles en otras (61).

Los resultados del capitulo 2 sefialan a la proteina recombinante PvMSP8
(producida en nuestro laboratorio) como un buen seromarcador para deteccion de
individuos con exposicién reciente a Pv (AUC = 0.79) a nivel poblacional, en el
contexto endémico de la Amazonia peruana (95). Nuestros resultados fueron
similares a los reportados por Longley et al., en 2020, quien demostré el buen
desempefio de la proteina recombinante PvMSP8 como MES en tres estudios
cohortes a gran escala, realizados en Tailandia (AUC = 0.76), Brasil (AUC =0.72)

e Islas Salomoén (AUC = 0.69) (94).

La publicacion de estos resultados nos permiten promover la implementacion del
protocolo de ELISA descrito en el capitulo 2 como una herramienta serologica
alternativa de ayuda para el desarrollo de los Programas de Control de Malaria
Ilevados a cabo por el MINSA (148). Estudios a futuro trabajaran en el escalamiento
de PVMSP8 para su uso como MES en una plataforma de punto de contacto o
prueba rapida seroldgica, para deteccion de individuos expuestos recientemente a
infeccion por Pv o posibles portadores de hipnozoitos en nuestro contexto endémico

(94,95).
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Con el fin de iniciar la busqueda de biomarcadores de inmunidad clinica o de
proteccion en individuos Asin, decidimos evaluar si la proteina PvMSP8 era capaz
de generar una respuesta diferencial a nivel de anticuerpos 1gG entre individuos Sin
(n=49) y Asin (n=29) con infeccion por Pv de la Amazonia peruana. Sin embargo,
los resultados revelaron que la proteina PvMSP8, no generaba una respuesta
diferencial de anticuerpos IgG entre estos individuos y que esta decaia
drasticamente al sexto mes post-enrolamiento. Confirmandose asi el rol de las
respuestas IgG contra esta proteina como MES a infeccion reciente por Pv en

nuestro contexto endémico (94).

Longley et al., 2017 reportd niveles de anticuerpos IgG mas altos en 22 individuos
Asin con infeccién por Pv, enrolados en un estudio transversal en una provincia de
baja endemicidad de malaria de Tailandia, para nueve antigenos de Pv
(PVX_081550, GAMA, P12, P41, RBPlay b, RBP2a, RBP2cNB y RBP2-P2). El
criterio de clasificacion de Asin en este estudio difirio del nuestro en el sentido que
Longley et al., 2017 clasific6 como Asin a individuos con infeccion por Pv
confirmada por qPCR, con ausencia de fiebre o historial de no haberse sentido
saludables 2 dias antes de la toma de muestra (64), mientras que nuestro estudio
clasifico6 como Asin a individuos con infeccion continua por Pv confirmada por
gPCR y con carencia de demostracion de sintomas de malaria durante tres semanas
de seguimiento previos a la coleccion de muestra de plasmas. Es importante
mencionar que el tiempo promedio de manifestacion de sintomas tras infeccion por
picadura de mosquito en malaria, puede variar entre 7-15 dias en el caso de
infecciones por Pv o Pf u hasta 30 dias en el caso de infecciones P. malariae (2).

Al plantear un esquema de seguimiento 21 dias de individuos Asin, nuestro estudio
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trata de aproximarse a la clasificacion méas correcta de individuos Asin y evitar
clasificar individuos en proceso de incubacion y/o proxima manifestacion de

sintomas como Asin.

Asimismo, es importante destacar, que a pesar de que no se pudo alcanzar un
tamafo muestral equitativo para los grupos de estudio en comparacion (Sin, Asiny
controles) y completar los seguimientos correspondientes a 3er y 6to mes post-
enrolamiento para el estudio longitudinal, debido a las limitaciones de trabajo de
campo que planteo la Pandemia del COVID-19. Nuestros tamafios muestrales para
estudios inmunoldgicos de individuos Sin 'y Asin con infeccion por Pv son similares
a los pocos estudios reportados a la fecha en esta tematica en la literatura cientifica
(21,64,79). A la fecha estamos trabajando en la medicion de niveles de anticuerpos
anti-Plasmodium spp. en muestras de plasmas de individuos provenientes de
maultiples comunidades de la Amazonia peruana, colectadas en estudios

transversales consecutivos a gran escala.

Los resultados descritos en el ultimo capitulo de la tesis, a la fecha, son los primeros
reportes de exploracion de las respuestas en conjunto de anticuerpos IgM, 1gG,
IgG1, 1gG3 y anticuerpos funcionales con capacidad de activar la via clésica del
sistema de complemento y de union a receptores FcyR, con el fin de hallar
biomarcadores para deteccion de individuos Asin con infeccion por Pv en la
Amazonia peruana (Tabla 1). Los resultados destacan la respuesta diferencial
funcional que cada una de estas proteinas (PvMSP8, PvRBP2b y PvAMAL1) puede
evocar en individuos con infeccion por Pv de acuerdo a contexto endémico. La
exploracion en conjunto de estas respuestas de anticuerpos, son un adelanto en la

caracterizacion de las proteinas estudiadas, la caracterizacion de la respuesta
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inmunoldgica de individuos con infeccion Asin por Pv y en el entendimiento de la

respuesta inmunoldgica adaptativa y humoral en infecciones Asin. (23,33,67).

Tabla 1: Resumen de resultados de hallazgos del capitulo 3. Se describen los
niveles de anticuerpos de acuerdo proteina evaluada en flechas hacia arriba,
comparando individuos infectados con Pv y controles. En paréntesis el grupo de
estudio (Sin o Asin) con mayores porcentajes de seropositividad. Se describen las
correlaciones de anticuerpos funcionales con anticuerpos IgM/IgG y subclases
IgG1/1gG3. ns, niveles no significativos comparados con grupos controles. *
representa los niveles de anticuerpos que descendieron en los participantes al 6to
mes post-enrolamiento
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Anticuerpos

Unidn a C1q (activacion  Unidn a receptores . .
Funcion celular via

de la via clasica de FcyRI, FeyRlIla,
Proteina  IgM  1gG 1gGl  1gG3 complemento) y FeyRIIlay receptores FeyR-
correlacion con Ac correlacion con Ac anpcuerpos unldqs a
IgM/ 1gG/1gG1/1gG3 1gG/1gG1/1gG3 proteinas de merozoitos Pf
11 C1q*1gG3 Fagocitosis opsonica via
PVMSP8 11(Sin)* 11* 1% 111%(Asin) 1 FeyRI/ 1gGl neutréfilos/macréfagos y
(Sin) eosindfilos (174-176)

Fagocitosis opsénica via
PvAMA1 ns ™ M M1H(Asin) 1 Clq/1gG/1gG1 1 FeyRI/ 1gG/ 1gG1 neutréfilos/macrofagos y
eosinofilos (174-176)

Fagocitosis opsonica via

neutrofilos y monocitos/

produccion de ROS vias
neutrofilos (176,177)

11 FeyRIIa/ 1gG/ 1gG1

11 FeyRIIId/ IgG/ 1gG1 ADCC via NK (178)

Fagocitosis opsénica via
PvRBP2b ™" "M m ™ 1 Clg/lgG1l 1 FcyRI/ IgGl neutréfilos/macrofagos y
eosinofilos (174-176)

11 FeyRIIa/ 1gG1 Fagocitosis opsonica via
neutrofilos y monocitos/
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produccion de ROS vias
neutrofilos (176,177)

111 FeyRIlIa"/

010G ADCC via NK(178)
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Creemos que uno de los grandes aportes de esta tesis es la identificacion de un
significativo alto porcentaje de individuos Asin seropositivos a anticuerpos 1gG3
anti-PvMSP8 (71%, 20/28) (p = 0.0001) y anti-PvAMAL (75%, 21/28) (p = 0.002).
Tayipto et al., 2022, recientemente reportd que las proteinas PvAMA1 y PvMSP8
son capaces de inducir una respuesta de anticuerpos IgG3 que aumenté con la edad
en hombres con historial de mas de tres infecciones por Pv, en el transcurso de 1
afio de seguimiento durante estudio cohorte, realizado por el ICERM en la
comunidad de Lupuna (también parte de nuestro estudio) en la Amazonia peruana
durante los afios (2014-2015) (52). Tomando en cuenta que las infecciones por Pv
en las comunidades de nuestro estudio son mayoritariamente Asin (Capitulo 1)
(93), proponemos que las respuestas de anticuerpos 1gG3 para algunas proteinas,
como PvMSP8 y PVAMAL1, en individuos adultos de nuestro contexto endémico
podrian ser serian mejores biomarcadores para diferenciacion de individuos Asin
con infeccidén por Pv, en comparacion de las respuestas IgG (64,79). Mas aun,
Tayipto et al., 2022 propuso a las proteinas PvMSP5, Pv-fam-a (PVX_125728 y
PVX 096995) y PvMSP3b, como atractivos seromarcadores para estudios de
respuestas 1gG3, dada su capacidad de inducir altos niveles de estos anticuerpos en

individuos con infeccion por Pv en la Amazonia peruana (52).

También observamos un porcentaje mayor y significativo de individuos Sin con
anticuerpos IgM anti-PvMSP8 (27.0%, 8/30%) (p = 0.04) y anticuerpos anti-
PvVMSP8 con capacidad de fijacion a la proteina C1q (33%, 10/30) (p = 0.02). Este
es el primer estudio que amplia la descripcién de respuestas de anticuerpos anti-
PvVMSP8, mas alla del estudio de las respuestas IgG e IgM (66,79,94,155,156,165).

Las respuestas IgM anti-PvMSP8 han sido propuestas como MES para deteccion
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de infeccion reciente por Pv en comparacion a respuestas 1gG (165), sin embargo,
las respuesta IgM no han sido exploradas como biomarcador de diferenciacién de
individuos Sin y Asin con infeccion por Pv, siendo este el primer estudio realizado

en nuestro contexto endémico.

La proteina PfMSP2 es expresada Unicamente en Pf y esta postulada como
candidato a vacuna contra infecciones por Pf (162). La deteccion de anticuerpos
IgG anti-PfMSP2 en los individuos infectados con Pv de nuestro estudio, demostrd
previa exposicion a infecciones por Pf. Los resultados revelaron a un porcentaje
significativo de individuos Asin con presencia de anticuerpos IgG anti-PfMSP2
(cepa FC27). También se hallé una correlacion significativa, negativa pero débil
con parasitemias. Esta evaluacion es el primer paso en el inicio de estudios de
proteinas de Pf capaces de inducir una respuesta posiblemente protectora y/o
funcional en individuos infectados con Pv, en contexto co-endémicos de estas

especies de Plasmodium, como la Amazonia peruana (172,173).

No encontramos diferencias significativas de niveles de anticuerpos IgG o
proporciones de seropositivos entre individuos Sin y Asin infectados con Pv, para
las proteinas evaluadas (PvAMAL, PvRBP2b y PvMSP8) mediante ELISA. Ambos
grupos mostraron niveles de anticuerpos significativamente mas altos en
comparacion a los controles de lquitos y controles negativos de Australia. Estos
resultados, son diferentes a los descritos por Longley et al., 2017, quien reporto
altos niveles de anticuerpos 1gG en individuos Asin con infeccién por Pv de un area
hipoendemica de Tailandia (n = 22), para nueve antigenos de Pv (PVX_ 081550,
GAMA, P12, P41, RBPlay b, RBP2a, RBP2cNB y RBP2-P2) (64). Liu et al., 2022,

continuando el estudio de Longley et al., 2017, exploro la dinamica de anticuerpos
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IgG durante aproximadamente 10 meses, para los mismos individuos y report6 altos
niveles de anticuerpos para 21/28 proteinas evaluadas (incluyendo a PvRBP2b y
PvMSP8), sefialando a PvRBP2b como una de las proteinas mas inmunogénicas

para individuos Asin en el contexto hipoendémico de Tailandia (79).

Estos resultados demuestran diferencias entre las respuestas de anticuerpos 1gG en
individuos Asin con infeccion por Pfy Pv, en el contexto de la Amazonia peruana,
y diferencias de respuestas IgG contra una misma proteina entre individuos Asin
con infeccion por Pv provenientes de diferentes zonas endémicas de malaria
(2,61,83,85). Estudios a futuro, confirmaran los resultados de respuestas 1gG
obtenidos por ELISAs y descritos en el capitulo 3, haciendo uso de plataformas
seroldgicas a gran escala para de esta manera expandir la evaluacion de respuestas

de anticuerpos frente a un nimero mayor de proteinas.

En base a nuestros resultados, proponemos que los participantes de nuestro estudio,
adultos con infeccién por Pv (edad promedio: 43 afios) enrolados de diferentes
comunidades de la Amazonia peruana, a pesar de vivir en contextos endémicos de
transmision baja a moderada (85), en el transcurso de su vida son capaces de
adquirir una respuesta inmune adaptativa a nivel de anticuerpos rapida y efectiva
(23), capaz de activar una respuesta inmune adaptativa funcional casi inmediata y
prolongada (> a 6 meses post infeccion) para mediar la eliminacion del parasito Pv
haciendo uso de anticuerpos 1gG3 e 1gG1 para la activacion de la via clasica del
complemento y células inmunes efectoras (NK, eosinéfilos, monocitos y
neutrofilos) a través su union a receptores FcyRI, FcyRIla y FcyRIlla

(174,177,178).
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Mas aun, proponemos que las proteinas del merozoito (PvAMAL, PvMSP8 y
PVRBP2b) son capaces de inducir la produccion de anticuerpos IgG y subclases
IgG1 e IgG3 capaces de unirse a la proteina C1q para inicio de la activacion via
clasica del complemento y consecuente lisis del parésito. Asimismo, anticuerpos
IgG1, inducidos por estas proteinas, se unen potencialmente a receptores FcyRI,
FcyRlIla y FcyRIIIa en células inmunes, para la ejecucion de diferentes funciones
inmunoldgicas como: 1) fagocitosis opsonica (via macrofagos, neutrdfilos u
eosinodfilos) mediada por receptores FcyRI y fagocitosis opsénica (via monocitos y
neutréfilos) mediada por receptores FcyRIla (174-176); 2) produccion de ROS vias
neutrofilos y mediada por receptores FcyRIla (176,177) y 3) citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) via celulas natural killer (NK) y mediada por
receptores FcyRIIla (178). Un modelo bastante favorable para controlar
parasitemias y fiebres en individuos Asin con infeccion por Pv (174,177,178). Sin
embargo, todos los mecanismos de accién inmunol6égicos mediados por anticuerpos

propuestos en el capitulo 3 deben ser aun corroboradas en ensayos celulares.

Los resultados de la evaluacion de parametros hematoldgicos de los individuos de
estudio revelaron altos niveles de eosinofilos en los individuos Asin en
comparacion a individuos Sin y controles (Capitulo 1) (93). Estudios preliminares,
Ilevados a cabo por nuestro grupo de investigacién, en la medicion de secrecion de
citoquinas/quimioquinas en muestras de plasmas de estos mismos individuos,
demostraron altos niveles de quimioquinas secretadas por eosinofilos. Las
citoquinas RANTES y Eoxantina fueron secretadas en niveles més altos en
individuos Asin e IL-10 en individuos Sin (Torres et al., 2022, presentacion oral en

ICPVR 2022). En base a esto postulamos que los eosindfilos pueden desempefiar un
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rol importante de secrecion de citoquinas como RANTES para quimiotaxis de
leucocitos (NK, monocitos, células T) y Eotaxina para quimiotaxis de mas

eosindfilos (175).

Como siguiente paso a este trabajo doctoral, se corroboraran los resultados del
capitulo 3, haciendo uso de plataformas seroldgicas mas sensibles y a gran escala
para evaluacion de respuesta de anticuerpos funcionales frente a un nimero mayor
de proteinas. Estos resultados podrian ayudarnos a llegar a conclusiones mas
profundas sobre la capacidad de la respuesta inmune que las proteinas de Pv pueden
evocar en nuestros individuos de estudio y discernir que respuestas de anticuerpos
en conjunto en el tiempo podrian estar relacionadas a proteccion o apuntar a ser
biomarcadores para distincion de individuos Asin. Siendo esta, una informacion
valiosa a ser usada a nuestro favor en el futuro de forma aplicativa, en estrategias

de control y eliminacion de esta enfermedad (38).

Asimismo, se realizara un analisis integral de los resultados descritos en la tesis con
estudios de respuesta inmune celular y respuesta inmune innata en los mismos
individuos de estudio, con el fin de ganar conocimiento sobre el perfil de la
respuesta inmune asintomatica en individuos con malaria vivax en nuestro contexto
endémico. Estudios serologicos a nivel de laboratorio evaluaran la exposicion de
los participantes a otros patdgenos tambien prevalentes en esta zona endémicay la
posible influencia de estos 0 no en el desarrollo de tolerancia a infecciones por Pv

en individuos Asin de la Amazonia peruana.
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Figura 2: Aportes de la tesis en relacion con el modelo de respuesta
inmunolodgica en infecciones por P. vivax. Los monocitos, los neutréfilos y las
células T CD8+ median destruccion de glébulos rojos parasitados a través de la
produccién de especies de oxigeno reactivo mitocondrial (MRO), superdxido
dismutasa (SOD) y granulos citotdxicos, respectivamente. La destruccion de los
glébulos rojos parasitados via monocito depende de los anticuerpos (Ac). De
acuerdo con los resultados obtenidos en el desarrollo de la tesis, mediante ELISAS.
Las proteinas del merozoito (PvAMA1, PVvMSP8 y PvRBP2b) inducen la
produccion de anticuerpos 1gG/1gG1/1gG3 capaces de unirse a la proteina C1q para
inicio de la via clasica del complemento y consecuente fagocitosis del parésito.
Anticuerpos 1gG1, inducidos por estas proteinas, se unen a receptores FcyRlI,
FcyRlla y FcyRlIlla, con el fin de potencialmente ejecutar diferentes funciones
inmunoldgicas como: 1) fagocitosis opsonica (via macrdfagos, neutrofilos u
eosinodfilos) mediada por receptores FcyRI y fagocitosis opsonica (via monocitos y
neutr6filos) mediada por receptores FeyRIIa (174-176); 2) produccion de ROS vias
neutr6filos y mediada por receptores FeyRIla (176,177) y 3) citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) via celulas natural killer (NK) y mediada por
receptores FcyRIIIa (178). Estudios preliminares de nuestro grupo de investigacion,
en la medicion de secrecion de citoquinas en muestras de plasmas de estos mismos
individuos demostraron altos niveles de quimioquinas secretadas por eosinofilos
como RANTES y Eoxantina en individuos Asin e IL-10 en individuos Sin
(Presentacion oral en ICPVR 2022). Los resultados de evaluacion de pardmetros
hematoldgicos en individuos Asin revelaron altos niveles de eosinéfilos fuera del
rango normal. En base a esto postulamos que los eosinéfilos pueden desempefiar
un rol importante de secrecién de citoquinas como RANTES para quimiotaxis de
leucocitos (NK, monocitos, células T) y Eotaxina para quimiotaxis de mas
eosinofilos. Todas las respuestas celulares mediadas por receptores Fcy propuestas
en este modelo deben ser aun corroboradas en ensayos celulares para el modelo de
Pv. Las citoguinas producidas via respuesta inmune innata act(an sobre las células
del sistema inmune adaptativo, configurando las funciones efectoras de las células
CD4+ T helper y células Treg. La carga de paréasitos y secrecion de citoquinas se
asocian con sintomas y desencadenan la expresion de quimioquinas, receptores de
qguimioquinas y activacion y moléculas inhibitorias. La produccién de IFN-gamma
probablemente se ve afectada por este entorno. La IL-21 también es inducida en la
infeccion por Pv, lo que lleva a la expansién de células T foliculares Helper (Tth)
y esta asociada con la produccion de anticuerpos por las células plasmaticas. El
numero de episodios de malaria se asocia con mayores frecuencias de células Tth
y células B clasicas de memoria, probablemente mediando la proteccion via
anticuerpos. Adaptado de (23)
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CONCLUSIONES

Los resultados de los estudios transversales llevados a cabo en 13
comunidades de la Amazonia peruana entre los afios 2018-2021, revelaron
una prevalencia de infecciones por Pv heterogénea [0.8% - 25.4%],
mayoritariamente compuesta por infecciones Asin (66.7%, 164/246) y
submicroscépicas (82.9%, 136/164), y frecuentes durante temporada seca o
vaciantes de rios (70.7%, 116/164).

Los individuos Sin con infeccion por Pv reportaron como sintoma principal
dolor de cabeza (91.5%, 75/82) (Kruskal wallis test, p <0.0001)

Durante las tres semanas de seguimientos de individuos Asin con infeccién
por Pv, se observé una fluctuacion de parasitemias entre niveles bajos e
indetectables por gPCR. Una pequefia proporcion de individuos Asin se
volvieron detectables por microscopia (17.2%, 5/29). Dado que el tamafio
muestral de individuos Asin para nuestro estudio fue pequefio (n=29),
nuestros resultados deberan ser confirmados en estudios de seguimiento de
individuos Asin a gran escala.

La comparacion de parametros bioquimicos y hematoldgicos entre
individuos Sin (n=49) y Asin (n=29) infectados por Pv sugiere la presencia
de mayores niveles de eosinéfilos en individuos Asin (p < 0.01) y bajos
niveles de hemoglobina, siendo esto mas notorio en mujeres (n=4) (p <
0.01). Los resultados de esta tesis demuestran que los Asin aun siendo
portadores silenciosos de bajas parasitemias, estan enfermos. Aunque el
estudio tiene limitaciones de tamafio muestral, los resultados evidencian la

importancia de la identificacion y caracterizacion de individuos Asin, por
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tanto, la busqueda e identificacion de estos individuos debe ser incluida en
los programas de control y eliminacion de la malaria.

Los resultados del estudio confirman el rol de anticuerpos 1gG anti-PvMSP8
como seromarcador de exposicion a infecciones recientes por Pv a nivel
poblacional en la Amazonia peruana (AUC = 0.79).

Las proteinas PvAMAL, PvRBP2b y PvMSP8 inducen mayores niveles de
anticuerpos IgM, 1gG, 1gG1 e 1gG3 en individuos infectados con Pv de la
Amazonia peruana en comparacion con individuos control (p < 0.01).

Las proteinas PVAMAL, PvRBP2b y PvMSP8 inducen anticuerpos
funcionales, promotores de la activacion de la via clésica de complemento
a través de su fijacion a la proteina Clq via IgG1 e 1gG3, en individuos
infectados con Pv de la Amazonia peruana, en comparacién con individuos
control (p <0.01).

Se demostr6 que las proteinas PvAMAL, PVvRBP2b y PvMSP8 inducen
anticuerpos de union a receptores FcyRI via 1gG1 (p < 0.001); y que las
proteinas PVAMAL, PvRBP2b también inducen anticuerpos de union a
receptores FcyRIlay FcyRIlla via IgG1, en individuos infectados con Pv de
la Amazonia peruana, en comparacion con individuos control (p < 0.01).
Se observd una alta proporcion de individuos Asin seropositivos a 1gG3
anti-PvMSP8 (71%, 20/28) (p = 0.0001) y anti-PvAMA (75%, 21/28) (p =
0.002), sugiriéndose a estas respuestas de anticuerpos como potenciales
biomarcadores de individuos Asin con infeccion por Pv en la Amazonia

peruana.
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10. La deteccion de anticuerpos 1gG anti-PfMSP2 en los participantes del

estudio evidencia su exposicion previa a infeccion por Pf (p < 0.0001).
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LIMITACIONES

1.

4.

Debido a las limitaciones de ejecucion del estudio que creo la Pandemia del
COVID-19, limitaciones de presupuesto y tiempo del estudio, no se pudo
alcanzar un tamafio muestral equitativo para los grupos en comparacion
(Sin, Asin y controles) y completar los seguimientos correspondientes a 3er
y 6to mes post-enrolamiento para el estudio longitudinal.

Debido a limitaciones de presupuesto, no se pudo evaluar o confirmar
mediante laboratorio la coexistencia de co-infecciones en los individuos
enrolados en el estudio.

Debido a limitaciones en la produccién de la proteina PvMSP8, no se pudo
ejecutar los ensayos de ELISA para deteccion de anticuerpos con capacidad
de unién a FeyRlIla y FeyRIIla.

Algunas de las proteinas usadas para el desarrollo del capitulo 3 fueron
producidas en diferentes sistemas de expresion. No obstante, esto no fue una
limitante para la evaluacion de niveles de anticuerpos en las muestras de
nuestro estudio, dado que se observaron diferencias significativas entre
niveles de anticuerpos de los individuos controles negativos, controles de
Iquitos e individuos infectados con Pv. Se detectaron niveles de anticuerpos
mas bajos para los controles negativos y de lquitos en comparacion a los
individuos infectados con Pv. Todas las proteinas usadas en este estudio ya

habian sido reportadas en publicaciones cientificas previas.
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ESTUDIOS A FUTURO

1. Se ampliara la evaluacion de respuesta de anticuerpos descritas para este
estudio haciendo uso de plataformas seroldgicas més sensibles y a gran
escala y un nimero mayor de proteinas de Pv.

2. Se evaluard el rol funcional de anticuerpos purificados IgG e IgM de
individuos Sin y Asin con infeccion por Pv y el rol de la activacién del
sistema de complemento en ensayos de inhibicion del proceso de ingreso
del merozoito al reticulocito/eritrocito en cultivos ex vivo/in vitro de Pv y/o
P. knowlesi y/o Pf.

3. Se evaluara a nivel seroldgico la exposicion de los participantes de nuestro
estudio a otros patdgenos también prevalentes en esta zona endémica y la
posible influencia de estos 0 no en el desarrollo de tolerancia a infecciones
por Pv en individuos Asin de la Amazonia peruana.

4. Se evaluara la produccion de células secretoras de anticuerpos especificas a
la proteina PYMSP8, sintetizada en nuestro laboratorio, usando muestras de
PBMCs de los individuos Sin, Asin con infeccion con Pv y controles de
Iquitos, con el fin de evaluar de manera indirecta la produccion de células
B de memoriay la duracion de anticuerpos anti-PvMSP8 en las muestras de
seguimiento de los participantes.

5. Se procedera a fenotipificar por citometria de flujo los PBMCs de lo
individuos Sin, Asin con infeccién con Pv y controles de Iquitos.

6. Se procedera a realizar un analisis integral de los resultados descritos en la

tesis, incluyendo estudios de respuesta inmune celular y respuesta inmune
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innata, con el fin de ampliar los conocimientos del perfil de respuesta

inmune en individuos Asin con malaria vivax en nuestro contexto endémico.
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ANEXOS
Anexo 1. Tablal. Caracteristicas sociodemogréficas de los participantes en el estudio

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1wS-

ryYGrornfNgGYZ5VmXBkwbJFOscK1/edit#gid=1096311104

Anexo 2. Tabla 2. Caracteristicas de las viviendas de los participantes del estudio

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1wS-

rvYGrornfNgGYZ5VmXBkwbJFOscK1/edit#qid=2020051584

Anexo 3. Tabla 3. Proporciones de infecciones por P. vivax detectadas por metodologias
(microscopia (A) y qPCR (B)), proporciones de estado clinico (infeccion asintomatica,
sintomética y submicroscopica) por comunidad

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1wS-

ryYGrornfNgGYZ5VmXBkwbJFOscK1/edit#gid=1313657038

Anexo 4: Resultados de analisis geoespacial local usando estadistica Getis-Ord

https://drive.google.com/drive/u/0/folders/IRUqRpz1zZIDIdOTB-

VMNIipBE byE8ntu

Anexo 5: Tabla 4. Resumen de resultados de analitos bioquimicos y hematolédgicos

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1wS-

ryYGrornfNgGYZ5VmXBkwbJFOscK1/edit#gid=771997823
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Anexo 6. Figura 1. Resultados de la evaluacion de analitos clinicos hematologicos de
individuos por grupo de estudio (Sin/Asin/Controles).

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1wS-

ryYGrornfNgGYZ5VmXBkwbJFOscK1/edit#gid=2139849834

Anexo 7. Figura 2. Resultados de la evaluacion de analitos clinicos bioquimicos de
individuos por grupo de estudio (Sin/Asin/Controles).

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1wS-

ryYGrornfNgGYZ5VmXBkwbJFOscK1/edit#gid=1200513034
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